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RESUMO

O Brasil se destaca como um dos principais produtores agricolas, tanto no cenario
nacional quanto global. Conforme projecbes de producdo de gréos, cereais e
leguminosas, espera-se que a producado atinja mais de 308 milhdes de toneladas
em 2024. O alho € amplamente utilizado no mundo inteiro, especialmente como
tempero aromatico em diversas receitas. Além de seu uso culinario, o alho tem sido
empregado na medicina tradicional desde a antiguidade, devido as suas
propriedades antimicrobianas, antifingicas, antienvelhecimento e anticancerigenas,
além de apresentar beneficios no tratamento de diabetes e outras doencas. As
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas sdo microrganismos que
favorecem diretamente o desenvolvimento das plantas ao liberar fitorménios em
suas raizes e vasos condutores, fixar nitrogénio e solubilizar fosfatos, além de
exercerem efeitos benéficos indiretos, como a inibicdo de parasitas e patégenos em
diversas culturas. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a diversidade
genética e funcional, com base em metagendmica, e realizar a bioprospecc¢éo de
isolados de solo de cultivo de alho com capacidade de promover o crescimento de
plantas. Os isolados foram submetidos a testes morfolégicos e bioquimicos para
selecionar as bactérias mais promissoras para experimentos em casa de vegetacao.
Os cinco melhores isolados foram inoculados em soja, alho e milho, e os
parametros avaliados apos a colheita mostraram resultados dentro dos padrbes da
testemunha positiva. Em seguida, realizou-se a caracterizagao parcial dos isolados
com o gene 16S rRNA, identificando-os em dois géneros distintos. Todos os testes
in vivo foram realizados no Laboratorio de Genética Aplicada, no Departamento de
Biologia da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil.

Palavras-chave: Agricultura, Biofertilizante, Metagenoma, Rizobactéria



ABSTRACT

Brazil stands out as one of the leading agricultural producers, both nationally and
globally. According to projections for grain, cereal, and legume production, it is
expected that the production will reach over 308 million tons by 2024. Garlic is widely
used around the world, particularly as an aromatic seasoning in various recipes. In
addition to its culinary use, garlic has been employed in traditional medicine since
ancient times due to its antimicrobial, antifungal, anti-aging, and anticancer
properties, as well as its benefits in the treatment of diabetes and other diseases.
Plant growth-promoting rhizobacteria are microorganisms that directly benefit plants
by releasing phytohormones into their roots and vascular systems, fixing nitrogen,
and solubilizing phosphates, in addition to providing secondary beneficial effects
such as inhibiting parasites and pathogens in various crops. The aim of this study
was to investigate the genetic and functional diversity based on metagenomics and
conduct the bioprospecting of isolates from garlic cultivation soil with plant growth-
promoting abilities. The isolates were subjected to morphological and biochemical
tests to select the most promising bacteria for experiments in a greenhouse. The five
best isolates were inoculated into soybeans, garlic, and corn, and the parameters
evaluated after harvest were found to be within the normal range compared to the
positive control. A partial characterization of the isolates was then carried out using
the 16S rRNA gene, classifying them into two distinct genera. All in vivo tests were
conducted at the Applied Genetics Laboratory, Department of Biology, Sdo Paulo
State University, Jaboticabal Campus, SP, Brazil.

Keywords: Agriculture, Biofertilizer, Metagenome, Rhizobacteria
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1. INTRODUCAO

O alho é um vegetal aromatico consumido mundialmente na
preparacdo de pratos. Além disso, ao seu consumo como alimento, o alho possui
diversas propriedades biologicas relacionadas a saude, como antidiabético,
antioxidante, anticancerigeno, antibacteriano, antifungico e atividades anti-
hipertensivas. Estas propriedades sdo possiveis através dos seus fitoconstituintes, o
alho apresenta diversos constituintes quimicos, entre eles compostos contendo

enxofre, como tiossulfinatos, ajoenos, vinilditinas e sulfetos (Batiha et al., 2020).

O Brasil é uma poténcia mundial em producdo agricola, dados do IBGE
(2024) indicam que a producéo total de graos, cereais e leguminosas em 2024
deverdo atingir recordes, com producdo estimada em torno 308 milhdes de
toneladas (IBGE, 2024). Mesmo assim, o mercado brasileiro da cultura do alho
depende o mercado externo, sendo o Brasil considerado o segundo maior

importador de alho do mundo, perdendo apenas para a Indonésia (FAO, 2021).

O Brasil lidera a producdo mundial de cana-de-acucar, sendo o Estado de
Sdo Paulo o principal produtor dentro do pais, desempenhando um papel
significativo na producdo nacional. Esta colheita desempenha um papel crucial na
producao global de agucar e bioenergia renovavel, sendo cultivada em cultivo areas
aridas e semiaridas. A cana-de-acUcar representa uma fonte vital de aclcar em
escala global, contribuindo com aproximadamente 80% da producdao mundial (Chen
et al., 2020; Verma et al., 2022; CONAB, 2022).

Desde a sua criacdo, o sistema agricola passou por grandes transformacdes,
abrangendo o envolvimento de produtos quimicos, sementes hibridas e
domesticacdo de espécies de plantas para cultivo. Recursos naturais como a agua e
0 solo estdo sob constante pressdo, ainda mais 0 mesmo acontece com a
populacéo crescente ano apds ano. Portanto, € de extrema importancia estudar o
meio ambiente, como a qualidade do solo, a 4gua e a diversidade de organismos,
para o conhecimento do meio ambiente como um todo e avaliar possiveis impactos,
como o uso de produtos quimicos e insumos biolégicos utilizados nas plantages
que drenam para o0 meio ambiente (Almaghrabi et al., 2014; Zerrouk et al., 2019;
Chaudhary et al., 2021).



Os meétodos de identificacdo e classificagdo de microrganismos mudaram
consideravelmente ao longo dos anos, décadas atras, sO era possivel realizar tal
procedimento por métodos fisicos e quimicos envolvendo meios de cultura e
reagentes, mas com o advento de técnicas moleculares e sequénciamento de DNA,
particularmente para o gene 16s rRNA, um gene considerado um marcador
molecular padrdo para bactérias, todo o cenario mudou, especialmente com 0 uso
de sequénciadores atuais, preparados para fornecer detalhes da comunidade
microbiana de forma detalhada, contribuindo para uma visdo ampla e de maior

preciséo sobre a comunidade (Simonin e Richaume, 2015; Chaudhary et al., 2021).

O conhecimento metagenémico do solo do alho é crucial para melhorar a
producdo da agricultura. A analise metagenbmica permite a compreensdo da
diversidade microbiana presente no solo, incluindo microrganismos benéficos, como
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas. Esses microrganismos tém
fungdes vitais, como fixagdo de nitrogénio e solubilizagéo de nutrientes, aumentando
a disponibilidade de nutrientes para as plantas de alho. Géneros bacterianos como
Bacillus e Azospirillum s&o conhecidos por promover o crescimento do alho,
melhorando a emergéncia dos bulbilhos, biomassa vegetal e rendimento. Além
disso, a identificacdo de genes e vias metabodlicas na microbiota do solo pode
fornecer informacdes valiosas para desenvolvimento de uma gestdo mais eficaz de
estratégias, como a selecdo de cepas especificas de bactérias promotoras de
crescimento de plantas para aplicacdo no cultivo de alho. Assim, o conhecimento
metagendémico do solo de alho ndo sé otimiza a nutricdo das plantas, mas também
promove um ambiente mais saudavel e equilibrado para o crescimento e
desenvolvimento da cultura (Boeing e Seben, 1995; Pessoa Filho, 2010; Rezende et
al., 2021; de Souza e da Cruz, 2024).

Levantamos a hipotese de que diferencas na taxonomia do solo e nas
funcdes dos genes promotores de crescimento de plantas em culturas de alho e
cana-de-acgucar refletem adaptacOes especificas de comunidades microbianas as
exigéncias nutricionais e ambientais de cada planta, as quais poderiam ter um futuro
aproveitamento biotecnoldgico. Assim, este estudo teve como objetivo investigar
isolados do solo de areas cultivadas com alho, buscando identificar microrganismos

com potencial para promover o crescimento de plantas, avaliando sua eficacia nas



culturas de soja, milho e alho. Além disso, foi realizada a analise metagendémica de
solos cultivados com cana-de-agucar e alho, a fim de explorar o potencial
taxondmico e funcional associado as vias do nitrogénio, fésforo e fitorménios. Os
dados foram descritos e comparados para uma analise ecoldgica entre uma regiao
de monocultura predominantemente cultivada com cana-de-agucar e uma area de
rotacdo de culturas, cuja ultima cultura foi o alho, focando na bioprospeccao
taxondmica e funcional de microbiota em solos cultivados com plantas de alho e

cana-de-acucar, além do isolamento de promissoras RPCPs.
2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producéo agricola no Brasil

O agronegdcio continua sendo uma marca registrada de forca de mercado no
Brasil. A producdo de cereais, oleaginosas e leguminosas para a safra nacional
alcancou em 2024 o total de 295,1 milhdes de toneladas, 6,4% menor que a obtida
em 2023 (315,4 milhdes de toneladas), com reducao de 20,2 milhdes de toneladas;
e 0,4% abaixo da informada em agosto, com decréscimo de 1,2 milhdo de toneladas
(IBGE, 2024).

A éarea destinada a colheita totaliza 78,7 milh6es de hectares, um aumento de
1,1% em comparacdo a 2023, com acréscimo de 817,3 mil hectares, e um
crescimento adicional de 0,1% (101,3 mil hectares) em relagdo a agosto. Os trés
principais cultivos — arroz, milho e soja — juntos correspondem a 92,1% da
producdo estimada e representam 87,2% da area total a ser colhida. Em
comparacdo ao ano anterior, houve aumento de 15,6% na area de algodao
herbaceo (em caroco), 5,4% na de arroz em casca, 6,6% na de feijdo e 3,3% na de
soja. Em contrapartida, foram registrados declinios de 3,3% na area destinada ao
milho (com quedas de 9,3% no milho da 12 safra e de 1,4% na 22 safra), 11,9% no
trigo e 2,2% no sorgo. Quanto a producdo, houve crescimentos de 14,2% para o
algodao herbaceo (em caroco), 2,4% para o arroz, 5,5% para o feijdo e 9,0% para o
trigo. Ja a soja apresentou reducédo de 4,9%, enquanto o milho teve queda de 11,0%
(com diminuicdes de 17,4% na 12 safra e 9,3% na 22 safra) e o sorgo recuou 8,7%.
(IBGE, 2024).



A estimativa de setembro para a producéo de soja foi de 144,5 milhdes de
toneladas. Para o milho, a previsdo alcangou 116,7 milhdes de toneladas, sendo
23,0 milhdes provenientes da 12 safra e 93,7 milhdes da 22 safra. A producao de
arroz foi estimada em 10,5 milhdes de toneladas, enquanto o trigo alcancou 8,4
milhdes de toneladas, o algodéo herbaceo (em caroc¢o) 8,8 milhdes de toneladas e o
sorgo, 3,9 milhdes de toneladas. A producéo total de cereais, leguminosas e
oleaginosas registrou crescimento anual na Regido Norte (12,5%), enquanto as
demais apresentaram reducao: Sul (-0,7%), Centro-Oeste (-9,9%), Sudeste (-15,8%)
e Nordeste (-3,8%). Na comparacdo mensal, as regides Norte (0,4%), Nordeste
(0,3%) e Centro-Oeste (0,4%) tiveram aumento, enquanto o Sudeste (-4,6%) e o Sul
(-0,9%) registraram queda. Mato Grosso permaneceu como 0 maior produtor de
graos do pais, com 31,1% de participacéo, seguido por Parana (12,8%), Rio Grande
do Sul (12,0%), Goias (10,6%), Mato Grosso do Sul (7,2%) e Minas Gerais (5,6%),
gue juntos somaram 79,3% da producao total. A distribuicdo por regides brasileiras
ficou assim: Centro-Oeste (49,2%), Sul (26,9%), Nordeste (8,8%), Sudeste (8,7%) e
Norte (6,4%). (IBGE, 2024).

2.2 Consequéncias ambientais da monocultura em solo brasileiro

A monocultura refere-se ao cultivo de apenas uma espécie agricola em uma
area ou regido especifica, sendo comum em grandes propriedades rurais. No Brasil,
esse modelo se consolidou desde os primérdios da economia agraria, quando
houve uma priorizacdo de culturas como cana-de-acucar, café e, mais
recentemente, soja. Essas plantacbes em larga escala sdo predominantemente
voltadas para o comércio, especialmente para exportacao, ja que a alta producao de
uma unica cultura ultrapassa as necessidades alimentares da populagdo. No
entanto, essa pratica intensiva gera sérios danos ambientais, como o esgotamento
dos nutrientes do solo e da poluicdo por fertilizantes e defensivos quimicos, usados
para compensar a perda de produtividade causada pelo cultivo produtivo de uma
Unica espécie e para controlar indiretamente favorecidas pela homogeneidade
(Zimmermann, 2009). A monocultura em larga escala comecou a se popularizar com
a modernizacdo agricola no modelo europeu e norte-americano, intensificada apos
a Revolugéo Industrial. Esse método baseava-se na mecanizacdo dos processos

agricolas, sem uso intensivo de fertilizantes sintéticos e sem controle quimico de



flexibilidade. Antes disso, a monocultura s6 era viavel em condi¢cdes bastante
restritas, como em solos naturalmente férteis ou em areas de exploracdo recentes,

onde a gestao ndo era uma preocupacao (Romeiro, 1998; Zimmermann, 2009).

O cultivo da cana-de-acucar opera de forma constante e imparavel, pois
consome intensamente 0s recursos ao seu redor. A cultura expande-se sobre
extensas areas de terra, esgota o humus do solo, elimina pequenos plantios e
caracteristicas do capital humano. Apesar de, a primeira vista, oferecer certa
protecdo contra a erosdo devido a cobertura vegetal de sua densa folhagem e ao
fortalecimento da estrutura do solo por suas raizes profundas, o monocultivo destroi
rapidamente a fertilidade do solo. Esse altera desgaste sua composigéo, diminuindo
sua resisténcia a manipulacdo causada por forcas erosivas (Castro, 1965;
Zimmermann, 2009). No Nordeste, os efeitos ambientais da cana-de-acucar
resultaram na a destruicdo da vegetacao nativa, promovida pelas queimadas para
preparar o terreno para o plantio. Em seguida, ocorreu um rapido empobrecimento e
esgotamento do solo, dificultando a reposicdo do humus, antes de ser resguardado
pela reserva da matéria organica da floresta. Essa manipulacéo acelerou processos
de lavagem excessivos do solo pela agua, resultando em erosao irreversivel. A
recuperacdo dessa fertilidade perdida, arrastada para os cursos d'agua e para o
oceano, esté fora do alcance das capacidades humanas, nem mesmo com o uso de
tecnologias de fertilizagdo que exigem altos custos (Castro, 1965; Zimmermann,
2009).

A expansdao significativa da agricultura no Cerrado brasileiro esta fortemente
vinculada ao cultivo de monoculturas, que dependem de grandes quantidades de
agrotoxicos e fertilizantes. Essa pratica € compreensivel, considerando que os solos
do bioma Cerrado apresentam baixa fertilidade natural, o que exige o emprego
intensivo dessas tecnologias para alcancar os elevados niveis de produtividade
obtidos nas areas agricolas dessa regido, caracterizadas por terras mais pobres

(Soares e Porto, 2007; Zimmermann, 2009).
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A rotacdo de culturas é considerada a pratica agricola mais eficaz para
preservar a integridade e a complexidade dos ecossistemas naturais. No entanto,
apesar de seus inameros beneficios, a monocultura continua sendo amplamente

preferida em nivel global. Atualmente, seus principais praticantes sdo os paises em



desenvolvimento, geralmente mais pobres, situados em regides tropicais. Nessas
nacdes, a monocultura é utilizada principalmente para a producdo de commodities
agricolas, destinadas quase exclusivamente a exportacdo para paises
desenvolvidos. Ironicamente, essas nacgodes ricas ja degradaram seus solos devido a
modelos de producao insustentaveis, que, ainda assim, foram adotados e continuam

sendo empregados pelas economias mais vulneraveis (Zimmermann, 2009).

Os danos provocados pela monocultura vao além dos aspectos
agroambientais. Esse modelo de cultivo, mesmo quando aplicado a diferentes
espécies vegetais com fins econdmicos, gera impactos ambientais severos. Um
exemplo é o monocultivo de eucalipto, liderado por grandes corporagdes do setor de
papel e celulose. Essa pratica demanda altos niveis de nutrientes do solo e
consome grandes volumes de &gua, contribuindo significativamente para o
esgotamento dos recursos naturais. Além disso, o cultivo intensivo do eucalipto
representa uma séria ameaca a biodiversidade local, reduzindo a variedade de
espécies e comprometendo 0s ecossistemas (Zimmermann, 2009).

2.3 Alho (Allium sativum)

O alho (Allium sativum) € um vegetal herbaceo, pertencente a familia
Alliaceae, de acordo com a sua cultivar pode chegar a uma altura de até 60
centimetros e possui folhas lanceoladas, cerosas e estreitas. O bulbo é formado
pelo pseudocaule curto que se origina da bainha das folhas. Um disco comprimido
como ponto de partida entre as raizes e folhas € o que pode ser chamado de caule
verdadeiro. O bulbo é dividido em bulbilhos (dentes), estes podem ser de forma
arqueada ou ovoides, cobertos por folhas de protecdo chamadas de bracteas. As
bracteas podem ter coloragfes diferentes como branca, marrom, vermelha, roxa ou
violeta. O bulbo conta ainda com uma protecéo extra, onde é envolvido por diversas
tunicas esbranquicadas que conseguem ser prontamente destacaveis (Haber et. al.,
2015).

O Mercado brasileiro da cultura do alho ainda € dependente do mercado
estrangeiro. O Brasil € considerado o segundo maior importador de alho do mundo,
somente no ano de 2019 adquiriu 165.446 toneladas, volume bastante superior a
sua producdo que foi de 131.523 no ano em questao, ficando atras somente da

Indonésia (FAO, 2021). No que diz respeito a exportacdo, a China continua sendo o



maior produtor e exportador de alho para o mundo (cerca de 77% de sua producao
total), seqguido da Espanha (8% de sua producéo total) (Parejomozuno e Rangel-
Preciado, 2020). No que diz respeito a producédo interna, o Brasil produziu 167.102
Toneladas de alho no ano de 2021, onde o maior produtor foi o Estado de Minas
Gerais (73.940 Toneladas) em uma area colhida de 4.861 Hectares (IBGE, 2021).

O alho é uma hortalica aromatica consumida em todo o mundo em
preparacdes de pratos. Além de seu consumo como alimento, o alho possui
diversas propriedades bioldgicas relacionadas a saude, como por exemplo,
atividades antidiabéticas, antioxidantes, anticarcinogénicas, antibacterianas,
antifingicas e anti-hipertensivas. Essas propriedades sdo possiveis através de seus
fitoconstituintes, o alho apresenta diversos constituintes quimicos, dentre eles
compostos contendo enxofre como tiosulfinatos, ajoenos, vinilditinas e sulfetos
(Batiha et al., 2020).

Na antiguidade, povos ja utilizavam o alho como remédio fitoterdpico a
milhares de anos, seu aparecimento € datado proximo de 5000 anos atras. Existem
diversas controvérsias sobre sua origem, ela pode ter sido na Europa mediterranea
ou no continente Asiatico, entretanto, diversos estudos apontam que sua verdadeira
origem advenha da Asia e, somente ap6s, foi disseminado pelo Egito por tribos
asiaticas nbmades e posteriormente levado para o extremo oriente por meio de

comércio com a india até chegar a Europa (Haber et al., 2015).

Um papiro nomeado Codex Ebers escrito em 1500 anos A.C ja descrevia as
propriedades de cura do alho e da cebola (Duque et al., 2018). Apesar de ser
cultivado em todo o mundo, o alho chegou ao Brasil somente com a colonizag&o do
pais por Portugal, onde alcangou notavel importancia socioecondmica, tornando-se

cultivado por pequenos, médios e grandes produtores rurais (Resende, 2018).

2.4 Desafios para a producéao da cultura de alho no Brasil

Introduzido no Brasil durante o periodo da coloniza¢do portuguesa, o alho
tornou-se um produto de relevancia socioeconbmica, sendo cultivado por
agricultores de diferentes portes, desde pequenos até grandes produtores. Devido a
sua alta exigéncia de mao de obra e ao elevado retorno financeiro obtido em areas

reduzidas, o alho se apresenta como uma excelente alternativa de renda para a



agricultura familiar. Atualmente, o alho ocupa a sexta posicao entre as hortalicas de
maior valor na produgéo agricola nacional. Nos dltimos anos, o consumo anual de
alho no pais tem permanecido estavel, girando em torno de 300 mil toneladas, o que
equivale a uma média de 1,5 kg por pessoa ao ano. Vale ressaltar que a preferéncia
nacional é pelo consumo do alho in natura, que corresponde a cerca de 95% do
total consumido no Brasil. Contudo, a producdo nacional ndo atende a demanda

interna, tornando as importacdes necessarias (Resende, 2018).

O alho importado entra no mercado brasileiro com precos altamente
competitivos. Para evitar praticas de concorréncia desleal, o pais adota tarifas
antidumping com base nas diretrizes de protecdo comercial da Organizacdo Mundial
do Comércio (OMC). Embora o Brasil consiga produzir apenas parte do alho
consumido internamente, a autossuficiéncia é viavel, dado o potencial de expansao
do cultivo para diversas regides do territorio nacional. Além das tradicionais regifes
produtoras localizadas no Sul, Sudeste e Centro-Oeste, areas de microclimas
especificos em altitudes do Nordeste e até do Norte do pais tém condicbes de
viabilizar o cultivo comercial. No entanto, devido as particularidades edafocliméticas
dessas regides, sdo necessarios estudos especificos para aprimorar a eficiéncia
produtiva e garantir sustentabilidade. Nessa perspectiva, pesquisas que envolvam a
adaptacdo de variedades, nutricdo mineral, manejo da irrigacdo, processos de
vernalizacdo, qualidade das sementes de alho e técnicas de conservacdo pos-

colheita sdo imprescindiveis (Resende, 2018).

A cadeia produtiva do alho no Brasil enfrenta um desafio significativo: a
dificuldade de acesso as inovacdes tecnoldgicas geradas pelas instituicbes de
pesquisa. Muitas informacdes técnicas ndo chegam a todas as categorias de
agricultores, especialmente aos pequenos produtores, que, por décadas, tém
dedicado seus esforcos ao cultivo de alho. Em diversas regides tradicionais, esses
agricultores reduziram ou até cessaram suas atividades, devido ao atraso
tecnolodgico, a perda de qualidade das sementes de alho e ao aumento das
importacdes. Essa situacdo afeta principalmente os pequenos produtores, que
dependem mais diretamente da assisténcia técnica e das inovac¢des para melhorar
sua competitividade. Assim, torna-se essencial estruturar um modelo de difuséo

tecnoldgica que seja inclusivo, permitindo que esses agricultores recuperem sua



capacidade de competir no mercado e que as regides tradicionais retomem seu
papel na produgdo nacional, ajudando o Brasil a alcancar a autossuficiéncia
(Resende, 2018).

Apesar disso, apenas ampliar as areas de cultivo, melhorar a produtividade e
garantir a qualidade do alho nacional ndo bastam para reduzir as importacdes. Ao
longo dos anos, os produtores brasileiros tém se esforcado para aumentar a
producéo local e reduzir a presenca do alho estrangeiro no mercado interno, mas
frequentemente enfrentam prejuizos devido a entrada descontrolada de produtos
importados. Ha uma demanda continua por politicas governamentais que limitem as
importacdes durante os periodos de pico da comercializagdo do alho nacional.
Contudo, decisdes governamentais equivocadas, que desconsideram os niveis de
producédo interna, muitas vezes permitem a entrada excessiva do alho importado,

agravando os problemas enfrentados pelos produtores nacionais (Resende, 2018).

2.5 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas e a fixacao biolégica

de nitrogénio

A aplicacdo de RPCPs surgem como uma forma de alinhar o alto rendimento
de produgcdo com mecanismos sustentaveis em contraponto a agricultura
convencional, que visa o crescimento de producdo através do aumento de utilizacao
de produtos agroquimicos que contribuem para contaminagéo da agua e terra (Della
et al., 2022).

A caracterizacdo de bactérias € um recurso indispensavel, pois €
extremamente importante para a identificacdo de microrganismos e,
consequentemente, poder distinguir se a bactéria € patogénica ou ndo (Sentausa e
Fournier, 2013). A caracterizacdo é possivel através da comparacao de homologia
do gene 16S rRNA com sequéncias existentes em ferramentas de comparacao
como o BLAST e Segmatch (Rajendhran e Gunasekaran, 2011). Atualmente,
diversos géneros ja foram caracterizados e listados possuindo microrganismos que
promovem o crescimento de plantas, como, por exemplo, podemos citar dentre os
principais: Bradyrhizobium, Bacillus, Pseudomonas e Azospirillum (Avontuur et al.,
2020; Vyas e Kaur, 2021; de Souza e da Cruz, 2024).
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O nitrogénio, também chamado de azoto, é um elemento de suma
importancia para o planeta e toda a vida que nele o habita. E considerado um
elemento ndo metalico, correspondente a cerca de 78% da atmosfera em volume. E
constituido pelo nimero atdbmico 7 e nimero de massa 14,01. E um géas inodoro,
insipido, incolor e inerte. Esse é um elemento indispensavel em Varios processos
compativeis com a vida, dentre eles, um importante e bastante estudado na
agricultura é sua fixacdo em plantas através de associacdes com microrganismos
(Peixoto, 1997).

O seu processo de fixacdo se da através da conversdo de nitrogénio
atmosférico em amodnia, um formato que é rapidamente usufruido pelos vegetais.
Algumas espécies de plantas possuem a capacidade de suprimento de uma ou
varias de suas deficiéncias de nitrogénio através deste meio e justamente por isso,
Ihes €& conferida algumas vantagens competitivas que s&do substancialmente
grandes em comparagcdo com as que nao possuem essa capacidade. Os
microrganismos com a capacidade de fixacdo de nitrogénio em plantas formam
relacBes simbidticas intimas em relacdo ao seu hospedeiro. As bactérias, por vez,
se alojam dentro dos ndodulos, um oOrgdo especializado que é formado na raiz.
Sendo assim, uma relacdo de simbiose mutualistica € formada onde, simbionte e
hospedeiro parecem funcionar essencialmente como apenas um organismo (Dong e
Song, 2020; Soltis et al., 1995; Vessey, 2003; Vessey et al., 2004).

O mecanismo de interacdo entre microrganismos do solo com plantas segue
um roteiro, onde: o microrganismo recebe carbono e energia através da planta e,
em troca, converte nitrogénio da atmosfera em amobnia. Para a realizacdo desse
mecanismo, o nodulo da raiz evoluiu para facilitar a fixagdo do nitrogénio pelo
simbionte e a assimilacdo de amoénia pela planta (Dong e Song, 2020; Soltis et al.,
1995; Vessey, 2003; Vessey et al., 2004).

Por consequéncias da ampliacdo de producdo de leguminosas em todo o
mundo, o aumento da fixa¢do de nitrogénio foi radicalmente expandido, visto que as
leguminosas formam associacdes com bactérias fixadoras de nitrogénio. Acredita-se
gue a fixacdo de nitrogénio tenha crescido cerca de 2 vezes mais, devido a fixacéo
exacerbada no solo induzido pelo cultivo no final do século XX. Fatores ambientais

ndo intencionais também foram descritos devido ao aumento da fixagao biologica de
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nitrogénio, como exemplo disso, temos as perdas substanciais de nitrogénio
causadas por ineficiéncias ao longo de toda a cadeia de producéo-consumo de
alimentos (Erisman et al., 2013; Galloway et al., 2004; Gruber e Galloway, 2008;
Howarth, Cowling, e Cosby, 2003; Reis et al., 2020; Tg, 1999).

O excesso de nitrogénio nos solos causa diversos prejuizos, ele pode
percorrer pelos sistemas terrestres e aquaticos, resultando em diversas
consequéncias a saude humana e ao meio ambiente, tais como eutrofiza¢do, perda
de biodiversidade, reducédo de agua potavel e queda substancial da qualidade do ar.
Essas mudancas podem afetar diretamente os padrdes de fixacdo de nitrogénio em
todo o mundo. A América Latina dispde de uma grande diversidade de espécies de
leguminosas, principalmente em florestas tropicais e savanas e, justamente por isso,
acredita-se ela tenha uma das maiores taxas de fixacdo biolégica de nitrogénio em
ecossistemas terrestres na Terra (Erisman et al.,, 2013; Galloway et al., 2004;
Gruber e Galloway, 2008; Howarth et al., 2003; Reis et al., 2020; Tg, 1999).

Em consequéncia deste fato, a América Latina se torna notavel no que diz
respeito as alteracbes de fixacdo bioldgica de nitrogénio e do ciclo global do
elemento em todo o mundo, pois detém em toda extensdo de seu espaco de cultivo,
culturas como a cana-de-acucar e a soja, detentoras de alto potencial de fixacdo de
nitrogénio (Janssen e Rutz, 2011; Reis et al., 2020; Vaclav, 1988).

As bactérias do género Bradyrhizobium estdo englobadas na familia
Bradyrhizobiaceae, ordem Rhizobium, Classe Alphaproteobacteria, cuja a familia
apresenta atualmente, cerca de 12 géneros. Analises filogenéticas corroboraram
para que fossem mostrados resultados de que essa familia esta amplamente
associada a microrganismos que colonizam ambientes diferentes, tais como
animais, plantas e solo. Sao bactérias que apresentam pleomorfismo,
apresentando-se predominantemente no formato de bastonete. S&o diversas as
propriedades ecolégicas, fenotipicas e metabdlicas que estdo associadas a cada
género, dentre esses, a fixagdo de nitrogénio realizada por Bradyrhizobium spp. se

torna importante devido a sua aplicacéo direta na agricultura (Souza et al., 2014).

O género possui essa nomenclatura pelo fato de que, em sua composicao,
estdo bactérias que possuem o crescimento lento em comparagcdo com outras

bactérias de sua familia. Estas bactérias possuem a capacidade de formarem
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nodulos e fixar nitrogénio atmosférico em plantas leguminosas. O status taxonémico
do género Bradyrhizobium, assim como ocorre em outras espécies, é volatil devido
as constantes modificacbes conforme vao surgindo novas técnicas e evidéncias
experimentais. Devido a estes acontecimentos, diversos microrganismos
anteriormente descritos em outros géneros, passaram a pertencer a este género de
bactérias. Isto é possivel devido a estudos, por exemplo, relacionados a consultas
de similaridade com o gene 16s rRNA presente em microrganismos do dominio das

Bactérias (Avontuur et al., 2020).

Estes microrganismos estéo relacionados a fixacdo de nitrogénio em diversas
espécies de leguminosas. Isso é possivel porque nos cromossomos dessas
bactérias existem ilhas de simbiose que portam os genes nod e nif que sao
responsaveis pela nodulacéo e fixacdo de nitrogénio. Algumas cepas também séo
capazes de fixar nitrogénio como endofitos em diversos vegetais, até mesmo
plantas ndo leguminosas como, por exemplo, arroz e milho (Ormefo-orrillo e

Martinez-romero, 2019).

Algumas bactérias do género Bacillus sdo conhecidas pelo seu potencial de
acdo inseticida contra uma grande diversidade de insetos-praga que assolam varias
culturas, mas, 0 uso desses microrganismos nao se restringe somente ao qual sao
conhecidos. Uma entre as mais conhecidas espécies do género é Bacillus
thuringiensis (Bt), uma bactéria gram-positiva formadoras de esporos. Além da
notavel acdo de B. thuringiensis como bioinseticida, diversos estudos comprovaram
sua capacidade de controle de fungos fitopatogénicos (Azizoglu, 2019). Sao poucos
0s estudos com Bt relacionados a capacidade como bioestimulador, porém, ja foi
relatado que Bt pode colonizar os tecidos de diversas culturas como soja, arroz,
repolho e algoddo como microrganismo endofito (Praca et al., 2012; Argdlo-Filho;
Loguercio, 2013; Qi et al., 2016; Azizoglu, 2019).

Entretanto, apesar de Bt ndo ser tdo estudado como biofertilizante, outra
espécie do género faz a vez, Bacillus subtilis. B. subtilis € uma entre as bactérias
mais estudadas quando o assunto é microrganismo com potencial de promocao de
crescimento de plantas. A aptiddo de formar esporos resistentes e seus diversos
beneficios as plantas, a torna uma excelente candidata para utilizacdo na

agricultura. Os beneficios sdo promovidos de forma direta e indireta como melhoria
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na disponibilidade de nutrientes, alteracdo na homeostase de hormonio de
crescimento vegetal, biocontrole, reducéo de estresse abiotico e protecdo de plantas
por antibiose (Blake et al., 2021).

Pseudomonas fluorescens sdo um conjunto de bactérias que impactam no
crescimento de plantas, melhora o estado nutricional do solo e nutricdo das plantas.
Prevalecem tanto no solo como nos tecidos vegetais, sendo considerada uma
bactéria endofitica (Gulati et al., 2009; Vyas e Kaur, 2021). A producdo de
sideroforos, atividade de ACC desanimase e solubilizacdo de fosfato inorganico, sao
algumas das capacidades de producao de metabdétitos que podem exibir (Lally et al.,
2017; Vyas e Kaur, 2021). Existem cerca de 586 espécies e 23 subespécies de
bactérias no género Pseudomonas, porém, o numero de trabalhos na literatura
relacionados a triagem de estirpes tolerantes a estresse para o avanco na producao
de inoculantes ainda é pequeno (LPSN, 2023; Sharan et al., 2008; Vyas et al., 2010;
Vyas e Kaur, 2019; Vyas e Kaur, 2021).

Na literatura estdo presentes diversos trabalhos que comprovam a eficiéncia
de P. fluorescens como um agente promotor de crescimento de plantas. Em
Brassica napus, P. fluorescens endofitico promoveu expressivo aumento de
biomassa vegetal comparado com as testemunhas n&o inoculadas (Lally et al.,
2017). Também foi relatado por Vyas e Kaur (2021), aumento consideravel no
crescimento de plantas de milho e ervilha, quando inoculadas com P. fluorescens
Z1B4 em relacdo ao controle ndo inoculado. Sendo assim, RPCPs mesmo que
endofiticas, auxiliam no crescimento vegetal e biocontrole de patdgenos através de
relacdo mutualistica com o hospedeiro (Oteino et al., 2015; Lally et al., 2017; Egan e
Kakouli-Duarte, 2022).

Outro notavel promotor de crescimento de plantas é o Azospirillum, este
microrganismo viabiliza muitos beneficios diretos e indiretos em vegetais quando
aplicado, e sua acdo se estende sobre uma ampla gama de culturas. Essas
bactérias sdo gram-negativas, vibroides e aerdbicas. Atualmente existem 33
espécies descritas, mas, mesmo assim, as espécies Azospirillum brasiliensis e
Azospirillum lipoferum continuam sendo duas das mais estudadas. As duas
espécies em questdo podem ser encontradas em diferentes lugares como

forrageiras, cereais e poaceas (Hartman e Baldani, 2006; Zambrano et al., 2007;
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Reis, Pedraza e Teixeira, 2010; LPSN, 2023). Geralmente sdo encontradas como
endofiticas em plantas, todavia, existem trabalhos que mostram sua ocorréncia em
ambientes com condi¢des maximas de concentracdo de sais ou temperatura (Nosko
et al.,1994; Young et al., 2008; Reis, Pedraza e Teixeira, 2010).

Elias et. al. (2018) constataram em ensaio de plantas de morangueiro com
inoculacao de A. brasiliensis REC3, efeito significativo de promocédo de crescimento
em comparagdo com o controle. Da mesma forma, Zaheer et al. (2022) observaram
significante crescimento de plantas de trigo (Triticum aestivum L.) quando
inoculadas com A. brasilensis RA-17, devido a capacidade da cepa de sintetizacao
de zeatina, horménio vegetal do grupo das citocininas, em relacdo ao controle A.
brasilensis RA-18 ndo produtora. Em suma, indculos comerciais a base de
Azospirillum continuam sendo fabricados e utilizados em milhares de hectares,
sobretudo na América Latina (Fuentes-Ramirez e Caballero-Mellado, 2005; Cassan
e Garcia de Salamone, 2008; Hungria et al., 2010; Helman et al., 2011; Fibach-
Paudi, Burdman e Okon, 2012).

2.6 A bioinformatica aplicada na Agricultura

Watson e Crick (1953) descobriram através de suas pesquisas, que o DNA
consistia de uma dupla fita em formato de hélice. Apds este acontecimento, foi
descoberto mais tarde o curso de todas as informacdes biolégicas contidas em um
organismo, nascendo entdo, o ramo da biologia molecular. Porém, devido aos
avancos tecnoldgicos que eram dados a curtos passos na época, ndo se era
possivel ainda, a andlise a nivel molecular de um coédigo genético (Rocha, 2011;
Watson, 2004).

Atualmente, séo diversas as ferramentas e técnicas existentes para o uso da
bioinformética, onde, grande parte, se concentra em sequénciamentos, arranjos,
integridade e andlise de genomas. A bioinformatica surgiu na década de 80, onde
foram construidos os primeiros equipamentos que permitiam a leitura ou até mesmo
sequénciar um gene. Juntamente com 0 aparecimento desses equipamentos, houve
a necessidade de acompanhamento da evolucdo da bioinformatica, pois, se via
cada vez mais a necessidade de equipamentos de Ultima geragdo com maior
capacidade de armazenamento de dados e também como processa-los mais rapido
gradativamente (Rocha, 2011; Setubal, 2003).
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Mesmo com o atual avango da tecnologia, os pesquisadores necessitam cada
vez mais de novas ferramentas que solucionem problemas especificos. Isso envolve
entdo, a elaboracdo e o uso de ferramentas que consigam expandir e favorecer o
uso de dados biolégicos que possam armazenar, organizar, analisar e visualizar
esses dados. Através da bioinformatica, possuimos uma gama de possibilidades no
gue diz respeito, por exemplo, ao DNA e suas implicagbes, como por exemplo:
extracdo de informacbes de DNA e também de proteinas de um determinado
organismo oOu microrganismo, por meio do sequénciamento automatico de
nucleotideos e aminoéacidos. Portanto, é indispensavel o uso e criagdo de novas
ferramentas e equipamentos neste ambito, pois se tornam indispensaveis para
leituras e andlises no que diz respeito a biologia molecular de organismos ou

microrganismos existentes (Benson, 2011; Id et al., 2019; Rocha, 2011).

Desde sua criacdo, 0 sistema agricola vem passando grandes
transformacdes, nessas mudancas estdo englobados o envolvimento de produtos
guimicos, sementes hibridas e domesticacdo de espécies de plantas para cultivo.
Os recursos naturais como agua e solo sofrem constante tenséo, ainda mais com o
crescente numero da populacdo ano ap6s ano. Sendo assim, é de suma
importancia estudar o ambiente, tal como a qualidade de solo, 4gua e diversidade
de organismos e microrganismos, para o conhecimento do ambiente como um todo
e também, avaliar possiveis impactos, tais como a utilizacdo de insumos quimicos e
biologicos utilizados em plantacdes que escoam para o ambiente (Almaghrabi et al.,
2014; Zerrouk et al., 2019; Chaudhary et al., 2021).

Diversas bactérias sao utilizadas como biofertilizantes para atuar diretamente
no crescimento de plantas, a elas, damos o nome de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas, que atuam fortemente na liberacdo de fitohormonios que
beneficiam diretamente e indiretamente o vegetal (Glick, 2012). A rizosfera dispbe
da maior diversidade microbiana e, por isso, afeta intimamente a relagao entre solo
e planta. A populagdo rizosférica pode influenciar diretamente a absor¢céo de
nutrientes dependendo de sua condi¢cdo, pois, muitos microrganismos secretam
uma diversidade de enzimas extracelulares benéficas ao vegetal, enzimas essas
gue possuem papel fundamental na identificacdo de grau de fertilidade do solo
(Feng et al., 2013; Chaudhary et al., 2021).
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Os métodos de identificagdo e classificacdo tém mudado bastante com o
passar dos anos, ha décadas atras, era possivel somente realizar tal procedimento
por métodos fisicos e quimicos que envolviam meios de cultura e reagentes, porém,
com o advento de técnicas moleculares e sequénciamento de DNA, em particular ao
gene 16s rRNA, um gene considerado um marcador molecular padrdo para
bactérias, todo o cenario mudou, principalmente com a utilizagdo do sequénciador
atual Illumina, preparado para o fornecimento de detalhes de comunidade
microbiana de maneira detalhada, contribuindo com uma visualizacdo ampla de
maior precisédo sobre a comunidade microbiana (Simonin e Richaume, 2015;
Chaudhary et al., 2021).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Este trabalho teve como objetivo realizar a prospecc¢éo de isolados do solo de
cultivo de alho com capacidades conferidas aqueles microrganismos que promovem
0 crescimento de plantas, testando-os nas culturas da soja, milho e alho.
Adicionalmente, a realizacdo do metagenoma dos solos cultivados com cana-de-
acucar e alho para levantar o potencial taxonémico e funcional relacionado as vias
do nitrogénio, fosforo e fitormdnios, descrevendo-os e comparando-0s para analise
ecoldgica de uma regido de monocultura abastecida somente com cana-de-acucar e

de uma regido de rotacdo de culturas, sendo a ultima plantada, alho.
3.2 Objetivos especificos:

e Fazer analise fisico-quimica das amostras do solo;

e Construir o metagenoma do solo de cana-de-acucar e alho afim de identificar
genes funcionais com caracteristicas que envolvam a promocao do
crescimento de plantas e compara-los ecologicamente;

e Montar uma colecéo de isolados do solo proveniente de cultivo de alho para
estoque e utilizacdo nos demais experimentos;

e Caracterizar morfologicamente os isolados quanto as suas atividades
morfoldgicas;

e Caracterizar bioguimicamente os isolados quanto as suas propriedades de
solubilizacdo de fosfato e producéo de acido-indolacético;

e Montar experimento em casa de vegetacdo com soja, milho e alho com os
isolados mais promissores nos testes bioquimicos;

e Avaliar o crescimento da raiz, parte aérea, e massa seca e Umida das plantas
de soja, milho e alho através de analise estatistica;

e Caracterizar molecularmente através do gene 16s rRNA os isolados

utilizados no plantio.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Origem e obtencéo das amostras de solo para analise metagenémica

O trabalho foi realizado utilizando amostras de solo de cana-de-acUcar
coletadas de uma regido agricola da cidade de Bebedouro no Estado de S&o Paulo
— Brasil em quatro pontos distintos, sendo nomeados e coordenados como A377
(20°53’875/48°29'39”0), A378 (20°53'875/48°29’38”0), A379 (20°53'875/48°29’°39”0) e
A380 (20°53'8"5/48°29’39”0). Da mesma forma, as amostras de alho provenientes
de uma regido agricola da cidade de Pitangueiras no Estado de Séo Paulo — Brasil,
também em quatro pontos distintos, sendo continuamente nomeados e coordenados
como A381 (20°59'39°5/48°14°10”0), A382 (20°59'39"5/48°14’11”0), A383
(20°59'3775/48°14’10”0) e A384 (20°59'36"5/48°14'1170). As amostras foram

coletadas de solo agricultavel em uma profundidade de 0-20 cm.

4.2 Analise fisico-quimica do solo

Foram feitas analises fisico-quimicas do solo de cultivo de cana-de-agucar e
alho afim de saber as propriedades das amostras de solo coletadas no solo
agricultavel na regido de Bebedouro e Pitangueiras (SP), respectivamente. As
analises fisicas foram feitas através do Manual de Métodos de Analise de Solo
(Donagema et al., 2011). As analises quimicas de micronutrientes e macronutrientes
foram feitas através dos métodos de Turbidimetria, Espectofotometria,
Potenciometria e Expectometria de Absorgédo Atdmica (Raij et al., 2001).

4.3 Extracao e sequénciamento de DNA total das amostras de solo

O DNA total das amostras de solo foi extraido através do Kit PowerLyzer®
PowerSoil® DNA Isolation, seguindo todas as recomendacdes de protocolo do
fabricante. Apos a extracdo, foi feita a leitura das amostras em Nanodrop 1000
Spectrophotometer (ThermoScientific — Uniscience) e também a visualizacdo da
qualidade das amostras em gel de agarose a 1%. As amostras de DNA de solo
foram encaminhadas cuidadosamente ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
da Universidade de S&ao Paulo, situado na Cidade de Piracicaba, Estado de S&o

Paulo — Brasil, para sequénciamento no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular.

4.4 Pré-processamento dos dados genémicos e Afiliagcdo taxonémica
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Os dados brutos do sequénciamento foram avaliados com relagdo a sua
qualidade utilizando a ferramenta FastQC v.0.11.9. Sequéncias de leitura foram
consideradas como de alta qualidade visto que todas apresentaram phred
superiores a 20. A afiliacdo taxon6mica das amostras foi realizada em modo
paired utilizando o software Kraken2 com a database PlusPF 1/12/2024 (Génomas
de referéncia de Bactérias, Fungos e Protozoarios do RefSeq - NCBI)
(https://benlangmead.github.io/aws-indexes/k2) (Wood et al, 2019). O

processamento e criacdo dos graficos dos resultados de afiliacdo taxonémica foram

feitos no pacote Microeco do R (Liu et al., 2021). A riqueza foi obtida pela contagem
de géneros enquanto a diversidade foi obtida utilizando o indice de Shannon. A
significancia da riqueza e diversidade foi calculada pelo teste de ANOVA com post-
hoc Tukey e considerada como significativa quando o p-valor foi menor que 5%. ra a
beta diversidade, utilizou-se a distancia de bray-curtis com teste estatistico por
PERMANOVA, considerando o resultado significativo quando p < 0.05. Ainda para a
taxonomia, foi obtido um Heatmap com os taxons diferenciais, e plotados com o
pacote pHeatmap do R, com normalizacdo por z-score (Kolde e Kolde, 2015). Os
taxons mais diferentemente significativos em cada tratamento foram plotados em
um grafico de barras utilizando LefSe como teste estatistico para a diferenca entre
os tratamentos. Redes de co-ocorréncia, também conhecidas como networks, em
cada tratamento foram obtidas pelo script em python obtido em

https://github.com/bio-developer/sparcc (Friedman et al., 2012). Um pré filtragem por

abundancia foi obtida na matriz de taxonomia. Nesta etapa, optou-se por manter 0os
taxons cuja soma representa 90% do total de sequéncias do metagenoma. Apés a

criacdo da network, o grafico foi gerado no programa Gephi (Bastian et al., 2009).
4.5 Analise de anotacgéo funcional

A anotacgédo funcional das sequéncias metagenémicas foi realizada utilizando
os softwares DiTing e Superfocus (Xue et al., 2021; Silva et al., 2016). A ferramenta
DiTing utiliza a database do KEGG ortology (Mao et al., 2005) utilizando o método
de assembly com montagem de-novo com o software Megahit (Li et al., 2015), e
anotacao dos genes funcionais com a ferramenta KOfam Koala (Aramaki et al.,
2019). O software Superfocus realiza a anotagdo com o software DIAMOND
(Buchfink et al., 2015) através do banco de dados SEED subsystems (Overbeek et


https://benlangmead.github.io/aws-indexes/k2
https://github.com/bio-developer/sparcc
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al.,, 2014). O perfil funcional foi obtido automaticamente pelo SEED enquanto
funcdes especificas foram previamente selecionadas na literatura de acordo com o
interesse deste estudo. Para a composicdo taxondmica das funcdes especificas
utilizou-se as proteinas anotadas pelo DiTing. Os arquivos de proteina foram
transformados em arquivos de nucleotideos pelo programa EMBOSS backtranseq
(Rice et al., 200) e taxonomicamente anotados pelo programa Kaiju (Menzel et al.,
2016). Apos a taxonomia ser anotada para cada funcéo, foram gerados gréaficos de
abundancia relativa no software R utilizando a ferramenta ggplot2 (Wickham et al.,
2016).

4.6 Recuperacéo de genomas do metagenoma

Embora o perfil funcional tenha sido previamente avaliado, utilizou-se o
método de clusterizacdo de sequéncias para obtencdo de genomas provenientes do
metagenoma (MAGs). Os MAGs fornecem informag6es mais detalhadas e acuradas
para anotacbes funcionais e taxonb6micas. Para isso, foi utilizada a pipeline
COMEBIn para o binning (clusterizacdo) dos contigs (Wang et al., 2024).
Primeiramente, os contigs foram previamente gerados utilizando a co-montagem
(juncédo de amostras de mesmo tratamento) com todas as leituras usando megabhit.
Em seguida, o mapeamento de contigs em relacdo as leituras iniciais foram
realizadas para obter arquivos de cobertura em BAM, usando o0s scripts
gen_cov_file.sh fornecidos pelo COMEBIn. Para esta etapa, o alinhamento dos
contigs contra as leituras foi realizado por bwa v.07.17 (Li et al., 2009a) e samtools
v.1.17 (Li et al.,, 2009b). Apds o calculo da cobertura, foram entdo utilizados os
contigs de co-montagem para obter os contigs de binning com a ferramenta
COMEBIn. Uma desreplicagdo de genomas foi realizada usando o software dRep
v.3.4.2 (OIm et al., 2017). A qualidade dos genomas obtidos foi verificada usando
CheckM v.1.1.2 (Parks et al.,, 2015) e Quast v.5.2.0 (Gurevich et al., 2013).
Genomas foram considerados de boa qualidade quando a completude foi superior a
70% e a redundancia inferior a 5%. Os genomas foram entdo remapeados para
obter sua cobertura e profundidade em relacdo as leituras brutas usando bwa e
samtools. A atribuicdo taxon6mica dos genomas obtidos foi realizada com o
software GTDBtk v.2.3.2 e com a versédo do banco de dados r214 (Chaumeil et al.,

2020). As anotacdes funcionais dos genes foram realizadas com Prokka v.1.14.6
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(Seemann, 2014) e as caracteristicas ecoldgicas foram atribuidas usando microTrait
(Karaoz, Brodie, 2022). Uma arvore filogenética de maxima verossimilhanca foi
construida para avaliar as relacdes evolutivas entre os compartimentos recuperados
usando GToTree v.1.8.4 (Lee, 2019).

4.7 Origem, obtencédo e construcéo de colecéo de isolados bacterianos

O trabalho foi realizado utilizando bactérias que foram isoladas do solo
proveniente de uma regido agricola da cidade de Bebedouro (SP), com cultivo de
alho (Allium sativum). As amostras foram coletadas de solo agricultdvel em uma
profundidade de 0-20 cm. Os isolados bacterianos foram obtidos apoés
homogeneizacéo e diluicdo seriada de 1 g de amostras de solo em solucao salina
[NaCl 0.1% (p/v)], sendo cada tudo de 10 ml, agitados em agitador de tubo digital
por 1 minuto. A diluic&o foi feita de modo que obtivemos as concentracdes 10° e 10°
para cada meio utilizado para o isolamento das bactérias. O isolamento ocorreu
através de 5 meios de cultura diferentes para a construcéo da biblioteca de isolados
bacterianos, a saber. Caldo Triptona de Soja (TSB) [composto por (g/L):
NH2RCOOH (17,0), NaCl (5,0), Digestivo Papaico de Soja (3,0), C6H1206.H20
(2,5), K2HPO4 (2,5)], Agar (15), pH (7,0)]; Bunt e Rovira (1955) ausente de extrato
de solo [composto por (g/L): C6H1206 (5,0), K2HPO4 (0,4), (NH4)2HPO4 (0,5),
MgS04.7H20 (0,1023), MGCL2.6H20 (0,2133), FeCI3.6H20 (0,0170), CaCl2.2H20
(0,1325), Peptona (1,0), Extrato de levedura (1,0), Agar (15,0), pH (7,4)]; Kuster e
Willians (1997) [composto por (g/L): Amido (10,0), Caseina (0,3), KNO3 (2,0), NaCl
(2,0), K2PO4 (2,0), MgS04.7H20 (0,05), CaCO3 (0,02), FeS04.7H20 (0,01), Agar
(15), pH (7,2)]; TY [composto por (g/L): Triptona (6,0), Extrato de Levedura (3,0),
Agar (12,0)]; Agar Nutriente [composto por (g/L): Peptona de carne (5,0), Extrato de
Carne (1,5), Extrato de Levedura (1,5), NaCl (5,0), Agar (15,0), pH (7,4)]. Foi
colocado a fim de evitar contaminagdo, o antifungico Ciclohexamida (1pl/ml) em
todos 0s 5 meios sdlidos a serem preparados. As colénias de cada meio de cultivo
sélido foram coletadas através de palitos de madeira previamente esterilizados e,
entdo, inoculadas em meio de cultivo Caldo Triptona de Soja - TSB [composto por
(g/L): Caseina (17,0), NaCl (5,0), Peptona (3,0), HK204P (2,5), C6H1206.H20
(2,5), pH (7,0)], liquido em tubos de 15 ml por 48h a 27° C, 120 rpm para
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crescimento e, assim, foram colocadas em tubos criogénicos de 2 ml na presenca

de glicerol [40% (v/Vv)], estes foram nomeados e estocados em ultrafreezer a - 80 °C.

4.8 Caracterizacdo morfolégica bacteriana

Os isolados previamente estocados em ultrafreezer — 80°C foram
caracterizados de acordo com a sua morfologia nos seguintes parametros:
coloracdo de GRAM, cor da col6nia, Borda, elevacéo e forma. Todos os parametros
citados, exceto a coloracdo de Gram, foram possiveis de serem analisados através
do cultivo dos isolados em placa sélida de meio de cultivo Caldo Triptona de Soja -
TSB [composto por (g/L): Caseina (17,0), NaCl (5,0), Peptona (3,0), HK204P (2,5),
C6H1206.H20 (2,5), pH (7,0)]. A coloracédo feita foi a de Gram modificada por
Hucker (1921), pois é amplamente utilizada e confere melhor diferenciacdo entre
microrganismos. Neste método, os esfregacos foram preparados e secos em lamina
de microscopia limpa com movimentos de vai e vem alternados. Apos, 0s
esfregacos foram fixados com a utilizacdo de fogo proveniente do bico de Bunsen.
O material foi coberto com o corante cristal violeta, onde foi deixado por 10 minutos
em repouso para impregnacao do corante no esfregaco, o excedente do corante foi
retirado e os esfregados foram cobertos com uma solucéo de lugol, onde foi deixado
agir por mais 5 minutos. Apds, o excesso de lugol foi retirado dos esfregacos com a
ajuda de agua corrente, onde também foi aplicado uma solucdo alcbolica
descorante. O material foi submetido, apds a secagem, a uma aplicacdo da solucdo
corante fucsina de Ziehl, onde foi deixado por 30 segundos e logo apés teve o
excesso retirado. Ainda, o material foi lavado em &gua corrente para retirar o
excedente do corante fucsina de Ziehl. Por fim, os esfregacos foram deixados para
secar e, ao final, foram feitas suas analises para aferir a qual classificacdo de

coloracédo de Gram cada bactéria pertencia.

4.9 Caracterizacdo bioquimica dos isolados

A caracterizacao bioquimica dos isolados foi realizada para avaliacado de dois
importantes parametros comumente encontrados em rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas, sendo eles: producdo de acidoindolacético (AIA) e

solubilizac&o de fosfato.
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4.9.1 Producdao de acidoindolacético (AlA)

Neste método colorimétrico adaptado por Bric et al. (1991) foram utilizados os
seguintes meios e solucodes:

(A) Meio Caldo Triptona de Soja — TSB, diluido 10 vezes [composto por (g/L):
Caseina (17,0), NacCl (5,0), Peptona (3,0), HK204P (2,5), C6H1206.H20 (2,5), pH
(7,0)], acrescido de 15 g de agar por L de H,O destilada (1/10 TSB);

(B) Solucdo de Salkowski: foi diluido 1 ml de solucdo de FeClz;gH,O 0.5
molar, em 50 ml de HCIO,4 a 35%;

(B1) Solucéo de FeCl;gH,0 0.5 molar: foi dissolvido em um baldo volumétrico
de 1 L, 135 g de FeCl3¢H,O em um pouco de agua, posteriormente, foi agitado
manualmente e completado até o volume de 1 L de agua.

Para o procedimento, as bactérias foram transferidas para placas contendo
1/10 de meio TSB enriquecido com 5 mM de Triptofano (1021 g por L). O triptofano
€ precursor do acidoindolacético. Cada placa foi dividida em 4 partes, onde, foram
utilizados 4 isolados por placa. Apés serem aplicados nas placas, os isolados foram
cobertos com membranas de nitrocelulose e incubados a 28°C por 24 h. Passado
esse tempo, as membranas foram passadas para outra placa com a solucdo de
Salkowski, onde foi, possivel ou ndo, a visualizacdo de halo avermelhado
caracteristico quando ha producédo de acidoindolacético por bactérias, apds periodo

de incubacéao variavel entre 30 min a 2 h. Os testes foram feitos em duplicata.

4.9.2 Solubilizacéo de fosfato

Os isolados triados foram cultivados a 28°C por 24 h em meio Caldo Triptona
de Soja — TSB [composto por (g/L): Caseina (17,0), NaCl (5,0), Peptona (3,0),
HK204P (2,5), C6H1206.H20 (2,5), pH (7,0)]. Ap6s serem cultivados por 24h, os
isolados foram passados para placa soélida contendo o meio NBRIP adaptado por
Nautiyal (1999), a saber [glicose, 10 g; Caz(POy). 5 g; MgCl,.6H,0 5 g; MgSO4.7H,0
0,25 g; KCI, 0,2 g e (NH4) 2S04 0,1 g; pH 7,0] com o auxilio de palitos de madeira
esterilizados previamente, para atestar a capacidade de solubilizacdo de fosfato.
Cada placa solida contendo o meio NBRIP foi dividida em 4 partes, sendo assim,
possivel a avaliacao de 4 isolados por placa. Os testes foram feitos em duplicata. As
analises de solubilizacdo de P foram realizadas posteriormente segundo Inui et al.
(2012).
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4.10 Ensaio com plantas: influéncia dos microrganismos no crescimento de

soja, milho e alho

As sementes da Soja (Glycine max), e milho (Zea mays), foram
fornecidas pela Coopercitrus, Cooperativa de Produtores Rurais de Bebedouro. O
plantio foi realizado em tubetes de 290 cm?®, contendo como substrato vermiculita
autoclavada a 120 °C por 30 minutos.

O delineamento experimental foi tragado tendo 4 repeticdes para cada um
dos 5 isolados mais promissores na triagem morfolégica e bioquimica feita
anteriormente, além de um controle negativo realizado com H,O e um controle
positivo realizado com a bactéria Burkholderia cepacia.

As sementes de ambas as culturas e também os bulbilhos de alho foram
previamente desinfetados com éalcool a 70% e hipoclorito de sédio a 4%, seguidos
de trés lavagens em H,Od antes da semeadura (Vicent, 1970). Foram utilizadas 4
sementes para cada tubete no momento do plantio.

ApOs a germinacgdo, o desbaste foi realizado deixando somente uma muda
por tubete. Nesta fase, foi inoculada uma suspensédo de meio Caldo Triptona de
Soja — TSB contendo 10°UFC/ml em cada base de planta, de cada um dos 5
microrganismos, além, € claro, dos controles positivo e negativo, em todas as
devidas repeticbes. A contagem de células foi realizada utilizando o método de
diluic&o seriada.

A irrigacdo foi realizada diariamente com 50 ml de H,Od por tubete. As
plantas de soja e milho receberam, nos 1°, 7°, 14°, 21° dias, 10 ml de solucédo de
Hoagland e Arnon (1950) cada, ja as plantas de alho receberam nos seus 1°, 7°, 14°
dias, também 10 ml da mesma solucdo cada. Apos 28 dias de semeadura foi
realizada a coleta das amostras de soja e milho e, apds 21 dias, foi realizada a
coleta de amostras de alho.

Os dados provenientes dos ensaios de plantacdo foram analisados atraves
do pacote ExpDes.pt, versao do software R 4.2.2. Sendo assim, foi possivel realizar
a comparacao dos tratamentos dos isolados e seus respectivos controles por meio

do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.11 Extracado de DNA genbmico
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O protocolo utilizado foi baseado nos métodos descritos por Marmur
(1961), com adaptacdes. Células foram lizadas na presenca de lisozima (20 mg/ml)
e RNAse (50 pg/ml) com dodecil sulfato de sodio (SDS) 25% (p/v) e acetato de
sédio 3 M pH 5,2. A extragdo organica foi realizada com 650 pL de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) (v/v). Os tubos foram centrifugados em centrifuga Eppendorf
5804r a 20817xg, na temperatura de 4°C por 15 min. O DNA foi precipitado com
dois volumes de etanol absoluto gelado. O sedimento foi lavado com 1,0 ml de
etanol 70% gelado. O DNA foi quantificado em Nanodrop 1000 Spectrophotometer
(ThermoScientific — Uniscience) e avaliado quanto a integridade por eletroforese em

gel de agarose 0,8% (p/v) contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml).

4.12 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacdo do gene 16s
rRNA dos isolados selecionados

Os DNAs gendmicos extraidos dos isolados tiveram os genes 16S rRNA
amplificados por Reacdo em Cadeia da Polimerase - (PCR), para a identificagédo do
género a que pertenciam. Foram aplicados os oligonucleotideos iniciadores
(primers) universais fD1 e rD1 (WEISBURG et al.,, 1989), segundo a seguinte
reacdo: 40,0 ng DNA molde; 7,5 pmol de cada primer universal; 1,75 mM MgCI2; 0,2
mM de Desoxirribonucleotideos Trifosfatos (dNTPs); 2,0 ul de Tampéao 10X; 1U da
enzima Tag DNA Polimerase (Invitrogen); em um volume final de 20 pL. O programa
de amplificacdo foi: 94°C/5 min; 35 ciclos a 94°C/30 s, 56°C/40 s, 72°C/90 s; 72°C/7
min, realizados em um termociclador PTC-100™ Programmable Thermal Controller
(MJ Research, Inc.). O tamanho e pureza dos amplicons gerados foram verificados
por eletroforese [Agarose 1,5 % (p/v)] e o DNA também foi quantificado em
Nanodrop 1000 Spectrophotometer (ThermoScientific — Uniscience)

4.13 Purificacéo, sequénciamento e analise de dados dos genes 16s rRNA

Apos PCR para amplificacdo, o material foi purificado com o kit Purelink
Quick Gel Extraction e PCR Purification da marca Invitrogen, como mandam as
especificacdes do protocolo. Em seguida, o produto de purificagdo foi mandado para
sequénciamento no CREBIO (Centro de Recursos Biolégicos e Biologia Gendmica),
seguindo o protocolo desenvolvido por Mena et al. (2006). O processo tornou
possivel o sequénciamento de até 679 pares de bases apés o tratamento dos dados

obtidos da sequéncia. Posteriormente, foi realizada a comparacao por similaridade



26

com sequéncias disponiveis no GenBank do NCBI (National Center for
Biotechnology information) usando a ferramenta BLAST N, com o objetivo de
verificar a similaridade dos sequénciamentos dos isolados com os dados ja

disponiveis no banco de dados até o presente ano.

5. RESULTADOS

5.1 Andlise fisico-quimica do solo

A analise fisica das amostras solo demonstrou que as amostras de solo de
alho apresentam maior porcentagem de argila comparadas as amostras de cana-de-
acucar, com as amostras G1 e G2 chegando a quase o dobro de porcentagem. O
mesmo acontece com a quantidade de silte presente nas amostras, onde é
demonstrado na tabela que as amostras de alho também apresentam maior
propor¢cdo que as amostras de cana-de-agucar. Por outro lado, a porcentagem total
de areia € maior em todas as amostras de solo de cana-de-acUcar, onde chega a
ser mais do que dobrada em todas as amostras em relacdo ao solo de alho. Em
relacdo a granulometria, as amostras de cana-de-agUcar possuem maior
porcentagem tanto em areia grossa quanto em areia fina, quando comparadas com
as amostras de alho (Tabelal) Os outros padrdes fisicos de andlise ndo foram

anotados.

Tabela 1: Analise fisica das amostras de solo de alho e cana-de-acucar,
respectivamente.

SAND FRACTION

Flocculation | Dispersion
: SILT TOTAL Clay dispersed in water degree degree
Grid CLAY SAND VTS cs S FS VFS

G1 58 15 27 21

G2 58 18 24 19

G3 53 20 27 21

o o v o

G4 56 21 24 18
S1 30 0 69 o 27 - 43

S2 30 1 69 o 23 - 46

S3 30 1 69 o 26 - 43

S4 30 2 68 25 - 43

Obs: (CS: corresponde a % de areia grossa em cada amostra); (FS: Corresponde a
% de areia fina em cada amostra).

As amostras A (A1, A2, A3 e A4) apresentam valores mais elevados de
pH, variando de 5,9 a 6,5, enquanto as amostras C (C1, C2, C3 e C4) tém pH mais
acido ainda, entre 5 e 5,2. Um pH mais alto indica menor acidez do solo, porém,
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como constatado, aqui as amostras para ambas as culturas sao consideradas
acidas. A matéria organica (M.O.) € maior nas amostras A, com valores entre 24 e
28 g/dm™, em comparacdo com as amostras C, que variam de 16 a 19 g dm™. A
matéria organica € um indicador importante da qualidade do solo, pois atua como
fonte de nutrientes e melhora a estrutura do solo. Os teores de fésforo (P) sdo mais
elevados nas amostras A, chegando a 111 mg dm™ na A3, enquanto nas amostras
C os valores ficam entre 10 e 17 mg dm-3. O fosforo € um nutriente primordial para
o desenvolvimento das plantas. As bases trocaveis, como calcio (Ca), magnésio
(Mg) e potéssio (K), apresentam concentragfes mais altas nas amostras A. A soma
de bases varia de 50.5 a 71,7 mmolc dm™ nas amostras A, enquanto nas amostras
C fica entre 23,5 e 27,4 mmolc dm-3. Essas bases sdo importantes para a nutricao
vegetal, pois solos com maior quantidade de bases sdo considerados mais
produtivos. A saturacdo por bases (V%) é maior nas amostras A, entre 76 e 83%,
em comparagdo com as amostras C, que variam de 50% a 53%. A saturacao por
bases indica a proporcdo de cargas negativas do solo ocupadas por cations
basicos. O aluminio trocavel (Al) ndo foi detectado em nenhuma das amostras. O
aluminio em excesso pode ser toxico para as plantas. Por Gtimo e ndo menos
importante, a capacidade de troca cati6nica (CTC) também seguiu os padrbes
anteriores, sendo maior nas amostras A, com numeros entre 72,5 a 87,1 mmolc dm-
3, enquanto que as amostras C permearam entre 47,4 a 51,8 mmolc dm-3. A
capacidade de troca catibnica € de suma importancia, uma vez que solos com alta
CTC tém maior capacidade de retencao e disponibilizam céations importantes para o
crescimento das plantas, ajudando em sua nutricdo, fortalecimento e crescimento.
Portanto, as amostras A apresentam melhores caracteristicas quimicas para a
fertilidade do solo, como pH, matéria organica, fésforo, bases trocaveis e saturacao
por bases, aléem da capacidade de troca catibnica, em comparacdo com as

amostras C (Tabela 2).
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Tabela 2: Andlise quimica de solo de macronutrientes presentes em amostras de
alho e cana-de-acucar, respectivamente.

H+AI Bases Sum Sat. Sat.
CEC

pH M.O P S Ca Mg Na K Al SMP S.B. Bases Al

Grid CaCl, gdm-" [ - mg dm™----- [ e ---mmol, dm” V% m%
G1 6,0 25 79 4 37 8 ns 53 0 22 50,5 72,5 70 0
G2 59 28 103 6 47 9 ns 6,7 0 20 62,8 82,7 76 0
G3 6,5 24 111 4 49 11 ns 4,1 0 13 63,7 77,1 83 0
G4 6,4 27 108 4 55 13 ns 4,1 0 15 71,7 87,1 82 0
S1 52 19 17 7 19 7 ns 17 0 24 27,4 51,8 53 0
S2 52 17 11 6 17 7 ns 1,4 0 23 24,7 47,9 52 0
S3 5,0 16 10 7 16 6 ns 1,4 0 24 23,5 47,4 50 0
S4 51 16 11 8 17 7 ns 17 0 24 25,9 49,8 52 0

Obs: (CTC: Capacidade de Troca Catidnica).

Ainda sobre as propriedades quimicas da fertiidade do solo, os
micronutrientes seguiram os resultados anteriores e foram melhores em geral no
grupo de amostras A que correspondem ao Alho, em detrimento do grupo de
amostras C que dizem respeito a cana-de-acucar. As amostras A apresentaram
teores de boro variando de 0,25 a 0,45 mg/dm3, enquanto as amostras C possuem
valores entre 0,27 a 0,36 mg/dm3. O cobre também apresentou valores que
variaram entre 1,8 a 2,4 mg/dm3 de cobre, enquanto as amostras C apresentam
valores de 0,1 a 0,2 mg/dm3. Os teores de ferro variam de 5 a 13 mg/dm3 nas
amostras A e de 14 a 21 mg/dm3® nas amostras C, aqui, as amostras C
apresentaram, em média, maiores concentracées de ferro em comparacdo as
amostras A. No que diz respeito ao manganés, amostras A continham de 3,6 a 9,0
mg/dm?3 de manganés, enquanto as amostras C possuem valores entre 0,9 a 1,1
mg/dm3. Por fim, os niveis de zinco variaram de 0,9 a 1,5 mg/dm3 nas amostras A e
de 0,5 a 0,6 mg/dm3 nas amostras C. Sendo assim, as amostras A apresentaram
teores significativamente mais elevados de boro, cobre, manganés e zinco em
relacdo as amostras C. Por outro lado, as amostras C continham maiores

concentracOes de ferro (Tabela 3).

Tabela 3: Analise quimica de solo de micronutrientes presentes em amostras de
alho e cana-de-acUcar, respectivamente.

Boron ‘ Copper ‘ Iron ’ Manganese ’ Zinc

Grid LA O e [ I —
G1 0,35 18 6 6,3 09
G2 045 24 6 9,0 10
G3 0,38 2,0 13 4,0 12
G4 0,25 18 5 36 15
S1 0,36 0,2 21 11 05
S2 035 0,2 14 09 0,6
S3 0,33 01 14 0,9 0,5
sS4 0,27 0,1 14 09 05
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5.2 Afiliagdo taxonOmica e diversidade das amostras de solo de cana-de-
aclcar e alho

A composicdo taxondémica dos solos de cultivo de cana-de-acucar e alho
apresentaram poucas diferencas em nivel de filo, sendo os filos Actinobacteria e
Proteobacteria os mais representativos (Fig. 1A). No solo de cana-de-agucar, o filo
Actinobacteria apresentou um valor de 41.44% e Proteobacteria 33.73%, enquanto
no solo de alho, os mesmos grupos apresentaram 39.54% e 35.95%
respectivamente. Entre os demais filos, menos representativos, Planctomycetota,
Firmicutes, Bacteroidota, Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Euryarchaeota,
Deinococcus-Thermus, Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Chloroflexi somam 7.01%
nos solos de cana-de-acucar e 6.73% nos solos de alho. Com rela¢do a abundancia
relativa em nivel de género, a distribuicdo entre solos de cana-de-acucar e alho
apresentaram poucas diferengas entre os top 12 géneros (Fig. 1B). Os géneros
mais abundantes foram  Streptomyces, Bradyrhizobium, Nocardioides,
Sphingomonas, Pseudomonas, Mycobacterium, Mycolicibacterium, Conexibacter,
Micromonospora, Amycolatopsis, Arthrobacter e Microbacterium, respectivamente.
Os géneros Streptomyces, Bradyrhizobium e Nocardioides representam mais de
50% dos géneros identificados. Na cultura de cana-de-acgUcar, a abundancia relativa
destes é de 31,73% para Streptomyces, 16,40% para Bradyrhizobium e 7,85% para
Nocardioides. J& nos solos cultivados com alho, as propor¢cées sédo de 29,25%,
14,56% e 13,49% para 0s mesmos géneros, respectivamente.

Com relacdo a riqueza e a diversidade microbiana, observou-se que o solo
utilizado no cultivo de cana-de-acUcar apresentou menores valores desses
indicadores, em contraste com o solo de cultivo de alho, que exibiu valores mais
elevados tanto de riqueza quanto de diversidade (Fig. 1C-D). A anélise da estrutura
da composicao microbiana revelou diferencas significativas e expressivas entre 0s
solos de cana-de-agucar e alho, indicando que 0s grupos microbianos presentes
nesses ambientes sdo bastante distintos (Fig. 1E). Além disso, foi notado que o solo
de cultivo de alho apresenta maior variabilidade entre as amostras em comparacao
com os solos de cultivo de cana-de-agucar, que demonstram uma composi¢ao mais

uniforme.
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Figura 1: Afiliacdo taxondmica comparativa e indices de diversidade envolvendo as
amostras agricultaveis de solo de cana-de-acUcar e alho, respectivamente. Grafico
de barras empilhadas representando a abundancia relativa dos filos presentes nos
dois tratamentos (A); Grafico de barras empilhadas representando a abundéancia
relativa dos principais géneros presentes nos dois tratamentos (B); Rigueza e
diversidade Shannon dos dois tratamentos (C-D); Estrutura da comunidade
microbiana por Andlise de Coordenadas Principais por distancia de Bray-Curtis (E).

Embora a abundancia relativa em nivel de filo e género tenha sido
aparentemente semelhante, uma analise de abundancia diferencial revelou que os
solos cultivaveis de alho e cana-de-agUcar apresentam bastante géneros distintos
entre eles (Fig. 2A). Os solos de cultivo de cana-de-acucar apresentaram 579
taxons diferenciais, ou seja, estatisticamente diferentes dos solos de cultivo de alho.
Ja o solo de cultivo de alho apresentou 299 taxons diferenciais. Os organismos
estatisticamente diferenciais mais abundantes no solo de cana-de-acucar foram
Streptomyces, Bradyrhizobium, Mycobacterium, Micromonospora, Amycolatopsis,
Actinoplanes, Actinomadura, Mycolicibacterium, Dactylosporangium, Nonomuraea e

Pseudonocardia (Fig. 2B). Por outro lado, com relacdo aos taxons diferenciais no
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solo de cultivo de alho, os géneros Nocardioides, Variovorax, Arthrobacter,
Luteitalea, Conexibacter, Ramlibacter, Acidovorax, Sphingomonas, Capillimicrobium,
Hydrogenophaga, Polaromonas, Paraconexibacter e Baekduia foram mais
abundantes. A andlise de redes de co-ocorréncia revelou diferencas significativas na
complexidade das comunidades microbianas entre os solos utilizados para o cultivo
de cana-de-acucar e alho. Os solos de cana-de-agUcar apresentaram uma estrutura
mais simples com 316 nos (representando diferentes taxons) e 727 arestas
(indicando relacdes entre eles), conforme ilustrado na Figura 2C. Nesse ambiente,
cada organismo interage, em média, com 4.6 outros tdxons, com 62.31% dessas
interacdes sendo positivas. Em contraste, os solos de cultivo de alho mostraram
uma complexidade muito maior, com 687 nds e 19,666 arestas. Isso indica que cada
organismo nesse solo interage em média com 57.252 outros tdxons, com 59.03%
das interacdes sendo positivas. Esses resultados destacam uma diversidade e uma
interconectividade substancialmente maiores na comunidade microbiana dos solos

de alho em comparacao com os solos de cana-de-acgUcar.
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Figura 2. Analise de abundancia diferencial entre os solos de cultivo de cana-de-
acucar e alho. Mapa de calor (Heatmap) abrangendo os géneros diferencialmente
abundantes nos dois tratamentos (A); Gréfico de barras abrangendo a abundancia
diferencial dos grupos mais abundantes entre os dois tratamentos (B); Redes de co-
ocorréncia entre os solos dos dois tratamentos (C).

5.3 Anotacéo funcional de genes envolvidos na promoc¢édo do crescimento de

plantas

O perfil funcional das amostras de solo indicam que func¢des associadas com
o “Carboidratos”, “Aminoacidos e derivados”, “Metabolismo do fésforo”,
“Subsistemas baseados em cluster’, “Membranas de transporte” e “Cofatores,
Vitaminas, Grupos Protéticos, Pigmentos”, e “Metabolismo de proteinas”
representaram cerca de 68.70% das sequéncias do metagenoma. Genes

associados ao metabolismo de "Carboidratos”, apresentaram uma presenca similar
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entre os dois solos, com 7.56% no solo de cana-de-acUcar e 7.90% no solo de alho.
Entretanto, a categoria "Aminoacidos e derivados" mostrou uma variagdo maior,
representando 4.44% no solo de cana-de-acucar e aumentando para 8.41% no solo
de alho. A categoria "Metabolismo do fosforo" apresentou a maior discrepancia,
sendo quase inexpressiva no solo de cana-de-agucar com apenas 0.38%, enquanto
no solo de alho atingiu 7.45%. Além disso, os "Subsistemas baseados em cluster"
também tiveram uma maior representatividade no solo de alho, com 4.70%,
comparado a 2.57% no solo de cana-de-acUcar. Outras categorias como
"Transporte através de membranas" e "Cofatores, Vitaminas, Grupos Protéticos,
Pigmentos" mostraram pequenas variagcdes entre os dois tipos de solo, com
respectivamente 2.47% e 3.51% para o primeiro e 2.55% e 3.35% para o segundo
no solo de cana-de-acucar e alho. Por fim, a abundancia de genes ligados ao
"Metabolismo de proteinas" foi maior no solo de cana-de-acucar, com 3.35%, em
comparacao a 2.50% no solo de alho.

Por outro lado, funcbes especificas analisadas de acordo com a literatura e
interesse deste estudo, apresentaram abundancia de genes como 6-
phosphogluconate dehydrogenase (PGD), gnd, gntZ, envolvida na via da pentose
fosfato; ppkl, onde sua funcédo € codificar a enzima polifosfato quinase 1, que
converte polifosfatos em trifosfato de adenosina (ATP); aromatic-L-amino-acid/L-
tryptophan decarboxylase (TDC), que desempenha um papel crucial na biossintese
de triptofano e outros compostos aromaticos; (iscU, nifU), associado a fixacdo de
nitrogénio e & montagem de complexos de ferro-enxofre; (gnl, RGN) estd associado
a hidrolise da gluconolactona; O gene phoD que codifica a enzima fosfatase alcalina
D (PhoD), responsavel pela hidrolise de fosfatos organicos em solos e aguas e por
fim, 0 gene ppx que codifica a enzima exopolifosfatase, envolvida na degradacéo de
polifosfatos, para a liberagcéo de fosfato inorganico. Outros genes de interesse foram
encontrados ainda que em menor abundancia, mas ainda assim com certa
expressao, como demonstrado na figura 3B.

Foram ainda, anotadas individualmente a taxonomia de funcdo de quatro
genes importantes para a promocdao do crescimento de plantas,
respectivamente: nifU, um dos sub-genes associado a fixagdo de nitrogénio em
bactérias, como dito anteriormente; o gene ppk que codifica a enzima polifosfato

guinase, envolvido na sintese e degradacao de fosfatos; o gene acdsS, relacionado a
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enzima "l-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase” (ACC deaminase),
encarregada de regular o nivel de etileno nas plantas e, por fim, o gene TDC que,
associado a enzima de mesmo nome, colabora para a sintese de triptofano,
aminoacido essencial para o crescimento de plantas. Relacionado a distribuicdo
taxonémica de funcgdes, € possivel notar que tanto o gene NifU quanto ppk apontam
como os mais bem distribuidos taxonomicamente (15 géneros), seguidos pelo gene
TDC (6 géneros) e acdS (4 generos).

A) 7 Sere Functions Abuaanee. B) 2 Score Funclions Abundance
[ = “mm o | mmm— (Mean)
2 [ 2 [ RER 2 [] 2 @ =
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Figura 3. Perfil funcional dos solos de cultivo de cana-de-agucar e alho. Heatmap da
abundancia das fungbes em nivel 1 do banco de dados SEED subsystems (A);
Heatmap da abundancia de fun¢des especificas em nivel de genes de acordo com o
interesse do estudo (B); Taxonomia associada a func¢des de interesse associadas a
este estudo (C).

5.4 Genomas recuperados de metagenomas e perfil funcional
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Neste estudo, foram obtidos 27 genomas montados de metagenomas
(MAG’s) com alta qualidade (figura 4). Os filos predominantes entre esses MAGs
foram Actinomycetota (9 MAGSs), Pseudomonadota (4 MAGs) e Gemmatimonadota
(4 MAGs). Notavelmente, identificaram se quatro representantes do filo
Thermoproteota, que pertence ao dominio Archaea. A anotagdo funcional do gene
realizada com o pacote microtrait revelou diversas guildas ecologicas dentro das
MAGs (figura 5). As caracteristicas predominantes incluiram despolimerizacédo de
carboidratos complexos, transporte de ions, tolerancia geral ao estresse, tolerancia
a altas temperaturas e transporte de carboidratos. Certos MAGs, como aqueles
pertencentes aos géneros Chersky-822  (Actinomycetota), Gpl-AAl145
(Acidobacteriota), Gaiellaceae (Actinomycetota) e Marmoricola (Actinomycetota),
foram particularmente enriquecidos em genes para despolimerizacdo de
carboidratos complexos. Uma andlise de caracteristicas mais detalhadas revelou
caracteristicas funcionais intrigantes entre os MAGs (Figura 6).

A anotacdo de caracteristicas ecolégicas sugeriu uma diversidade nas
estratégias metabdlicas, com um numero significativo de MAGs exibindo
metabolismo aerdbico, enquanto outros estavam associados a fermentacdo e
processos anaeroébios, indicando a presenca de microambientes andxicos (Figura
6). Descobriu-se que os MAGs Archaeal da Thermoproteota possuem genes para a
oxidacdo aerdbica de amobnia e oxidacdo de sulfeto. Genes para oxidacdo e
desnitrificagcdo de nitrato em nitrito foram identificados em Dormibacterota e
Actinomycetota (bin29 e bin7). Ambas as caracteristicas de fotossintese
anoxigénica e oxigénica foram observadas em um representante de
Pseudomonadota (Polaromonas_binl16). Genes de fosfatase alcalina (phoD) foram
detectados em MAGs em varios filos, incluindo Chloroflexota, Thermoproteota,
Pseudomonadota e Actinomycetota (caixas 17, 19, 22, 23, 26, 3, 30). Além disso,
caracteristicas ligadas a tolerancia ao estresse — como alta temperatura,
dessecacdo, pH e resisténcia ao estresse oxidativo — foram predominantes em
muitos MAGs (figura 7). Esta analise abrangente destaca os papéis potenciais dos
MAGSs nos seus respetivos ecossistemas e nas suas estratégias de adaptacdo as

tensdes ambientais.



—~{

g_TA-21_bin21@

36

g_JAFAQBO1_bin19 @
I— g_JAFAQBO1_bin7 @
L g_JAFAQBO1_bin26 @
—_— g_Gp1-AA145_hin25 @
g_JACDDX01_bin15 @
— ‘L g_JACDDXO0_bin4 @
L g_JACDDX01_bin18 @
,7 g_Nitrospira-C_bin1 @
g_B0G-931_bin30 @
Taxonomy L —[ g.VAZQO1_bin23 @
::Iedr:::::t:::a | { g_Ramlibacter_bin22 @
Il Gemmatimonadota g_Polaromonas_bin16 @
= ::;:Ii::mdota —[ g_CF-118_bin29 @
B Domibacteroa [ g_40CM-4-65-16_bin28 @
- i:::::;f::‘a L g_JACDAVO1 bin13 @
f_QHBOO01_bin2 @
Treatment LL g_3-1-20CM-2-70-9_bin17 @
@ sugarcane — f_Solirubrobacteraceae_hin12 .
@ Garic L £ f_Gaiellaceae_bin6 @
‘ g_13-2-20CM-68-14_bin14 @

bootstrap
0.95
0.96
0.98 |
0.99
1

Tree scale: 1

——  g_JACDBDO1_hin32 @
|b——  g_JAINBAOD1_bin20 @

g_Chersky-822_hin24 .
| g_Marmoricola_bin10 .

L\: g_JAFAWLO1 bin31 @

g_Pedococcus_bin3 .

Figura 4: Arvore filogenética baseada na analise de maxima verossimilhanca de
genomas montados a partir de metagenomas (MAGs). O tamanho dos circulos
azuis indica os niveis de confianca do bootstrap, enquanto as cores das caixas

denotam diferentes filos.
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Figura 6: Heatmap detalhada de caracteristicas funcionais microbianas em genomas
montados a partir de metagenomas (MAGs). Esta Heatmap fornece uma visao
aprofundada das funcdes associadas a tolerancia ao estresse. identificadas nos
MAGs, com base em uma andlise mais granular usando o pacote microtrait. Cada
coluna representa um MAG Unico, enquanto as linhas correspondem a fungdes
microbianas distintas, mostrando a diversidade e especificidade da distribuicdo das
caracteristicas.
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Figura 7: Heatmap detalhada de caracteristicas funcionais microbianas em genomas
montados a partir de metagenomas (MAGs). Esta Heatmap fornece uma visao
aprofundada das funcdes associadas a aquisicdo de nutrientes identificadas nos
MAGs, com base em uma andlise mais granular usando o pacote microtrait. Cada
coluna representa um MAG Unico, enquanto as linhas correspondem a funcfes
microbianas distintas, mostrando a diversidade e especificidade da distribuicdo das
caracteristicas.

5.5 Caracterizagdo morfolégica dos isolados da biblioteca de isolados
construida

Cinco tabelas foram criadas como resultado da caracterizacdo morfolégica de
isolados bacterianos em cinco meios de cultivo diferentes. A quantidade de
bactérias que tiveram suas caracteristicas morfologicas feitas, diferiram-se de
acordo com o meio de cultivo utilizado. Foram caracterizados 30 isolados através do
meio TY (TRYPTONE YEAST), 39 atraveés do meio KW (KUSTER E WILLIANS), 40
através do meio TSB (TRYPTICASE SOY BROTH), 28 através do meio BR (BUNT
E ROVIRA) e 40 através do meio AN (AGAR NUTRIENTE). Os isolados bacterianos
foram isolados em diferentes meios de cultura a fim de conseguirmos uma maior
variabilidade de espécies bacterianas, tendo em vista que cada meio se difere em
composicdo de reagentes, podendo favorecer ou nao o crescimento de espécies
diferentes.

Tratando-se das caracteristicas morfologicas, as colonias isoladas no meio
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TY apresentaram sua maioria sendo Gram-positivas, quase todas as colbnias
apresentaram coloracéo branca, e todas apresentaram a borda suave. Tratando-se
de bordas, a maioria foram consideradas elevadas e de formato circular. Para os
isoladas no meio KW, a maioria também foram considerados Gram-positivos, com
todos os isolados possuindo a coloragdo branca, a maioria borda suave, elevacao
plana e forma circular. J& para os isolados do meio de cultivo TSB, ocorreu de
maneira diferente, onde, a maioria das bactérias presentes foram consideradas
Gram-negativas. A coloracdo continuou branca, com predominancia da borda
suave, elevacdo elevada e forma circular. No meio BR todos os isolados foram
considerados Gram-negativos. Mais uma vez, todas as colonias brancas, com
predominancia da borda suave, elevacao elevada e forma circular. Por fim, o meio
AN apresentou em sua maioria isolados Gram-positivos, todos em coloracéo
branca, borda em sua maioria suave, elevacao plana e forma circular (Tabelas 4, 5,
6, 7 e 8).



Tabela 4: Morfologia de bactérias isoladas do meio Tryptone yeast (TY).
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Isolado

LGA-GA-TYO1
LGA-GA-TY02
LGA-GA-TYO03
LGA-GA-TY04
LGA-GA-TYO05
LGA-GA-TYO06
LGA-GA-TYO7
LGA-GA-TY08
LGA-GA-TY09
LGA-GA-TY10
LGA-GA-TY11
LGA-GA-TY13
LGA-GA-TY14
LGA-GA-TY15
LGA-GA-TY16
LGA-GA-TY17
LGA-GA-TY18
LGA-GA-TY19
LGA-GA-TY20
LGA-GA-TY21
LGA-GA-TY22
LGA-GA-TY23
LGA-GA-TY24
LGA-GA-TY25
LGA-GA-TY27
LGA-GA-TY28
LGA-GA-TY29
LGA-GA-TY30

GRAM

Cor da colbnia

Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Vermelho
Amarela
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Amarelo
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca
Branca

Branca

Borda

Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave
Suave

Suave

Elevacdo

Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Elevada
Plana
Elevada
Plana
Plana
Convexa
Plana
Elevada
Plana
Plana
Plana
Convexa
Elevada
Convexa
Convexa
Convexa
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana
Plana

Plana

Forma

Puntiforme
Puntiforme
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Rugosa
Circular
Circular
Puntiforme
Circular
Circular
Circular
Fusiforme
Circular
Circular

Circular

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratério onde foram realizadas
analises.

as



Tabela 5: Morfologia de bactérias isoladas do meio Kuster e Willians (KW).

Isolado GRAM Cor da col6nia Borda Elevacdo Forma
LGA-GA- Kwo01 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW02 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW04 G- Branca Suave Convexa Puntiforme
LGA-GA-KWO05 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW07 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KWO08 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KWO09 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW11 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW12 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW15 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW16 G+ Branca Suave Convexa Puntiforme
LGA-GA-KW17 G+ Branca Suave Convexa Circular
LGA-GA-KW18 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW20 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW21 G- Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-KW23 G+ Branca Suave Convexa Puntiforme
LGA-GA-KW24 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW26 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW28 G+ Branca Suave Convexa Puntiforme
LGA-GA-KW29 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW30 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW31 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW32 G+ Branca Ondulada Plana Circular
LGA-GA-KW34 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW35 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-KW36 G+ Branca Ondulada Plana Irregular
LGA-GA-KW39 G+ Branca Ondulada Plana Circular

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratério onde foram realizadas
analises.
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Tabela 6: Morfologia de bactérias isoladas do meio Trypticase Soy Broth (TSB).

Isolado GRAM Cor da colénia Borda Elevacdo Forma
LGA-GA- TSBO1 G- Branca Suave Convexa Circular
LGA-GA-TSB02 G- Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-TSB03 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-TSB04 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB05 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB06 G- Branca Ondulada Plana Puntiforme
LGA-GA-TSB07 G- Branca Ondulada Elevada Puntiforme
LGA-GA-TSB08 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB09 G- Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-TSB10 G- Branca Ondulada Elevada Circular
LGA-GA-TSB11 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB12 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB14 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-TSB15 G- Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-TSB16 G+ Branca Suave Convexa Circular
LGA-GA-TSB17 G- Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-TSB18 G+ Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB19 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB20 G- Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-TSB21 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB22 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB23 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB24 G- Branca Suave Elevada Puntiforme
LGA-GA-TSB25 G+ Branca Suave Convexa Circular
LGA-GA-TSB26 G- Branca Suave Elevada Puntiforme
LGA-GA-TSB27 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-TSB29 G- Branca Ondulada Plana Circular
LGA-GA-TSB30 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-TSB31 G- Branca Suave Convexa Circular
LGA-GA-TSB32 G- Branca Suave Convexa Circular
LGA-GA-TSB33 G- Branca Suave Convexa Circular
LGA-GA-TSB34 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB35 G- Branca Suave Convexa Circular
LGA-GA-TSB36 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-TSB37 G- Branca Erodida Plana Circular
LGA-GA-TSB38 G- Branca Lobada Elevada Irregular
LGA-GA-TSB40 G- Branca Suave Plana Puntiforme

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratério onde foram realizadas as
analises.
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Tabela 7: Morfologia de bactérias isoladas do meio Bunt e Rovira (BR).

Isolado GRAM Cor da col6nia Borda Elevacdo Forma
LGA-GA-BRO1 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BRO2 G- Branca Erodida Elevada Circular
LGA-GA-BR03 G- Branca Lobada Elevada Irregular
LGA-GA-BR0O4 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BRO6 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BRO7 G- Branca Erodida Elevada Circular
LGA-GA-BRO8 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR0O9 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR10 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR11 G- Branca Erodida Elevada Circular
LGA-GA-BR12 G- Branca Lobada Elevada irregular
LGA-GA-BR13 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR14 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR15 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR16 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR17 G- Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-BR18 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR19 G- Branca Lobada Elevada Irregular
LGA-GA-BR21 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR22 G- Branca Lobada Elevada Irregular
LGA-GA-BR23 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR24 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR27 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-BR28 G- Branca Suave Elevada Circular

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratério onde foram realizadas as
analises.
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Tabela 8: Morfologia de bactérias isoladas do meio Agar Nutriente (AN).

Isolado GRAM Cor da colénia Borda Elevacdo Forma
LGA-GA-ANO1 G- Branca Ondulada Elevada Circular
LGA-GA-AN02 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-ANO3 G- Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-AN0O4 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-ANO6 G+ Branca Filamentosa Plana Filamentosa
LGA-GA-ANO7 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-ANO8 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-AN09 G- Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN10 G+ Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-AN11 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-AN12 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-AN14 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-AN15 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN16 G+ Branca Erodida Plana Circular
LGA-GA-AN17 G- Branca Suave Elevada Circular
LGA-GA-AN19 G+ Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-AN20 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN23 G- Branca Lobada Plana Irregular
LGA-GA-AN25 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN26 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN27 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN28 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN29 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN31 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN32 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN33 G- Branca Lobada Plana Irregular
LGA-GA-AN34 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN35 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN36 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN38 G+ Branca Suave Plana Puntiforme
LGA-GA-AN39 G+ Branca Suave Plana Circular
LGA-GA-AN40 G+ Branca Suave Plana Puntiforme

Obs: LGA-GA (corresponde a sigla do laboratério onde foram realizadas as
analises.

5.6 Caracterizagdo bioquimica dos isolados da biblioteca de isolados
construida
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A caracterizagdo bioquimica dos isolados foi realizada para a compreensao
da habilidade destes em duas atividades metabdlicas diferentes que fazem parte de
bactérias que promovem o crescimento de plantas: solubilizacdo de fosfato e
producdo de acido indolacético (AlA). Primeiramente, foi realizado o teste de
solubilizacéo de fosfato, onde, os microrganismos que possuiram maior capacidade
de solubilizagéo (maior diametro do halo de acordo com o teste realizado), seguiram
para o segundo teste que foi a producédo de acidoindolacético (AlA). Nesta etapa de
testes bioquimicos foram testados 36 isolados, onde todos eles apresentaram
capacidade de solubilizagéo de P, e destes, 29 para a producéo de AlIA, somente 0s
isolados ANO6, AN15, AN31, TY02, TY08, TY09 e KW 21 nao tiveram tal
capacidade conferida. Haviam ainda duas testemunhas: B.c: Burkholderia cepacia e
A.z: Azospirillum brasiliense (Tabela 9).

Tabela 9: Resultados dos testes de solubilizacdo de fosfato e producdo de acido
indolacético (AIA).

Isolado Solubilizagado de Halo de Producéo
P solubilizagao de AIA

TSB02 + 5,00 mm +
TSB04 + 2,00 mm +
TSB06 + 4,00 mm +
TSBO7 + 2,00 mm +
TSB09 + 2,00 mm +
TSB10 + 2,50 mm +
TSB26 + 2,00 mm +
TSB31 + 1,50 mm +
TSB38 + 0,50 mm +
ANO1 + 4,00 mm +
ANO2 + 4,00 mm +
ANO4 + 3,00 mm +
ANO6 + 5,00 mm -
AN10 + 1,00 mm +
AN15 + 2,00 mm -
AN16 + 1,00 mm +
AN31 + 5,50 mm -
AN33 + 2,00 mm +
TY02 + 2,00 mm -
TYO04 + 4,00 mm +
TYO5 + 1,00 mm +
TY08 + 2,00 mm -
TY09 + 2,00 mm -
TY18 + 4,00 mm +
TY19 + 5,00 mm +
TY20 + 2,00 mm +
BV04 + 3,00 mm +
BV06 + 3,50 mm +
BVO7 + 4,00 mm +
BV09 + 3,00 mm +
BV12 + 3,50 mm +
BV13 + 3,00 mm +
BV15 + 2,50 mm +
BV17 + 4,00 mm +
BVv24 + 2,50 mm +
KW21 + 2,00 mm -
B.c + 2,00 mm +
A.b 0mm -

Obs: B.c: Burkholderia cepacia e A.z: Azospirillum brasiliense.
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5.7 Ensaio com plantas: influéncia dos microrganismos no crescimento de

soja, milho e alho

Apbés a construcdo da biblioteca de isolados, triagem morfologica e
bioquimica dos mesmos, foram realizados experimentos em casa de vegetacao com
as culturas de soja, milho e alho no que diz respeito ao peso da massa seca, peso
da massa fresca e comprimento, tanto da parte aérea, quanto da raiz de cada uma
das culturas mencionadas. Os 5 isolados que mostraram maior capacidade de
solubilizacéo de fosfato e producédo de acidoindolacético, foram os escolhidos para
os testes realizados, além claro, dos controles H,O e Burkholderia cepacia(B.c). A
saber, os cinco isolados foram TY19, AN31, BR17, TSB02 e KW21.

No que diz respeito a massa seca, hdo houveram diferencas estatisticas
significativas no peso da parte aérea e raiz da cultura da soja. Em relacao a cultura
do milho, também nao houveram diferencas estatisticamente significativas no peso
da massa seca para a parte aérea e, também, para a parte da raiz, visto que o
controle positivo, a bactéria Burkholderia cepacia, se saiu melhor no teste. Em
relacdo a cultura do alho, também n&o foram encontradas distingdes significativas

no peso da massa seca da parte aérea e raiz. (Tabela 10).

Tabela 10. Comparacdo de Médias entre os diferentes tratamentos para Massa
Seca.

Soja Milho Alho
Tratamento
Parte Aerea Raiz Parte Aerea Raiz Parte Aerea Raiz

TY19 0.3175 0.0815 0.8675 (. 7925% 0.225 0.07925"
AN31 0.3775 0.0915 0.7025 ¢ 525" 0.108 0.00675°
BR17 0.2525  0.06575 0.6275 (291" 0.10075 0.017%
TSB02 0.235  0.03875 0.7225 (3725° 0.1875 0.0655%
Kw21 0.265 0.0635 0.61 0.3275° 0.1725 0.025%
Bc 0.4  0.09725 0.74 1 2025° 0.16 0.0535®
H,0 0.2275  0.03775 0.3675 (3 0.177 0.043*

Obs: Numeros seguidos de letras s&o estaticamente diferentes a 5% de significancia
no teste de Tukey.

Em relagcdo ao peso da massa fresca, ndo foram observadas diferencas
significativas e positivas tanto para a parte aérea, quanto para a raiz da cultura da
soja. O mesmo aconteceu com a parte aérea e a raiz da cultura do milho, onde nao

foram encontradas diferencas estatisticas positivas e substanciais em relacdo ao
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controle positivo. Por fim, distin¢gdes significativas ndo foram encontradas também
para a cultura do alho. (Tabela 11).

Tabela 11. Comparacdo de Médias entre os diferentes tratamentos para Massa
Fresca.

Soja Milho Alho
Tratamento
Parte Aerea Raiz Parte Aerea Raiz Parte Aerea Raiz

TY19 2.465 0.29% 8.3675 2.5325% 2.3975 0.48%
AN31 2.375 0.3175%® 7.27 1.6525% 0.605 0.0425°
BR17 1.51 0.17* 6.4025 0.5325° 0.7075 0.155%
TSBO2 1.0475 0.06" 7.5175 1.3825° 1.3425 0.6975°
Kw21 1.3675 0.095% 6.77 0.88" 1.5375 0.13%*
Bc 2.3925 0.5175° 7.0975 3.545° 1.49 0.335%
H,0 1.87 0.475%® 4.005 1.2275° 1.395 0.425%

Obs: Numeros seguidos de letras sé@o estaticamente diferentes a 5% de significancia
no teste de Tukey.

Por fim, o atimo parametro utilizado foi o comprimento, onde, ndo foram
observadas, de acordo com o teste de tukey a 5% de probabilidade, nenhuma
diferenca significativa no comprimento da parte aérea das culturas da soja, milho e
alho. O mesmo aconteceu com o comprimento da raiz para as culturas da soja,
milho e do alho (Tabelal2).

Tabela 12. Comparacdo de Médias entre os diferentes tratamentos para o
comprimento das plantas.

Soja Milho Alho
Tratamento
Parte Aerea Raiz Parte Aerea Raiz Parte Aerea Raiz
TY19 55.475 26.625 67.125 24.125 28.775 14.15%
AN31 55.625 29.75 66.75 23 16.525 2.375"
BR17 33.2 16.15 66.25 22.625 19.525 3.75%®
TSB02 40.775 15.925 70.475 23.425 29.125 9.35%
Kw21 41.375 23.875 67.025 24.75 28.55 6.475%
Bc 43.9 30.975 61.8 22.925 28.925 10.6*
H,O 56.425 21 47.875 17.375 27.825 11.325%

Obs: Numeros seguidos de letras sédo estaticamente diferentes a 5% de significancia
no teste de Tukey.

Vale ressaltar que os resultados obtidos demonstram que, embora nenhuma
das bactérias isoladas do solo de alho tenha superado o controle positivo na
promocéo do crescimento vegetal, seu desempenho foi estatisticamente semelhante

ao deste, que jA é uma bactéria amplamente reconhecida por sua eficacia nesse
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processo. Esse achado refor¢ga o potencial das isoladas testadas como promotoras

de crescimento de plantas.

5.8 Caracterizacéo parcial do gene 16S rRNA dos 5 isolados escolhidos para

teste em casa de vegetacao.

Os cinco isolados utilizados para teste em casa de vegetacdo foram
caracterizados parcialmente através do gene 16S rRNA, a fim de se descobrir a
guais géneros os isolados pertenciam e se, por ventura, pertenciam a géneros 0s
guais possuem espécies de bactérias com habilidades de promocgao de crescimento
de plantas. Apés o sequénciamento, foi possivel descobrir que 4 dos 5 isolados
percenciam ao género Paenibacillus sp., sendo 3 deles, pertencentes ao género e
espécie Paenibacillus alvei. Somente 1 isolado, a saber, KW21, pertencia ao género

das Pseudomonas sp. (Tabelal3).

Tabela 13: Caracterizacéo parcial do gene 16S rRNA de isolados do solo utilizados
durante os experimentos em casa de vegetacao.

Isolado Comprimento (pB) Acesso GenBank Blast Identidade E-value
AN31 657 MN543811.1 Paenibacillus alvei 97,37 0
TY19 679 KJ127183.1  Paenibacillus sp. 89,49 0
KW21 588 MT102734.1 Pseudomonas sp. 95,67 0
TSBO02 573 MN543811.1 Paenibacillus alvei 97,63 0
BV17 650 MN543811.1 Paenibacillus alvei 96,92 0

6. DISCUSSAO

Os solos de ambas as amostras demonstraram caracteristicas fisicas
diferentes entre si, enquanto o solo das amostras A se mostraram mais argilosos, os
solos das amostras C se mostraram mais arenosos. Wang et al. (2005) dizem que
um dos principais parametros para mensurar a qualidade e produtividade dos solos
€ a sua textura. Segundo He et al. (2014) e Centeno et al. (2017), a textura do solo
impacta diretamente a dindmica de adeséo e coesao entre suas particulas, além de
influenciar o manejo do solo. Isso, por sua vez, afeta a resisténcia do solo a tracdo e
a movimentacdo da 4gua em seu interior. Ademais, a textura do solo pode ser
considerada um fator ambiental significativo, pois tem influéncia direta nos
processos ecologicos, incluindo a ciclagem de nutrientes e a troca de ions. Centeno
et al. (2017) ressaltam que determinacdo da textura do solo € essencial, pois

permite estimar uma variedade de parametros criticos para otimizar a nutricdo do
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solo. Entre esses parametros estao a capacidade de troca de cations, a dindmica da
agua, a dosagem de corretivos, a resisténcia do solo a tracdo, o grau de
compactacao, e a dosagem de nutrientes e herbicidas. Donagemma et al. (2016) e
Centeno et al. (2017) reforcam ainda que, solos arenosos tendem a ser mais
suscetiveis a degradacdo e a perda de capacidade produtiva em comparagdo aos
solos argilosos, quando submetidos a condicbes ambientais semelhantes. Este fato
reforca os dogmas existentes sobre os solos arenosos. No entanto, essa percepgao
tem mudado recentemente devido aos avancos nos sistemas de producdo e
manejo, tornando viaveis as atividades agricolas nesses tipos de solo. Segundo
Brady e Weil (2013), solos com textura arenosa apresentam maior deficiéncia de
Ferro (Fe) e matéria organica. Estes resultados corroboram com a analise fisica de
solo demonstrada neste trabalho. Uma vez que a decomposicdo de matéria
organica é um dos principais fatores de disposi¢cao de nutrientes para bactérias e
outros microrganismos presentes no solo, estes dados podem corroborar também
para o maior indice de riqgueza e diversidade mostradas no metagenoma das
amostras A, em oposicao as amostras C. Além disso, os solos argilosos tendem a
ser mais densos e dificeis de gerenciar, devido a resisténcia a penetracdo das
raizes das plantas e ao uso de equipamentos. Também, a presenca de argila esta
estreitamente relacionada ao aumento do teor de matéria organica e a capacidade
de troca catibnica do solo (Brady e Weil, 2013; Centeno et al., 2017). Por fim,
Centeno et al. (2017) declaram que, atualmente, os solos sao produtivos
independente de sua textura, devido ao rapido avanco tecnolégico dos sistemas de
manejo de solo, uma vez que esteja atento também, as necessidades da cultura a

ser cultivada.

As andlises quimicas de ambos os solos demonstraram pH acido, uma vez
gue as amostras A se mostraram ligeiramente mais &cidas que as amostras C.
Estudos relatam que o pH do solo pode influenciar consideravelmente a
estruturacdo de comunidades microbianas, bem como os processos biogeoquimicos
gerenciados por elas. O pH do solo interfere diretamente nos processos quimicos,
concentragdo e disponibilidade de substratos, além da modulacdo da comunidade
microbiana ali presente (Fierer e Jackson, 2006; Nicol et al., 2008). De Boer e
Kowalchuk, (2001) e Nicol et al. (2008), mostram que 0s processos pelos quais o pH

do solo afeta o desenvolvimento e a atividade de determinados grupos microbianos
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funcionais foram elucidados mediante uma combinacdo de estudos fisiologicos e
experimentos com microcosmos do solo. Um exemplo disso é a reducao
significativa das taxas de nitrificacdo, especialmente a oxidacdo da amoénia, em
solos de carater acido. O pH acido também possui efeitos negativos na germinacao
de sementes, Long et al. (2024), relataram reducdo acentuada na taxa de
germinacao de sementes de Sophora davidii e vigor das plantulas em condi¢des de

acidez de solo muito altas.

Os niveis de matéria organica também foram notados de forma ligeiramente
maior nas amostras A. A presenca de matéria organica no solo tem o potencial de
reduzir de forma notavel a acdo de metais pesados, por meio da criacdo de
complexos organometalicos. Concomitantemente, ela contribui para a melhoria das
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, promovendo um aumento na
disponibilidade de nutrientes (Gao et al., 2018; Khan et al., 2018; Liu et al., 2025). A
decomposicdo da matéria organica esta intimamente ligada com a comunidade
microbiana do solo, uma vez que a comunidade faz 0s servicos ecossistémicos,
regulam a estrutura e a atividade do solo e, por fim, regulam a renovacéo de entrega
de nutrientes ao mesmo. A sobrevivéncia dos micro-organismos presentes no solo
estd estreitamente relacionada a qualidade e a quantidade disponivel de matéria
organica. Quando os substratos comecam a escassear ou seu fornecimento é
interrompido, a comunidade microbiana do solo pode entrar em um estado de
dorméncia, adotando a forma de esporos, ou pode perecer, levando a uma
diminuicdo em sua biomassa total (Nguyen e Marschner, 2016; Shahbaz et al.,
2017; Bhattacharyya et at., 2022).

Os macronutrientes foram encontrados bem mais disponiveis em amostras A
do que nas amostras C, com excecao do enxofre (S), que foi ligeiramente maior nas
amostras C. Os macronutrientes desempenham um papel crucial na sustentagéo da
vida vegetal no planeta Terra. Dada a diversidade de suas funcdes, os
macronutrientes exercem impactos significativos na saude e na estrutura do solo,
assim como na fisiologia das plantas. Por exemplo, a produtividade dos
ecossistemas terrestres em escala global € condicionada, individualmente ou em
conjunto, pela disponibilidade de nitrogénio (N) e fésforo (P), dada sua importancia

fundamental na fotossintese e no metabolismo enzimatico. Similarmente, o enxofre
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(S) desempenha um papel vital na sintese enzimética de proteinas, contribuindo
para a resisténcia a doencgas e para a reducédo da toxicidade de metais. Outros
macronutrientes indispensaveis incluem calcio (Ca), magnésio (Mg) e potassio (K),
0S quais atuam como reguladores para manter o pH do solo estavel, influenciam a
absorcdo de nutrientes pelas plantas e fortalecem a resisténcia das plantas a
adversidades climaticas. Sendo assim, compreender em profundidade a distribui¢cao
desses macronutrientes essenciais no sistema solo-planta é de extrema importancia
para desenvolver estratégias visando a melhoria da qualidade do solo e a
produtividade dos ecossistemas (Olander e Vitousek, 2000; Feechan ET al., 2005;
Blum et al., 2013; Hou et al., 2017; Mladkova et al., 2018; Du et al ., 2020; Niu et al.,
2023).

A relacdo da capacidade de troca cationica (CTC) foi superior nas amostras
A, em oposicdo as amostras C, que ndao demonstraram tamanho potencial. A
capacidade de troca catidnica (CTC) define os solos pela sua habilidade de
armazenar e liberar nutrientes. Nutrientes catidénicos (Ca, Mg, K, Na, Fe e NH4) e
nao nutrientes (Al e H) sdo mantidos nos coloides do solo e transferidos para a
solucdo do solo através de uma reacao de troca idnica. Essa reacdo de troca €
fundamental para a medicdo da CTC, onde os ions presentes na amostra de solo
sdo substituidos por, por exemplo, aménio (Weil e Brady, 2016; Mattila e Rajala,
2022). Brady et al. (2008) e Sharma et al. (2015), relaram que, normalmente, um pH
alcalino est4 associado a uma maior capacidade de troca catidnica (CTC) do solo.
Em condicbes acidas, a CTC do solo diminui devido a substituicdo desproporcional
de cations por ions H+, resultando na chamada acidez ativa. Além disso, a CTC é
influenciada pelo pH, pela textura do solo, pelo tipo de argila presente e pelo teor de
matéria organica. Areia e silte exibem uma CTC insignificante devido a falta de
carga em suas particulas. Portanto, mesmo que as amostras de solo analisadas no
presente trabalho possuam solo acido, a composicao fisica dos solos das amostras
A favoreceram-nas a terem uma maior taxa de CTC, uma vez que as amostras A se
mostraram solos mais argilosos e as amostras C solos mais arenosos. Zhang et al.
(2013) demonstraram que a variacdo nos cations de base trocaveis do solo foi
analisada em plantagdes de C. microphylla, e os resultados indicaram um aumento
significativo no calcio trocavel (Ca), magnésio (Mg), potassio (K) e na capacidade de

troca catibnica (CTC).
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Os micronutrientes estavam dispostos, também, da mesma maneira que 0s
macronutrientes, seguindo sua maior porcentagem para todos 0s nutrientes nas
amostras A, com excecao do ferro (Fe) que estava mais disposto nas amostras C.
Segundo Kirkby (2023), os vegetais necessitam de oito micronutrientes desde a
etapa da germinacdo, até o crescimento vegetativo e regenerativo. Bang et al.
(2021) dizem que quando os micronutrientes sao disponibilizados de maneira abaixo
do que o realmente necessario pelas plantas, surgem problemas de diversas
deficiéncias ocasionados pela taxa de nutrientes necessarios nao alcancada, uma
vez que, cada um, tem o seu percentual necessario em cada espécie vegetal. Cada
um dos micronutrientes listados na presente andlise quimica de micronutrientes do
solo, possui um papel fundamental durante todo o ciclo de desenvolvimento da
planta. Segundo Begum e Fry (2022), ja foram atribuidas inUmeras fun¢des ao boro
(B) ao longo dos anos, porém, atualmente, sabe-se que ele atua na formacéo
complexos duradouros com substancias que contém grupos cis-hidroxila, como os
grupos pectina presentes nas paredes celulares. O boro é crucial para a
estabilizacdo das paredes celulares primarias. O cobre (Cu) é um elemento que
atua como cofator em enzimas e proteinas. Devido a sua atividade redox, influencia
processos essenciais como fotossintese, respiracdo, neutralizacdo de espécies
reativas de oxigénio e lignificacdo da parede celular em plantas superiores (Sheng
et al., 2022; Lilay et al., 2024). Kroh e Pilon (2020) constataram que o ferro (Fe)
possui uma importancia fundamental na producdo de clorofila e na conducéo de
elétrons durante o processo de fotossintese, resultando em desenvolvimento
saudavel das plantas. Lilay et al. (2024) e Schmidt e Husted (2019), compreendem o
papel de cofator de enzimas para o manganés (Mn). Em vegetais, expressam sua
capacidade de cofator de metaloenzimas dependentes de manganés, onde
desempenham duas funcbes primordiais como catalisador ou acido de Lewis,
funcdes estas bem similares a outros nutrientes em plantas, como o cobre (Cu) e
ferro (Fe), por exemplo. O zinco desempenha um papel vital como cofator em varias
proteinas, onde uma entre suas principais atuacdes ocorre com residuos
aminoacidos como histidina, cisteina e glutamato/aspartato, predominantemente
estabelecendo geometrias de coordenacado tetraédricas. Uma ampla gama de
enzimas, abrangendo todas as seis classes funcionais (oxidorredutases,

transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases), apresenta locais cataliticos
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contendo zinco, incluindo enzimas criticas como Cu/Zn-SODs, RNA polimerases,
anidrase carbodnica, alcool desidrogenase e fosfatase alcalina. Assim, pode-se
observar algumas das fungdes versateis desempenhadas pelo zinco ao longo do

desenvolvimento vegetal (Maret e Li, 2009; Clemens, 2022; Lilay et al., 2024).

Os resultados do sequénciamento metagendmico proporcionaram uma
analise detalhada das diferencas na composicao taxonémica, estrutura e fungcéo dos
genes presentes em dois tipos distintos de solo, além da possibilidade de
recuperacdo de genomas a partir de metagenomas (MAGS). Em niveis gerais,
observou-se uma semelhanca marcante na composicao filogenética em ambos os
solos, com a predominancia significativa dois filos Actinobacteria (41,41% para a
cultura de cana-de-acucar e 39,07% para alho) e Proteobacteria (37,30% para alho
e 34,53% para cana-de-acucar), respectivamente. Os resultados encontrados
corroboram com dados na literatura, os quais também demonstram abundancia dos
filos Actinobacteria e Proteobacteria em solos de cultivo da cana-de-agucar (Tayyab
et al., 2021; Khan et al., 2022) e alho (Hussain et al., 2021; Ma et al., 2023). Ainda,
foi possivel verificar que géneros como Streptomyces, Bradyrhizobium,
Nocardioides, Sphingomonas e Pseudomonas estiveram presentes em ambos 0sS
solos, em alta abundancia. Os géneros detectados em abundancia sdo conhecidos
por suas capacidades de promocdo do crescimento em plantas. Streptomyces € o
género mais abundante dentro dos Actinomycetes, produzindo uma grande
variedade de compostos bioativos, antibioticos e enzimas extracelulares
(Olanrewaju e Babalola, 2019). Bradyrhizobium, por exemplo, € um grupo
diversificado de bactérias que coloniza o compartimento endofitico radicular das
plantas, utilizando carboidratos derivados de plantas em troca de garantir o
nitrogénio através da fixacdo de N, (Schneijderberg et al., 2018). Caracteristicas
benéficas ao crescimento de plantas foi identificado em espécies do género
Nocardioides, como a secre¢do de antibioticos, producdo de sideroforos, e 1-
aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase (Wang, Li, Zhou e Zhang,
2023). O género Sphingomonas, também é um importante género notado pela sua
capacidade de melhorar o crescimento de plantas em condicdes de estresses
abidticos como salinidade, seca, e metais pesados (Asaf, Numan, Khan e Al-
Harrasi, 2020). Por fim, o género Pseudomonas é um género bastante conhecido

por suas capacidades de solubilizar fosfatos através de mecanismos de liberacdo de
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acidos organicos (Oteino et al., 2015). A presenca desses géneros em ambos 0s
solos sugere um alto beneficio as plantas, tanto em promog¢é&o do crescimento como

alivio de estresses bidticos e abiodticos.

Um outro ponto importante observado foi as diferencas na diversidade entre
os dois solos de cultivo. Foi notavel que os dois solos apresentaram uma estrutura
microbiana distinta, possivelmente associada a diferengas no manejo, uma vez que
a cana-de-acucar provem de monocultura e o alho de uma rotagdo com feijado e na
exsudacdao radicular da cultura. A agricultura intensiva mostra-se capaz de modificar
a comunidade microbiana (Peng et al., 2023) enquanto praticas de manejo
conservacionistas tendem a ter uma comunidade com uma maior diversidade (Zhu
et al., 2018). Por outro lado, é conhecido que plantas com parentescos distintos
tendem a ter comunidades microbianas associadas diferentes, devido a fatores
como a producdo diferenciada de exsudatos (Huang, Wang, Lv, Xu e Zhang, 2016;
Yu et al., 2023), a fisiologia radicular (Wang, Wang e Dong, 2019) e o tipo de solo e
a sua composicao quimica (Wang et al.,, 2017). Essas diferencas na composi¢ao
microbiana pode ser um bom aliado na prospeccdo de diferentes grupos de
bactérias promotoras de crescimento.

A abundancia diferencial obtida neste estudo também sugere diferencas
significativas no numero de tdxons diferenciais. O solo de cultivo de cana-de-agucar,
por exemplo, demonstrou ter abundéancia superior em taxons como Streptomyces,
Bradyrhizobium e Mycobacterium. A abundancia diferencial desses géneros pode
sugerir diferencas no recrutamento radicular de cada cultura. Um estudo sugere que
o cultivo de cana-de-acUcar possui um alto recrutamento de espécies do género
Streptomyces (Rodrigues et al., 2018), trazendo entdo efeitos benéficos como a
fixacdo de nitrogénio, mobilizacdo de fdsforo, tolerancia ao estresse salino e
producéo de fitohorménios (Cardenas-Alegria et al., 2022). Além disso, um estudo
recente mostrou que o género Bradyrhizobium pode estar associado as raizes da
cana-de-acgucar, (Junior, Matos, Freitas, Jesus e Rouws, 2019). Quando utilizado
como inoculante, Bradyrhizobium spp. pode aumentar a biomassa microbiana e
disponibilizar fosforo, impactando positivamente o cultivo da cana (Janior et al.,
2019). No solo de cultivo de alho diversos taxons foram diferenciais, destacando-se
Nocardioides, Variovorax e Arthrobacter. Embora estudos da comunidade

microbiana em cultivos de alho ainda estejam em estagios iniciais, ja se reconhece
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a relevancia desses grupos microbianos por suas func¢des benéficas em diversas
outras culturas agricolas. O género Nocardioides, além do citado anteriormente,
também é conhecido por sua alta capacidade de beneficiar a planta em situacfes de
estresse hidrico, auxiliando em momentos de seca e altas salinidades (Meena et al.,
2020; Rangseekaew, Barros-Rodriguez, Pathom-aree e Manzanera, 2021). Ja o
género Variovorax é descrito como uma espécie produtora de acido indolacético
(Sun et al., 2018), sideréforos, ACC deaminase (Liu, He, Sun e Ma, 2021), como
também auxiliar na degradacédo de xenobiéticos (Crombie et al., 2018). Em cultivo
de Panax ginseng, o género Arthrobacter mostrou-se produzir acido indolacético,
como também, fixar nitrogénio, e solubilizar fésforo e potassio (Jiang et al., 2022).
Um estudo com 0 mesmo género, mostrou-se eficiente na promoc¢ao do crescimento
em cultivo de arroz (Chhetri et al., 2022).

Com relacdo as redes de co-ocorréncia, foi possivel observar diferencas
marcantes entre os solos dos dois tipos de cultivo. O solo do cultivo de cana-de-
acucar mostrou-se consideravelmente menos complexo em relacdo aos solos de
cultivo de alho. Essas diferencas refletem como diferentes cultivos podem
apresentar diferencas expressivas na complexidade das interagcdes microbianas.
Um numero reduzido de nés e arestas foi encontrado nos solos de cultivo de cana-
de-acucar, sugerindo que a comunidade microbiana estd menos interconectada
nesse ambiente. Diversos fatores podem influenciar esses resultados, como por
exemplo o tipo de solo, 0 manejo utilizado como também a agricultura intensiva. No
entanto, um estudo demonstrou que redes de co-ocorréncia pouco complexas
podem induzir uma comunidade vulneravel para patégenos, impactando a saude da
planta e a produtividade agricola (Pu et al.,, 2022). Por outro lado, estudos de
cultivares de soja resistente ao Fusarium oxysporum demonstram que comunidades
mais diversas e complexas podem conferir maior resiliéncia e resisténcia a
patégenos, aumentando entdo a saude da planta (Carrion et al., 2019). Outro fator
para a reducdo da complexidade das networks é a agricultura intensiva e a
monocultura. Estudos demonstram que solos provenientes da agricultura intensiva
podem apresentar complexidade das networks reduzidas (Banerjee et al., 2019),
reduzindo a presenca de espécies chaves e a quantidade de organismos benéficos
(Shao et al., 2020).
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O perfil dos genes funcionais nos solos estudados também variou conforme o
cultivo analisado. Solos de cana-de-acUcar apresentaram uma alta variabilidade
intra-amostral, ou seja, a abundancia dos genes funcionais apresentaram muita
variacdo entre as amostras do mesmo cultivo. Por outro lado, os solos de cultivo de
alho apresentaram padroes mais estabelecidos. Fungbes associadas ao
metabolismo de carboidratos, aminoacidos, proteinas, fosforo, vitaminas foram os
mais abundantes nos solos estudados. As funcdes gerais para ambos 0s solos
seguiram de forma quase que igualitaria, com destaque para o metabolismo de
fésforo, que se mostrou mais proeminente nas amostras de solo de alho. Genes
com as mais variadas funcdes especificas, relacionadas a promocao do crescimento
de plantas, foram anotados com certa predominancia nos dois tipos de solo de
cultivo.

Neste trabalho foi possivel identificar com mais precisdo géneros presentes
nos dois tipos de solo. Um total de 27 genomas de 8 filos foram recuperados com
alta qualidade foram obtidos, conferindo uma completude maior que 70% e
contaminacao inferior a 5%. Alguns desses organismos foram mais abundantes, ou
exclusivamente, encontrados em apenas um dos cultivos. Genomas do filo
Dormibacterota e Acidobacterota foram encontrados exclusivamentes no solo de
cultivo de cana-de-acucar enquanto genomas do filo Nitrospirota, Chloroflexota, e
Gemmatimonadota foram encontrados majoritariamente no solo de cultivo de alho.
O filo Acidobacterota ja foi reportado como um organismo chave em solos de cultivo
de cana-de-acucar como também, em suas propriedades de mudancas nas
propriedades do solo (Sadeghi, Moezzi, Gholami, Babaeinejad e Panahpour, 2021).
Ja o filo Dormibacterota, interessantemente, € um filo recém descrito associado a
solos pobres nutricionalmente (Montgomery et al., 2021). O filo Nitrospirota € recém
conhecido por suas caracteristicas magnetotaticas e por participar ativamente do
ciclo do enxofre (Umezawa, Kojima, Kato e Fukui, 2020). Ja os filos Chloroflexota e
Gemmatimonadota s&o conhecidos por estarem associados ao ciclo do carbono e
nitrogénio (Petriglieri et al., 2023) e a producéo primaria respectivamente (DeBruyn,
Nixon, Fawaz, Johnson e Radosevich, 2011). Ainda, obtivemos diversas funcdes de
MAGs. Butarelli (2022), também investigou diversas fungdes a partir da montagem
de MAGS montadas a partir de microrganismos metanotréficos. Através destas

montagens, Butarelli (2022) observou a presenca de duas espécies supostamente
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novas, onde possuiam genes associados ao ciclo do nitrogénio, assim como as
MAGs anotadas neste trabalho. Belgini (2020), também constatou a atividade de
degradacéao e hidrocarbonetos em 33 MAGs recuperadas a partir de microcosmos
de reservatério de petroleo. Por fim, Lemos (2019) descobriu tracos funcionais
associados a nitrificacdo, em Archaea, em seu trabalho, através de MAGs
reconstituidas de amostras de solo da Amazénia.

Em cada meio de cultivo utilizado, foram obtidas porcentagens diferentes de
diversos tipos de morfologias de microrganismos, como demonstrado nos resultados
deste trabalho. Este numero significativo de diversidade morfolégica entre as
colonias de isolados obtidas pode ser resultado da atividade da comunidade
microbiana, que, através da liberacdo de exsudatos, aminoacidos, vitaminas,
acidos organicos, entre outros, fazem com que a acdo metabdlica dos
microrganismos seja maior, comparada a acdo em solos sem estas influéncias
(Bandick e Dick, 1999; Manhaes e Francelino, 2013; Ramos et al., 2018). Ramos
e colaboradores (2018) atestaram em seu trabalho que 63,2% dos isolados
foram classificados como Gram-positivos e 36,8% apresentaram perfil de
coloragdo Gram-negativa. E importante salientar que o nimero de grupos de
bactérias segundo Silva e Nahas (2012); Viana et al., (2011); Ramos et al.,
(2012) e Ramos et al., (2018), podem ser afetados devido a tipagem do solo e
vegetais presentes, bem como condicdes climaticas e manejo. Amarante et al.,
(2010), ao analisar amostras de solo da Amazoénia de diferentes profundidades,
constatou que a maioria dos isolados presentes eram Gram-negativos, no
entanto, em solo da caatinga, observou o0 oposto, sendo classificados
majoritariamente com o perfil de isolados Gram-positivos. Sendo assim, é
observado que o perfil morfolégico de comunidades microbianas sofre profunda

influencia dos fatores bioticos e abidticos nos quais estéao inseridas.

A solubilizagédo de fosfato foi constatada por todos os isolados utilizados
durante o teste bioquimico de solubilizacdo de fosfato, sendo observados diferentes
graus de solubilizagédo de acordo com o tamanho do halo, conforme a Tabela 9.
Segundo Bashan e Bashan (2004) e Guimaraes et al., (2023) o principal indicativo
do efeito de solubilizacdo de fosfato que resulta no crescimento e desenvolvimento

de plantas é o aumento de biomassa e de teor de P em plantas. Yadav et al., (2016)
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e Guimarédes et al., (2023), falam que o efeito da promoc¢do do crescimento de
plantas realizadas por rizobactérias pode ser mediado por mecanismos diretos
como a solubilizacdo de fosfato e esse fato se da devido a sobrevivéncia dos
diferentes microrganismos do solo, principalmente aqueles com capacidade de
solubilizar fosfato inorganico insoltvel através da atividade da fosfatase. Por outro
lado, algumas das bactérias ndo foram capazes de produzir acido indolacético (AlA).
Ramos et al., (2021) obtiveram diversos isolados com capacidade de producédo de
AlA, onde, 11 destes, foram os mais promissores, isolados de rizosfera de oliveiras
(Olea europaea L.). Dos Santos et al., (2024) também conseguiram em seus
resultados, 18 isolados produtores de AlA, isolados através da orquidea cimbidio,
onde, de todos estes isolados, 8 conseguiram produzir o fitormdnio na presenca e
auséncia de triptofano. De Souza et al., (2021) testaram diversos isolados de solos
acidos provenientes da Amazbnia Central, no qual, 52% dos isolados testaram
positivamente para a producdo de AIA. Sendo assim, considerado como um dos
horménios mais importantes para o crescimento vegetal em processos e fases de
alongamento celular, divisdo celular, formacdo de raizes adventicias e resposta a
estimulos ambientais, é extremamente importante a realizacao do teste de producao
deste fitormbnio em prospecc¢des de isolados de solo com capacidades conferidas

de promocéo de crescimento de plantas.

Os resultados obtidos indicam que as bactérias isoladas do solo de alho
possuem potencial na promocédo do crescimento vegetal, uma vez que seu efeito foi
estatisticamente semelhante ao do controle positivo, uma bactéria ja estabelecida
por sua eficacia nesse processo. Embora nenhuma das isoladas tenha superado o
controle positivo, sua capacidade de induzir crescimento dentro da mesma faixa
sugere que podem ser exploradas como alternativas viaveis em praticas agricolas
sustentéveis. Estudos adicionais sd80 necessarios para avaliar possiveis interagées
sinérgicas entre essas bactérias e otimizar suas condicbes de aplicacdo, visando
aprimorar seu desempenho e explorar seu potencial em diferentes culturas e
condi¢gBes de solo. Araujo e Guerreiro (2010), conseguiram excelentes resultados
com seis isolados de Bacillus que promoveram o crescimento de milho cultivado em
solo autoclavado e natural. De Alcantara et al., (2021), concluiram em sua pesquisa
gue os inoculantes que eles avaliaram incrementaram a altura do milho, porém né&o

aumentaram proporcionalmente a sua produtividade. De Carvalho e Reis (2023), ao
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inocular a soja com Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium elkanii e
Azospirillum brasilense, ndo observaram diferencas significativas quanto a altura da
parte aérea, massa fresca aérea e de raiz, e massa seca da parte aérea e raiz,
corroborando com os resultados dos parametros avaliados no presente trabalho,
ainda que sejam isolados de géneros e espécies diferentes. Ao inocular A.
brasilense e Pseudomonas fluorescens em alho, (Souza, 2022) notou que
parametros avaliados, tais como diametro de bulbo e massa de plantas frescas no
periodo de pré-cura e diametro de bulbo, massa de bulbos, massa de parte aérea e
produtividade em pos-cura ndo apresentaram diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos, indo de encontro com os resultados encontrados nesta pesquisa, onde,
em geral, ndo houve diferencas significativas em relacédo ao crescimento de alho em

nenhum parametro avaliado.

O género Paenibacillus sp. foi classificado pela primeira vez em 1993, por um
trio de pesquisadores. Foi proposto um novo surgimento de género, pois, 0 mesmo,
possuia algumas caracteristicas que o distinguiam dos demais géneros ja
classificados de Bacillus. Dentre suas caracteristicas gerais, 0 género possui
espécies com bactérias em formato de bastonetes Gram-positivos, mas que podem
apresentar-se em ocorréncia de Gram-variavel. Produzem esporos elipticos ou
ovais, podendo ser localizados centralmente ou subterminalmente. No que tange a
motilidade, diversas das espécies ja classificadas no género sdo moveis,
geralmente por flagelos peritriquios. S&o aerdbios ou anaerdbios facultativos.
Possuem a capacidade de metabolizacdo de uma ampla gama de substratos
organicos como proteases e celulases. Os esporos produzidos sdo altamente
resistentes a condicbes extremas como calor e desidratacdo. S&o encontrados
predominantemente em solo, rizosfera e ambientes aquaticos. E um género
intimamente ligado a promoc¢éo de crescimento de plantas, onde, algumas espécies
possuem até mesmo interesse na fixagcdo bioldégica de nitrogénio e controle

biologico de patdgenos (Ash et al., 1993).

Gkikas e colaboradores (2021), testaram a cepa Paenibacillus alvei K165,
contra o fungo traqueomicotico Phaeomoniella chlamydospora, causador da esca da
videira ou doenca da madeira da videira. Trata-se de uma das principais doencas

gue afetam vinhedos em todo o mundo e que ndo pode ser controlada através de
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produtos quimicos. Em seus experimentos, concluiram que a utilizagcdo da cepa
contribuiu com a reducédo de 90% do DNA endofitico do fungo em comparacdo com
0s controles, possuindo potencial constatado de agente de biocontrole de esca de
videira em videiras. Gkizi e colaboradores (2021) relataram em seu trabalho que,
além do agente de biocontrole Paenibacillus alvei K165 demonstrar proteger plantas
de Arabidopsis thaliana contra Verticillilum dahliae, a estirpe ainda conferiu
resisténcia imunologica herdada a V. dahliae, através de uma triagem de mutantes
de histona acetiltransferases, ensaios ChIP e experimentos transcriptdmicos.
Mohammad e colaboradores (2023), constataram atributos positivos nos parametros
de crescimento de Melon Manis Terengganu (MMT), tais como, altura das plantas,
tamanho das folhas, conteddo de clorofila, peso e comprimento da raiz,

macronutrientes e micronutrientes, comparados com o controle.

Segundo Rangel e colaboradores (2016), as espécies do género
Pseudomonas sp. sao bacilos gram-negativos geralmente dispostos em pares. Nao
formam esporos, sdo aerdbios e ndo fermentam carboidratos, utilizando-os
exclusivamente pela via oxidativa como fonte de energia. Essas bactérias tém
ampla distribuicdo em diversos ambientes, incluindo solo, agua, superficies de
plantas e animais. Destacam-se por sua capacidade de metabolizar uma grande
diversidade de compostos organicos como fonte de energia, além de produzir
exoenzimas, toxinas e metabdlitos secundarios. Na literatura atual, diversos
trabalhos sobre o género constaram que possuem capacidade de promover o
crescimento de plantas e atuar no controle biolégico de patégenos. A espécie
Pseudomonas fluorescens em questdo, € reconhecida justamente por atuar na

promocéo do crescimento de plantas.

Terminando, Sahu e colaboradores (2018), enfatizam que uma grande
variedade de bactérias do género possui a mencao de agentes de controle biolégico
e promocao de crescimento de plantas por causa de uma juncdo de mecanismos
considerados diretos e indiretos que colaboram com o desenvolvimento vegetal.
Entre os mecanismos diretos, destacam-se a producdo de uma ampla gama de
fitohormdnios, a solubilizacdo de fosfatos e a fixacdo de nitrogénio atmosférico. No
gue tange o controle biologico, P. fluorescens produz metabdlitos secundarios

antimicrobianos, além de lipopeptideos que inibem o crescimento de fitopatdgenos.
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Ainda, a bactéria provoca resisténcia sistémica em plantas, acarretando defesas
naturais. A combinacédo desses mecanismos faz de P. fluorescens uma ferramenta

biotecnolégica importante para a promoc¢éao de sistemas agricolas sustentaveis.

7. CONCLUSAO

Os macronutrientes e micronutrientes estiveram presentes em maiores
concentragbes nos solos com alho. Além disso, as redes de co-ocorréncia
microbiana foram mais robustas nestas amostras, revelando um numero
significativamente maior de conexdes entre os taxons presentes. A analise funcional
do microbioma mostrou que o numero de genes funcionais foi mais expressivo nas
amostras de solo de alho. Considerando que a qualidade do solo é determinada
pelas suas caracteristicas fisicas, quimicas e microbiolégicas, os resultados deste
estudo contribuem para uma compreensao mais profunda dos impactos adversos da
monocultura na saude do solo. Isto se deve especialmente ao papel essencial dos
microrganismos em processos como decomposicdo da matéria organica, ciclagem
de nutrientes e fixacdo de nutrientes. Sendo assim, o presente estudo contribui com
0 conhecimento metagendmico para os esforcos continuos para decifrar e amenizar
0s impactos causados pelo uso extensivo da monocultura de cana-de-acucar, que
causa prejuizos como perda da biodiversidade microbiana, vulnerabilidade a pragas
e doencas, e alteracdes fisicas e quimicas do solo. Os resultados dos testes de
plantacdo em casa de vegetacdo sugerem que as bactérias isoladas do solo de alho
possuem potencial como promotoras de crescimento vegetal, pois seu efeito foi
estatisticamente semelhante ao do controle positivo. Embora nenhuma tenha
superado o controle, seu desempenho indica viabilidade para futuras aplicagbes
agricolas, exigindo estudos adicionais para otimizacdo e uso em diferentes
condigcbes. A caracterizagcao parcial do gene 16S rRNA desses isolados nos
trouxeram boas oportunidades de exploracdes futuras quanto sua aplicacdo na
agricultura, visto a notoriedade na literatura por sua ampla ligacdo com a promocao

do crescimento de plantas e agente bioldgico de controle de patégenos de plantas.



63

8. REFERENCIAS

Almaghrabi, O. A., Abdelmoneim, T. S., Albishri, H. M., e Moussa, T. A. (2014).
Enhancement of maize growth using some plant growth promoting rhizobacteria
(PGPR) under laboratory conditions. Life Scienc Journal, 11(11), 764-772.

Amarante, C., de Lourdes Ruivo, M., de Lourdes Oliveira, M., Leoncio, R., e
Moura, Q. (2010). Diversidade microbiana em solos de Terra Preta Arqueoldgica.
Enciclopédia biosfera, 6(11).

Aramaki T., Blanc-Mathieu R., Endo H., Ohkubo K., Kanehisa M., Goto S., Ogata H.
KofamKOALA: KEGG ortholog assignment based on profile HMM and adaptive
score threshold. Bioinformatics. 2019 Nov 19. pii: btz859. DOI:
10.1093/bioinformatics/btz859.

Araujo, F. F. D., e Guerreiro, R. T. (2010). Bioprospecc¢ao de isolados de Bacillus
promotores de crescimento de milho cultivado em solo autoclavado e natural.
Ciéncia e Agrotecnologia, 34, 837-844.

Argblo-Filho, R. C., e Loguercio, L. L. (2013). Bacillus thuringiensis Is an
Environmental Pathogen and Host-Specificity Has Developed as an Adaptation to
Human-Generated Ecological Niches. Insects, 5(2), 62-91.
https://doi.org/10.3390/insects5010062

Ash, C., Priest, F. G., e Collins, M. D. (1993). Molecular identification of rRNA group
3 bacilli (Ash, Farrow, Wallbanks and Collins) using a PCR probe test: proposal for
the creation of a new genus Paenibacillus. Antonie van leeuwenhoek, 64, 253-260.

Avontuur, J. R., et. al., (2020). Genome-informed Bradyrhizobium taxonomy : where
to from here? Systematic and Applied Microbiology, 42(2019), 427-439.
https://doi.org/10.1016/j.syapm.2019.03.006

Azizoglu, U. (2019). Bacillus thuringiensis as a Biofertilizer and Biostimulator : a Mini
- Review of the Little - Known Plant Growth - Promoting Properties of Bt. Current
Microbiology, 76(11), 1379-1385. https://doi.org/10.1007/s00284-019-01705-9
Barnes, J., Anderson, L. A., e Phillipson, J. D. (2007). Herbal medicines (No. 3rd
Edition). pharmaceutical press.

Bandick, A. K., e Dick, R. P. (1999). Field management effects on soil enzyme
activities. Soil biology and biochemistry, 31(11), 1471-1479.



64

Bashan, Y., Holguin, G., e de-Bashan, L. E. (2004). Azospirillum-plant relationships:
physiological, molecular, agricultural, and environmental advances (1997-2003).
Canadian journal of microbiology, 50(8), 521-577. https://doi.org/10.1139/w04-
035

Bastian, M., Heymann, S., e Jacomy, M. (2009, March). Gephi: an open source
software for exploring and manipulating networks. In Proceedings of the
international AAAI conference on web and social media (Vol. 3, No. 1, pp. 361-
362). DOI: https://doi.org/10.1609/icwsm.v3i1.13937

Asaf, S., Numan, M., Khan, A. L., e Al-Harrasi, A. (2020). Sphingomonas: from
diversity and genomics to functional role in environmental remediation and plant
growth. Critical Reviews in Biotechnology, 40(2), 138-152. DOIL:
10.1080/07388551.2019.1709793

Banerjee, S., Walder, F., Blchi, L., Meyer, M., Held, A., Gattinger, A., ... e Heijden,
M. G. A. v. d. (2019). Agricultural intensification reduces microbial network
complexity and the abundance of keystone taxa in roots. The ISME Journal, 13(7),
1722-1736. DOI: https://doi.org/10.1038/s41396-019-0383-2

Batiha, G. E., Beshbishy, A. M., e Wasef, L. G. (2020). Chemical Constituents and
Pharmacological Activities of Garlic (Allium sativum L.): A Review. Nutrients, 12(3),
1-21. doi: 10.3390/nu12030872. PMID: 32213941; PMCID:
PMC7146530. DOI:10.3390/nu12030872

Begum, R. A, e Fry, S. C. (2022). Boron bridging of rhamnogalacturonan-Il in Rosa
and arabidopsis cell cultures occurs mainly in the endo-membrane system and
continues at a reduced rate after secretion. Annals of Botany, 130(5), 703-715.
DOLl: https://doi-org.ez87.periodicos.capes.gov.br/10.1093/aob/mcacl119

Belgini, D. R. B. (2020). Influéncia da salinidade e temperatura sobre a dinamica
estrutural e funcional do microbioma de reservatérios de petréleo em
microcosmos (Doctoral dissertation, [sn]).

Benson D.A., Karsch-Mizrachi I., Lipman D.J., Ostell J., Sayers E.W. (2011).
National Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine, National
Institutes of Health, Bethesda, MD 20894, USA. Nucleic Acids Res. Jan;39
(Database issue).


https://doi.org/10.1609/icwsm.v3i1.13937
https://doi.org/10.1609/icwsm.v3i1.13937

65

Bhattacharyya, S. S., Ros, G. H., Furtak, K., Igbal, H. M., e Parra-Saldivar, R.
(2022). Soil carbon sequestration—An interplay between soil microbial community
and soil organic matter dynamics. Science of The Total Environment, 815,
152928. DOl: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.152928

Blake, C., Christensen, M. N., e Kov, T. (2021). Molecular Aspects of Plant Growth
Promotion and Protection by Bacillus subtilis. Molecular Plant-Microbe
Interactions, 34(1), 15-25. https://doi.org/10.1094/MPMI-08-20-0225-CR

Blum, S. C., Lehmann, J., Solomon, D., Caires, E. F., e Alleoni, L. R. F. (2013).
Sulfur forms in organic substrates affecting S mineralization in soil. Geoderma, 200,
156-164. DOI: https://doi.org/10.1016/j.geoderma.2013.02.003

Brady, N.C.; Weil, R.R. Elementos da natureza e propriedades dos solos. 3. ed.
Porto Alegre: Bookman, 2013. 790p.

Brady, N. C., Well, R. R., e Well, R. R. (2008). The nature and properties of soils
(Vol. 13, pp. 662-710). Upper Saddle River, NJ: Prentice Hall.

Bric, J. M., Bostock, R. M., e Silverstone, S. E. (1991). Rapid in situ assay for
indoleacetic Acid production by bacteria immobilized on a nitrocellulose membrane.
Applied and environmental microbiology, 57(2), 535-538.

Buchfink, B., Xie, C., e Huson, D. H. (2015). Fast and sensitive protein alignment
using DIAMOND. Nature methods, 12(2), 59-60. DOI:
https://doi.org/10.1038/nmeth.3176

Bunt, J.S.; Rovira, A.D. Microbiological studies of some subantartic soils. Journal of
the Soil Science, Oxford, v. 6, n. 1, p. 119-128, 1955.Cassan, F. D., e Garcia de
Salamone, |. (2008). Azospirillum sp.: cell physiology, plant interactions and
agronomic research in Argentina. Buenos Aires: Asociacion Argentina de
Microbiologia.

Butarelli, A. C. D. A. (2022). Perfil taxonémico e funcional de microrganismos
metanotréficos em regides de exsudacdo de metano do Atlantico Sudoeste
(Doctoral dissertation, Universidade de Séo Paulo).

Carrion, V. J., Perez-Jaramillo, J., Cordovez, V., Tracanna, V., De Hollander, M.,
Ruiz-Buck, D., ... e Raaijmakers, J. M. (2019). Pathogen-induced activation of
disease-suppressive functions in the endophytic root microbiome. Science,
366(6465), 606-612. DOI: 10.1126/science.aaw9285.


https://doi.org/10.1038/nmeth.3176
https://doi.org/10.1038/nmeth.3176

66

Castro, J. (1965). Geopolitica da Fome: ensaio sobre os problemas de
alimentacdo e de populagdo. 7a. edicdo revista e aumentada. Prefacios de Pearl
S. Buck, Lord John Boyd Orr e Max Sorre. S&o Paulo: Editora Brasiliense.

Chaudhary, P., Khati, P., Chaudhary, A., Maithani, D., Kumar, G., e Sharma, A.
(2021). Cultivable and metagenomic approach to study the combined impact of
nanogypsum and Pseudomonas taiwanensis on maize plant health and its
rhizospheric microbiome. PloS one, 16(4), e0250574. DOI:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0250574

Clemens, S. (2022). The cell biology of zinc. Journal of Experimental Botany,
73(6), 1688-1698. DOI: https://doi-
org.ez87.periodicos.capes.gov.br/10.1093/jxb/erab481

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB). Conab realiza pesquisa de
campo sobre cana-de-acucar. July, 2022. Available at:
https://www.conab.gov.br/ultimas-noticias/4688-conab-realiza-pesquisa-de-campo-
sobre-cana-de
acucar#.~:text=Entre%200s%20maiores%20estados%20produtores,%2C03%20milh
%C3% 5es%20de%?20toneladas). Accessed on: November 18, 2023.

Cardenas-Alegria, O. V., Dantas, C. W. D., Lobato, E. M. S. G., Silva, S. P. D.,
Moraes, C. d. S., Cruz, A. C. R, ... e Carneiro, A. R. (2022). Influence of soil
management for soybean production under microbial diversity in amazon soils.
Frontiers in Environmental Science, 10.

Centeno, L. N., Guevara, M. D. F., Cecconello, S. T., de Sousa, R. O., e Timm, L. C.
(2017). Textura do solo: conceitos e aplicagbes em solos arenosos. Revista
Brasileira de Engenharia e Sustentabilidade, 4(1), 31-37. DOL
https://doi.org/10.15210/rbes.v4i1.11576

Chaumeil, P. A., Mussig, A. J., Hugenholtz, P., e Parks, D. H. (2020). GTDB-Tk: a
toolkit to classify genomes with the Genome Taxonomy Database. DOI.
10.1093/bioinformatica/btz848

Chen, G. L., Zheng, F. J., Lin, B, Lao, S. B., He, J., Huang, Z., ... e Verma, K. K.
(2020). Phenolic and volatile compounds in the production of sugarcane vinegar.
ACS omega, 5(47), 30587-30595. DOI: 10.1021/acsomega.0c04524

Chhetri, G., Kim, I., Kang, M., So, Y., Kim, J., e Seo, T. (2022). An isolated
Arthrobacter sp. enhances rice (Oryza sativa L.) plant growth. Microorganisms,
10(6), 1187. DOI: https://doi.org/10.3390/microorganisms10061187


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0250574
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0250574
https://doi.org/10.3390/microorganisms10061187
https://doi.org/10.3390/microorganisms10061187

67

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB). Conab realiza pesquisa de
campo sobre cana-de-acucar. July, 2022. Available at:
https://www.conab.gov.br/ultimas-noticias/4688-conab-realiza-pesquisa-de-campo-
sobre-cana-

de acucar#:.~:text=Entre%200s%20maiores%20estados%20produtores,%2C03%20
milh%C3% 5es%20de%20toneladas). Accessed on: November 18, 2023.

Crombie, A. T., Larke-Mejia, N. L., Emery, H. S., Dawson, R. A., Pratscher, J.,
Murphy, G. P., ... e Murrell, J. C. (2018). Poplar phyllosphere harbors disparate
isoprene-degrading bacteria. Proceedings of the National Academy of Sciences,
115(51), 13081-13086. DOI: https://doi.org/10.1073/pnas.1812668115

de Alcantara, R. M. C. M., de Sousa, T. S., Peres, T. D. L., Oliveira, A. D. S., da
Silva, E. A., e Costa, P. M. (2021). Parametros morfolégicos e produtivos da
cultura do milho inoculado com bactérias promotoras de crescimento vegetal
em Teresina, Pl.

de Carvalho, B. S., e Reis, J. M. R. (2023). Inoculagéo e coinoculacdo de bactérias
promotoras de crescimento na cultura da soja. Anais do COMEIA, 14, 70-70.

De Boer, W., e Kowalchuk, G. A. (2001). Nitrification in acid soils: micro-organisms
and mechanisms. Soil Biology and Biochemistry, 33(7-8), 853-866. DOI:
https://doi.org/10.1016/S0038-0717(00)00247-9

DeBruyn, J. M., Nixon, L. T., Fawaz, M. N., Johnson, A. M., e Radosevich, M.
(2011). Global biogeography and quantitative seasonal dynamics of
Gemmatimonadetes in soil. Applied and environmental microbiology, 77(17),
6295-6300. DOI: 10.1128/AEM.05005-11

de Souza, L. C. C., dos Santos Hara, F. A., Vendruscolo, J., Inacio, A. C. F., e Silva,
M. S. (2021). Caracterizacao morfofisiolégica de isolados de rizdbios provenientes
de solos acidos da Amazbdnia Central. Revista Ibero-Americana de Ciéncias
Ambientais, 12(4), 21-34.

Donagema, G., Campos, D. D., e Calderano, S. T. (2011). WG; VIANA, JHM
(Org.). Manual de métodos de andlise de solos.

Dong, W., e Song, Y. (2020). The Significance of Flavonoids in the Process of
Biological Nitrogen Fixation. Interntional Journal of Molecular Sciences, 21(16)

dos Santos, P. C. D. O., Landgraf, P. R. C., e Florentino, L. A. (2024). Avaliacdo in
vitro de bactérias promotoras de crescimento vegetal isoladas da orquidea cimbidio.
Ornamental Horticulture, 30, 1-6.


https://doi.org/10.1073/pnas.1812668115
https://doi.org/10.1073/pnas.1812668115

68

Du, E., Terrer, C., Pellegrini, A. F., Ahlstrém, A., van Lissa, C. J., Zhao, X., ... e
Jackson, R. B. (2020). Global patterns of terrestrial nitrogen and phosphorus
limitation. Nature Geoscience, 13(3), 221-226. DOI: https://doi.org/10.1038/s41561-
019-0530-4

Duque, A. P, et. al., (2018). Propriedades cardioprotetoras do alho (Allium sativum).
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, 20(2018), 63—74.

Egan, A., e Kakouli-Duarte, T. (2022). Observations on the interaction between plant
growth-promoting bacteria and the root-knot nematode Meloidogyne javanica.
MicrobiologyOpen, 11, el319. https://doi.org/10.1002/mbo3.1319

Elias, J. M., Guerrero-Molina, M. F., Martinez-Zamora, M. G., Diaz-Ricci, J. C., e
Pedraza, R. O. (2018). Role of ethylene and related gene expression in the
interaction between strawberry plants and the plant growth-promoting bacterium
Azospirillum brasilense. Plant biology (Stuttgart, Germany), 20(3), 490-496.
https://doi.org/10.1111/plb.12697

Erisman, J. W., Galloway, J. N., Seitzinger, S., Bleeker, A., Dise, N. B., Petrescu, A.
M. R., ... Erisman, J. W. (2013). Consequences of human modification of the global
nitrogen cycle. Phil Trans R Soc B 368: 20130116.
http://dx.doi.org/10.1098/rstb.2013.0116

Faostat. food and agriculture organization corporate statistical database.
Available at: http://www.fao.org/faostat/en/. Accessed on: November 20, 2023.

Feechan, A., Kwon, E., Yun, B. W., Wang, Y., Pallas, J. A., e Loake, G. J. (2005). A
central role for S-nitrosothiols in plant disease resistance. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 102(22), 8054-8059. DOI:
https://doi.org/10.1073/pnas.0501456102

Feng, Y., Cui, X., He, S., Dong, G., Chen, M., Wang, J., e Lin, X. (2013). The role of
metal nanoparticles in influencing arbuscular mycorrhizal fungi effects on plant
growth. Environmental science e technology, 47(16), 9496-9504.

Fibach-Paldi, S., Burdman, S., e Okon, Y. (2012). Key physiological properties
contributing to rhizosphere adaptation and plant growth promotion abilities of
Azospirilum  brasilense. FEMS microbiology letters, 326(2), 99-108.



69

https://doi.org/10.1111/].1574-6968.2011.02407 .x

Fierer, N., e Jackson, R. B. (2006). The diversity and biogeography of soil bacterial
communities. Proceedings of the National Academy of Sciences, 103(3), 626-
631. DOI: https://doi-org.ez87.periodicos.capes.gov.br/10.1073/pnas.0507535103

Friedman, J., e Alm, E. J. (2012). Inferring correlation networks from genomic survey
data. Karaoz, U., e Brodie, E. L. (2022). microTrait: a toolset for a trait-based
representation of microbial genomes. Frontiers in Bioinformatics, 2, 918853.

Fuentes-Ramirez, L., e Caballero-Mellado, J. (2005). PGPR: biocontrol and
biofertilization. Siddiqui (ed.), 143-172.

Galloway, J. N., Dentener, F. J., Capone, D. G., Boyer, E. W., Howarth, R. W.,
Seitzinger, S. P., ... Vo, C. J. (2004). Nitrogen cycles: past , present , and future.
Biogeochemistry. 70: 153-226.

Gao, J., Lv, J., Wu, H., Dai, Y., e Nasir, M. (2018). Impacts of wheat straw addition
on dissolved organic matter characteristics in cadmium-contaminated soils: insights
from fluorescence spectroscopy and environmental implications. Chemosphere,
193, 1027-1035. DOI: https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2017.11.112

Gkikas, F. 1., Tako, A., Gkizi, D., Lagogianni, C., Markakis, E. A., e Tjamos, S. E.
(2021). Paenibacillus alvei K165 and Fusarium oxysporum F2: Potential biocontrol
agents against Phaeomoniella chlamydospora in grapevines. Plants, 10(2), 207.

Gkizi, D., Gonzalez Gil, A., Pardal, A. J., Piquerez, S. J., Sergaki, C., Ntoukakis, V.,
e Tjamos, S. E. (2021). The bacterial biocontrol agent Paenibacillus alvei K165
confers inherited resistance to Verticilium dahliae. Journal of experimental
botany, 72(12), 4565-4576.

Glick BR. Plant Growth-Promoting Bacteria: mechanisms and applications.
Hindawi Publishing Corporation, Scientifica. 2012.
https://doi.org/10.6064/2012/963401

Gruber, N., e Galloway, J. N. (2008). An Earth-system perspective of the global
nitrogen cycle. Nature, 451(January), 10-13. https://doi.org/10.1038/nature06592



70

Guimaréaes, V. F., Klein, J., e Klein, D. K. (2023). Promog¢édo de crescimento e
solubilizacdo de fosfato na cultura da soja: coinoculacdo de sementes com
Bradyrhizobium japonicum e Pseudomonas fluorescens. DELOS: Desarrollo Local
Sostenible, 16(46), 2164-2199.

Gulati, A., Vyas, P., Rahi, P., e Kasana, R. C. (2009). Plant growth-promoting and
rhizosphere-competent Acinetobacter rhizosphaerae strain BIHB 723 from the cold
deserts of the Himalayas. Current microbiology, 58(4), 371-377.

Gurevich, A., Saveliev, V., Vyahhi, N., e Tesler, G. (2013). QUAST: quality
assessment tool for genome assemblies. Bioinformatics, 29(8), 1072-1075. DOI:
10.1093/bioinformatica/btt086

Howarth, R. W., Cowling, E. B., e Cosby, B. J. (2003). The Nitrogen Cascade.
BioScience, 53(4), 341-356.

Huang, H., Wang, S., Lv, J., Xu, X., e Zhang, S. (2016). Influences of artificial root
exudate components on the behaviors of bde-28 and bde-47 in soils: desorption,
availability, and biodegradation. Environmental Science and Pollution Research,
23(8), 7702-7711. DOLl: https://doi.org/10.1007/s11356-015-6025-y

Haber, L. L. et al., Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA.
Horticultura em Mocambique: caracteristicas, tecnologias de producédo e de
pés-colheita. 2015. Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-de-publicacoes/-
/publicacao/1029218/horticultura-em-mocambique-caracteristicas-tecnologias-de-

producao-e-de-pos-colheita. Acesso em: 12 de janeiro de 2023.

Hartman, A.; baldani, J. I. The genus Azospirillum. In: DWORKIN, M.; FLAKNOW,
S.; ROSEMBERG, E.; SCHLEIFER, K-H.; STACKERBRANDT, E.; (Ed.). The
Prokaryotes. 3. ed. New York : Springer, v. 5; p. 115-140.

He, Y., Hou, L., Wang, H., Hu, K., e McConkey, B. (2014). A modelling approach to
evaluate the long-term effect of soil texture on spring wheat productivity under a rain-
fed condition. Scientific reports, 4(1), 5736. DOI: https://doi.org/10.1038/srep05736

Hou, S. L., Yin, J. X, Sistla, S., Yang, J. J., Sun, Y., Li, Y. Y., ... e Han, X. G. (2017).
Long-term mowing did not alter the impacts of nitrogen deposition on litter quality in
a temperate steppe. Ecological Engineering, 102, 404-410. DOI:


https://doi.org/10.1007/s11356-015-6025-y
https://doi.org/10.1007/s11356-015-6025-y

71

https://doi.org/10.1016/j.ecoleng.2017.02.057

Hucker G. J. (1921). A New Modification and Application of the Gram Stain. Journal
of bacteriology, 6(4), 395-397. https://doi.org/10.1128/jb.6.4.395-397.1921
Hungria, M., Campo, RJ, Souza, EM, e Pedrosa, FO (2010). Inoculagcdo com cepas
selecionadas de Azospirillum brasilense e A. lipoferum melhora a produtividade de
milho e trigo no Brasil. Planta e solo , 331 (1), 413-425.

Hussain, J., Wei, X., Xue-Gang, L., Shah, S. R. U., Aslam, M., Ahmed, 1., ... e Azam,
T. (2021). Garlic (Allium sativum) based interplanting alters the heavy metals
absorption and bacterial diversity in neighboring plants. Scientific Reports, 11(1),
5833. DOI: 10.1038/s41598-021-85269-4

Id, A. B., Endres, M. G., Sergeev, R. A., Jonchhe, A., Macaluso, M., Narayan, R., ...
Lakhani, K. R. (2019). Advancing computational biology and bioinformatics research
through open innovation competitions. PLoS ONE, 14(9), 1-17.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0222165

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE. Levantamento Sistematico
da Producdo Agricola — Estatistica de Produgcdo Agricola. Outubro, 2024.
Disponivel em: https://agenciadenoticias.ibge.gov.br/agencia-sala-de-
imprensa/2013-agencia-de-noticias/releases/41594-em-setembro-ibge-preve-safra-
de-295-1-milhoes-de-toneladas-para-
2024#:.~:text=Em%20setembro%2C%20a%20produ%C3%A7%C3%A30%20de,1%?2
C2%20milh%C3%A30%20de%?20toneladas.

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE. Garlic production. December,
2021. Available at: https://www.ibge.gov.br/explica/producao-agropecuaria/alho/br.
Accessed on: November 22, 2023.

Inui, R. N.; Kishi, Takeshi, L.; Picchi, S. C.; Barbosa, J. C., Lemos, M. T. O
Marcondes, Jackson. Lemos, Eliana. G. M. Phosphorus solubilizing and iaa
production activities in plant growth promoting rhizobacteria from Brazilian soils
under sugarcane cultivation. ARPN. Journal of Engineering and Applied
Sciences. VOL. 7, NO. 11, NOVEMBER 2012.

Jiang, Y., Song, Y., Jiang, C., Li, X., Liu, T., Wang, J., ... e Gao, J. (2022).
Identification and characterization of Arthrobacter nicotinovorans JI39, a novel plant
growth-promoting rhizobacteria strain from Panax ginseng. Frontiers in Plant
Science, 13, 873621. DOI: Volume 13 - 2022 |
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.873621


https://doi.org/10.3389/fpls.2022.873621
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.873621

72

J.AM.de Souza, L.M.Carrareto Alves, A.d.M.Varani, E.G.d.M.Lemos.The
family Bradyrhizobiaceae.E. Rosenberg, E. DeLong, S. Lory, E. Stackebrandt, F.
Thompson (Eds.), The Prokaryotes, Spriger, Berlin/ Heidelberg (2014), pp. 135-
150.

Janssen, R., e Rutz, D. D. (2011). Sustainability of biofuels in Latin America : Risks
and opportunities. Energy Policy, 39(10), 5717-5725.
https://doi.org/10.1016/j.enpol.2011.01.047

Junior, 1. d. A. M., Matos, G. F. d., Freitas, K. M. d., Jesus, E. d. C., e Rouws, L. F.
M. (2019). Occurrence of diverse bradyrhizobium spp. in roots and rhizospheres of
two commercial brazilian sugarcane cultivars. Brazilian Journal of Microbiology,
50(3), 759-767. https://doi.org/10.1007/s42770-019-00090-6

Khan, M. A., Ding, X., Khan, S., Brusseau, M. L., Khan, A., e Nawab, J. (2018). The
influence of various organic amendments on the bioavailability and plant uptake of
cadmium present in mine-degraded soil. Science of the total environment, 636,
810-817. DOLl: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2018.04.299

Khan, A., Jiang, H., Bu, J., Adnan, M., Gillani, S. W., Hussain, M. A., e Zhang, M.
(2022). Untangling the Rhizosphere bacterial community composition and response
of soil physiochemical properties to different nitrogen applications in sugarcane field.
Frontiers in Microbiology, 13, 856078. DOI:
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.856078

Kirkby, E. A. (2023). Introduction, definition, and classification of nutrients. In: Z
Rengel, | Cakmak, PJ White, eds. Marschner's mineral nutrition of plants, 4th ed.
London, UK: Academic

Kroh, G. E., e Pilon, M. (2020). Regulation of iron homeostasis and use in
chloroplasts. International Journal of Molecular Sciences, 21(9), 3395. DOI:
https://doi.org/10.3390/ijms21093395

Kuster, E.; Williams, S.T. Selection of media for isolation of Streptomycetes. Nature,
London, V. 202, p. 607-617, 1997.

Lally, R. D., Galbally, P., Moreira, A. S., Spink, J., Ryan, D., Germaine, K. J., e
Dowling, D. N. (2017). Application of endophytic Pseudomonas fluorescens and a
bacterial consortium to Brassica napus can increase plant height and biomass under
greenhouse and field conditions. Frontiers in plant science, 8, 2193.


https://doi.org/10.1007/s42770-019-00090-6
https://doi.org/10.1007/s42770-019-00090-6
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.856078
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.856078

73

Lemos, L. N. (2019). Integrative and in silico modeling of multi-omics data of
Archaea and Bacteria phyla in Amazon soils.

Li, D., Liu, C. M., Luo, R., Sadakane, K., e Lam, T. W. (2015). MEGAHIT: an ultra-
fast single-node solution for large and complex metagenomics assembly via succinct
de Bruijn graph. Bioinformatics, 31(10), 1674-1676. DOI:
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btv033

(@ Li, H., e Durbin, R. (2009). Fast and accurate short read alignment with
Burrows-Wheeler transform. Bioinformatics, 25(14), 1754-1760.

(b)  Li, H., Handsaker, B., Wysoker, A., Fennell, T., Ruan, J., Homer, N., Marth,
G., Abecasis, G., e Durbin, R.; 1000 Genome Project Data Processing Subgroup.
(2009). The Sequence Alignment/Map format and SAMtools. Bioinformatics,
25(16), 2078-2079. DOI:10.1093/bioinformatics/btp352

List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature - LPSN. Genus
Pseudomonas. Disponivel em: https://lpsn.dsmz.de/genus/pseudomonas. Acesso
em: 17 de janeiro de 2023.

List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature - LPSN. Genus
Azospirullim. Disponivel em: https://Ipsn.dsmz.de/search?word=azospirillum.
Acesso em: 17 de janeiro de 2023.

Lilay, G. H., Thiébaut, N., du Mee, D., Assunc¢ao, A. G., Schjoerring, J. K., Husted,
S., e Persson, D. P. (2024). Linking the key physiological functions of essential
micronutrients to their deficiency symptoms in plants. New Phytologist, 242(3), 881-
902.

Liu, C., Cui, Y., Li, X., e Yao, M. (2021). microeco: an R package for data mining in
microbial community ecology. FEMS microbiology ecology, 97(2), fiaa255. DOI:
10.1093/femsec/fiaa255

Liu, J., He, X., Sun, J., e Ma, Y. (2021). A degeneration gradient of poplar trees
contributes to the taxonomic, functional, and resistome diversity of bacterial
communities in rhizosphere soils. International Journal of Molecular Sciences,
22(7), 3438. DOI: https://doi.org/10.3390/ijms22073438

Liu, Y., Zeng, H., Ding, S., Hu, Z., Tie, B., e Luo, S. (2025). A new insight into the
straw decomposition associated with minerals: Promoting straw humification and Cd
immobilization. Journal of Environmental Sciences, 148, 553-566. DOI:


https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btv033
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btv033
https://doi.org/10.3390/ijms22073438
https://doi.org/10.3390/ijms22073438

74

https://doi.org/10.1016/j.jes.2024.01.052

Long, S., Xie, W., Zhao, W., Liu, D., Wang, P., e Zhao, L. (2024). Effects of acid and
aluminum stress on seed germination and physiological characteristics of seedling
growth in Sophora davidii. Plant Signaling e Behavior, 19(1), 2328891. DOI:
https://doi-org.ez87.periodicos.capes.gov.br/10.1080/15592324.2024.2328891

Ma, Y., Shen, S., Wan, C., Wang, S., Yang, F., Zhang, K., e Gao, W. (2023).
Organic fertilizer substitution over six years improves the productivity of garlic,
bacterial diversity, and microbial communities network complexity. Applied Soil
Ecology, 182, 104718. DOI: 10.1016/j.aps0il.2022.104718

Mattila, T. J., e Rajala, J. (2022). Estimating cation exchange capacity from
agronomic soil tests: Comparing Mehlich-3 and ammonium acetate sum of cations.
Soil Science Society of America Journal, 86(1), 47-50. DOI:
https://doi.org/10.1002/saj2.20340

Manhaes, C. M. C., e Francelino, F. M. A. (2013). biota do solo e suas relacdes
ecoldgicas com o sistema radicular. Nucleus (16786602), 10(2).

Manual de métodos de analise de solos / organizadores, Guilherme Kangussu
Donagema... [et al.]. — Dados eletrdnicos. — Rio de Janeiro : Embrapa Solos, 2011.
230 p. - (Documentos / Embrapa Solos, ISSN 1517-2627 ; 132).

Mao, X., Cai, T., Olyarchuk, J. G., e Wei, L. (2005). Automated genome annotation
and pathway identification using the KEGG Orthology (KO) as a controlled
vocabulary. Bioinformatics, 21(19), 3787-3793. DOI: 10.1093/bioinforméatica/bti430

Maret, W., e Li, Y. (2009). Coordination dynamics of zinc in proteins. Chemical
reviews, 109(10), 4682-4707. DOI: https://doi-
org.ez87.periodicos.capes.gov.br/10.1021/cr800556u

Meena, K. K., Bitla, U. M., Sorty, A. M., Singh, D. P., Gupta, V. K., Wakchaure, G.,

. € Kumar, S. (2020). Mitigation of salinity stress in wheat seedlings due to the
application of phytohormone-rich culture filtrate extract of methylotrophic
actinobacterium nocardioides sp. nimme6. Frontiers in Microbiology, 11.

Menzel, P., Ng, K. L., e Krogh, A. (2016). Fast and sensitive taxonomic classification
for metagenomics with Kaiju. Nature communications, 7(1), 11257.



75

Mladkova, P., Mladek, J., Hejduk, S., Hejcman, M., e Pakeman, R. J. (2018).
Calcium plus magnesium indicates digestibility: the significance of the second major
axis of plant chemical variation for ecological processes. Ecology letters, 21(6),
885-895. DOLl: https://doi.org/10.1111/ele.12956

Mohammad, M., Badaluddin, N. A., Khandaker, M. M., e Asri, E. A. (2023). Potential
of Bacillus toyonensis and Paenibacillus alvei as Plant Growth Promoter on Melon
Manis Terengganu (MMT). Basrah Journal of Agricultural Sciences, 36(2), 109-
120.

Montgomery, K., Williams, T. J., Brettle, M., Berengut, J. F., Ray, A. E., Zhang, E., ...
e Ferrari, B. C. (2021). Persistence and resistance: survival mechanisms of
Candidatus Dormibacterota from nutrient-poor Antarctic soils. Environmental
Microbiology, 23(8), 4276-4294.

Nahas, E., Delfino, J. H., e Assis, L. C. (1997). Atividade microbiana e propriedades
bioquimicas do solo resultantes da aplicacdo de gesso agricola na cultura do
repolho. Scientia Agricola, 54, 160-166.

Nguyen, T. T., e Marschner, P. (2016). Soil respiration, microbial biomass and
nutrient availability in soil after repeated addition of low and high C/N plant residues.
Biology and fertility of soils, 52, 165-176. DOI: https://doi.org/10.1007/s00374-
015-1063-7

Niu, G., Wang, R., Zhou, H., Yang, J., Lu, X., Han, X., e Huang, J. (2023). Nitrogen
addition and mowing had only weak interactive effects on macronutrients in plant-soil
systems of a typical steppe in Inner Mongolia. Journal of Environmental
Management, 347, 119121. DOI: https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2023.119121

Nicol, G. W., Leininger, S., Schleper, C., e Prosser, J. I. (2008). The influence of soil
pH on the diversity, abundance and transcriptional activity of ammonia oxidizing
archaea and bacteria. Environmental microbiology, 10(11), 2966-2978. DOI:
https://doi.org/10.1111/].1462-2920.2008.01701

Nosko, P.; Bliss, L. C.; Cook, F. D. The association of free-living nitrogen-fixing
bacteria with the roots of high Arctic graminoids. Arctic and Alpine Research, v. 26,
p.180-186, 1994.

Olander, L. P., e Vitousek, P. M. (2000). Regulation of soil phosphatase and
chitinase activitypy N and P availability. Biogeochemistry, 49, 175-191. DOI:



76

https://doi.org/10.1023/A:1006316117817

Olanrewaju, O. S., e Babalola, O. O. (2019). Streptomyces: implications and
interactions in plant growth promotion. Applied microbiology and biotechnology,
103, 1179-1188. DOI: 10.1007/s00253-018-09577-y

Olm, M. R., Brown, C. T., Brooks, B., e Banfield, J. F. (2017). dRep: a tool for fast
and accurate genomic comparisons that enables improved genome recovery from
metagenomes through de-replication. The ISME journal, 11(12), 2864-2868. DOI:
https://doi.org/10.1038/ismej.2017.1

Ormefio-orrillo, E., e Martinez-romero, E. (2019). A Genomotaxonomy View of the
Bradyrhizobium  Genus. Frontiers in  Microbiology, 10(June), 1-13.
https://doi.org/10.3389/fmich.2019.01334.

Oteino, N., Lally, R. D., Kiwanuka, S., Lloyd, A., Ryan, D., Germaine, K. J., e
Dowling, D. N. (2015). Plant growth promotion induced by phosphate solubilizing
endophytic Pseudomonas isolates. Frontiers in microbiology, 6, 745. DOI:
10.3389/fmicbh.2015.00745

Overbeek, R., Olson, R., Pusch, G. D., Olsen, G. J., Davis, J. J., Disz, T., ... e
Stevens, R. (2014). The SEED and the Rapid Annotation of microbial genomes
using Subsystems Technology (RAST). Nucleic acids research, 42(D1), D206-
D214. DOI: 10.1093/nar/gkt1226

Parejo-Moruno, F. M.; Rangel-Preciado, J. F.; Cruz-Hidalgo, E. La insercién de
China en el mercado internacional del ajo — un analisis descriptivo 1960-2014.
Economia Agraria y Recursos Naturales, v. 20, n. 1, pp. 77-101, 2020.

Parks, D. H., Imelfort, M., Skennerton, C. T., Hugenholtz, P., e Tyson, G. W. (2015).
CheckM: assessing the quality of microbial genomes recovered from isolates, single
cells, and metagenomes. Genome research, 25(7), 1043-1055. DOI:
10.1101/gr.186072.114

Peixoto, E. M. A. (1997). Nitrogénio. Quimica Nova Na Escola, 6, 1.

Peng, Z., Yang, Y., Liu, Y., Bu, L., Qi, J.,, Gao, H., ... e Jiao, S. (2023). The
neglected roles of adjacent natural ecosystems in maintaining bacterial diversity in
agroecosystems. Global Change Biology, 30(2). DOl:
https://doi.org/10.1111/gcb.16996


https://doi.org/10.1038/ismej.2017.1
https://doi.org/10.1038/ismej.2017.1
https://doi.org/10.1111/gcb.16996
https://doi.org/10.1111/gcb.16996

77

Petriglieri, F., Kondrotaite, Z., Singleton, C., Nierychlo, M., Dueholm, M. K., e
Nielsen, P. H. (2023). A comprehensive overview of the Chloroflexota community in
wastewater treatment plants worldwide. Msystems, 8(6), e00667-23.

Praga L. B. et. al., (2012). Endophytic colonization by Brazilian strains of Bacillus
thuringiensis on cabbage seedlings grown in vitro. Bt Res. 3:11-19.
Qi, J., Aiuchi, D., Tani, M., Asano, S| e Koike, M. (2016). Potencial de Bacillus
thuringiensis entomopatogénico como rizobactéria promotora do crescimento
vegetal e agente de controle biolégico da murcha de fusério do tomateiro. Int J
Environ Agric Res, 2 (6), 55-63.

Pu, T., Liu, J., Jiang, D., Qian, J., Zhou, Z., Xia, C., ... e Duan, B. (2022). Microbial
community diversity and function analysis of Aconitum carmichaelii debeaux in
rhizosphere soil of farmlands in southwest china. Frontiers in Microbiology, 13.
DOl: https://doi.org/10.3389/fmich.2022.1055638

Raij, B. van; Andrade, J.C. de; Cantarella, H.; Quaggio, J.A. Analise Quimica para
Avaliacdo da Fertilidade de Solos Tropicais. Campinas, Instituto Agronémico,
285p. 2001.

Ramos, P. D. P., Melloni, R., Silva, N. L. P., Melloni, E. G. P., Ferreira, G. M. D. R,,
Silva, L. F. D. O. D., e Silva, T. A. C. D. (2021). Isolamento, caracterizacdo de
rizobactérias e analise da producdo de acido indolacético visando ao enraizamento
de estacas de oliveira (Olea europaea L.). Ciencia Florestal, 31(4), 1612-1630.

Ramos, R. F., Sobucki, L., Rohrig, B., Ludwig, J., e Daroit, D. J. (2018). Diversidade
funcional de bactérias isoladas de solos rizosférico e nao rizosférico em cultura de
milho. Revista de Ciéncias Agroveterinarias, 17(3), 417-427.

Ramos, M. L. G., Meneghin, M. F. S., Pedroso, C., Guimaraes, C. M., e KONRAD,
M. D. F. (2012). Efeito dos sistemas de manejo e plantio sobre a densidade de
grupos funcionais de microrganismos, em solo de cerrado.

Rangseekaew, P., Barros-Rodriguez, A., Pathom-aree, W., e Manzanera, M. (2021).
Deep-sea actinobacteria mitigate salinity stress in tomato seedlings and their
biosafety testing. Plants, 10(8), 1687. DOI: https://doi.org/10.3390/plants10081687

Rangel, L. I., Henkels, M. D., Shaffer, B. T., Walker, F. L., Davis, E. W., Stockwell, V.
O., ... e Loper, J. E. (2016). Characterization of toxin complex gene clusters and


https://doi.org/10.3390/plants10081687
https://doi.org/10.3390/plants10081687

78

insect toxicity of bacteria representing four subgroups of Pseudomonas fluorescens.
PloS one, 11(8), e0161120.

Reis, V. M.; Pedraza, R. O.; Teixeira, K. R. dos S. Repositorio de Informacéo
Tecnologica da Embrapa — EMBRAPA. O género Azospirillum: diversidade e

relacéo filogenética das espécies. 2010. Disponivel em:
https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/84635/1/DOC273-10.pdf.
Acesso em: 17 de janeiro de 2023.

Reis, C. R. G., Pacheco, F. S., Reed, S. C., Tejada, G., Nardoto, G. B., Forti, M. C.,
e Ometto, J. P. (2020). Science of the Total Environment Biological nitrogen fixation
across major biomes in Latin America : Patterns and global change effects. Science
of the Total Environment, 746(2020), 140998.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.140998

Resende, F. V. Repositorio de Informacdo Tecnoldgica da Embrapa - EMBRAPA.
Desafios da producao e inovac0des tecnoldgicas para cultura do alho no Brasil.

2018. Disponivel em:
http://lwww.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/handle/doc/1100347. Acesso em: 12
de janeiro de 2023.

Resende, F. V. (2018). Desafios da producdo e inovacdes tecnolbégicas para
cultura do alho no Brasil. Hortalicas em  Revista, 7(25), 16-17.

Rice, P., Longden, I., e Bleasby, A. (2000). EMBOSS: the European molecular
biology open software suite. Trends in genetics, 16(6), 276-277. DOI:
10.1016/s0168-9525(00)02024-2

Rocha, C.S. Desenvolvimento de Ferramentas de Bioinformatica para Andlises
de Expressdo Génica em Larga Escala. 2011. Tese (Doutorado em Fitopatologia
Médica) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2011. Disponivel em:
http://repositorio.unicamp.br/jspui/bitstream/REPOSIP/309731/1/Rocha_Cristianede
Souza_D.pdf. Acesso em: 15 de novembro de 2024.

Rodrigues, A. A., Aragjo, M. V. F., Soares, M. D. S., Oliveira, B. F. R. d., Sibov, S.
T., e Vieira, J. D. G. (2018). Isolation and screening for multi-trait plant growth
promoting actinobacteria from organic sugarcane rhizosphere. International
Journal of Microbiology Research, 10(5), 1193. DOI:

Romeiro, A. R. (1998). Meio ambiente e dindmica de inova¢des na agricultura.
Annablume Editora.


https://doi.org/10.9735/0975-5276.10.5.1193-1198
https://doi.org/10.9735/0975-5276.10.5.1193-1198

79

Rosenberg, E., e Gophna, U. (Eds.). (2011). Beneficial microorganisms in
multicellular  life  forms.  Springer  Science e  Business Media.

Sadeghi, M., Moezzi, A., Gholami, A., Babaeinejad, T., e Panahpour, E. (2021).
Investigating the effect of long-term sugarcane cultivation on some soil properties of
soils in karoun agro-industry unit, khuzestan province, iran. Tarim Bilimleri Dergisi,
9-15. DOl: https://doi.org/10.15832/ankutbd.570801

Sahu, B., Singh, J., Shankar, G., e Pradhan, A. (2018). Pseudomonas fluorescens
PGPR bacteria as well as biocontrol agent: A review. International Journal of
Chemical Studies, 6(2), 01-07.

Shahbaz, M., Kuzyakov, Y., Sanaullah, M., Heitkamp, F., Zelenev, V., Kumar, A., e
Blagodatskaya, E. (2017). Microbial decomposition of soil organic matter is mediated
by quality and quantity of crop residues: mechanisms and thresholds. Biology and
Fertility of Soils, 53, 287-301. DOI: https://doi.org/10.1007/s00374-016-1174-9

Sharma, A., Weindorf, D. C., Wang, D., e Chakraborty, S. (2015). Characterizing
soils via portable X-ray fluorescence spectrometer: 4. Cation exchange capacity
(CEC). Geoderma, 239, 130-134. DOl: https://doi-
org.ez87.periodicos.capes.gov.br/10.1016/j.geoderma.2014.10.001

Sentausa, E., e Fournier, P. (2013). Advantages and limitations of genomics in
prokaryotic taxonomy. Clinical Microbiology and Infection, 19(9), 790-795.
https://doi.org/10.1111/1469-0691.12181

Setubal, J.C. A origem e o sentido da bioinformatica. Com Ciéncia [internet].
Acesso em 16 de novembro de 2024. Disponivel em:
http://lwww.comciencia.br/reportagens/bioinformatica/bio10.shtml

Schneijderberg, M., Schmitz, L., Cheng, X., Polman, S., Franken, C., Geurts, R., ...
e Bisseling, T. (2018). A genetically and functionally diverse group of non-
diazotrophic bradyrhizobium spp. colonizes the root endophytic compartment of
Arabidopsis thaliana. BMC Plant Biology, 18(1).

Schmidt, S. B., e Husted, S. (2019). The biochemical properties of manganese in
plants. Plants, 8(10), 381. DOI: https://doi.org/10.3390/plants8100381

Shao, S., Chen, M., Liu, W., Hu, X., Wang, E. T., Yu, S., ... e Li, Y. (2020). Long-
term monoculture reduces the symbiotic rhizobial biodiversity of peanut. Systematic
and Applied Microbiology, 43(5), 126101. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.syapm.2020.126101


https://doi.org/10.15832/ankutbd.570801
https://doi.org/10.15832/ankutbd.570801
https://doi.org/10.1016/j.syapm.2020.126101
https://doi.org/10.1016/j.syapm.2020.126101

80

Sharan, A., Darmwal, N. S., e Gaur, R. (2008). Xanthomonas campestris, a novel
stress tolerant, phosphate-solubilizing bacterial strain from saline—alkali soils. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, 24(6), 753-759.

Sheng, H., Jiang, Y., Rahmati, M., Chia, J. C., Dokuchayeva, T., Kavulych, Y., ... e
Vatamaniuk, O. K. (2021). YSL3-mediated copper distribution is required for fertility,
seed size and protein accumulation in Brachypodium. Plant Physiology, 186(1),
655-676. DOI: https://doi-org.ez87.periodicos.capes.gov.br/10.1093/plphys/kiab054

Silva, G. G. Z., Green, K. T., Dutilh, B. E., e Edwards, R. A. (2016). SUPER-FOCUS:
a tool for agile functional analysis of shotgun metagenomic data. Bioinformatics,
32(3), 354-361. DOI: 10.1093/bioinformética/btv584

Simonin, M., e Richaume, A. (2015). Impact of engineered nanoparticles on the
activity, abundance, and diversity of soil microbial communities: a review.
Environmental Science and Pollution Research, 22(18), 13710-13723. DOI:
https://doi.org/10.1007/s11356-015-4171-x

Soares, W. L., e Porto, M. F. (2007). Atividade agricola e externalidade ambiental:
uma analise a partir do uso de agrotoxicos no cerrado brasileiro. Ciéncia e Saude
Coletiva, 12, 131-143.

Soltis, D. E., Soltis, P. S., Morgant, D. R., Swensent, S. M., Mullin, B. C., Dowdi, J.
M., e li, P. G. M. (1995). Chloroplast gene sequence data suggest a single origin of
the predisposition for symbiotic nitrogen fixation in angiosperms. Evolution,
92(March), 2647-2651.

Souza, R. M. D. (2022). Coinoculacéo de alho com Azospirillum brasilense e
Pseudomonas fluorescens.

Sun, S. L., Yang, W. L., Fang, W. W., Zhao, Y. X., Guo, L., e Dai, Y. J. (2018). The
plant growth-promoting rhizobacterium Variovorax boronicumulans CGMCC 4969
regulates the level of indole-3-acetic acid synthesized from indole-3-acetonitrile.
Applied and environmental microbiology, 84(16), e00298-18. DOI:
10.1128/AEM.00298-18


https://doi.org/10.1007/s11356-015-4171-x
https://doi.org/10.1007/s11356-015-4171-x

81

Tayyab, M., Yang, Z., Zhang, C., Islam, W., Lin, W., e Zhang, H. (2021). Sugarcane
monoculture drives microbial community composition, activity and abundance of
agricultural-related microorganisms. Environmental Science and Pollution
Research, 28, 48080-48096. DOI: 10.1007/s11356-021-14033-y

Tg, N. (1999). Nitrogen in crop production : An account of global flows adds recycled
in organic up by harvested and Quantification of N losses from crop to 26-60.
GLOBAL BIOGEOCHEMICAL CYCLES, 13(2), 647-662.

Umezawa, K., Kojima, H., Kato, Y., e Fukui, M. (2020). Disproportionation of
inorganic sulfur compounds by a novel autotrophic bacterium belonging to
Nitrospirota. Systematic and Applied Microbiology, 43(5), 126110. DOI:
10.1016/j.syapm.2020.126110

Vaclav, S. (1988). Volume 75 Annals Number 1 of the Botanical Garden. Missouri
Botanical Garden, 75(1), 1-34.

Verma, K. K., Song, X. P., Yadav, G., Degu, H. D., Parvaiz, A., Singh, M., Huang, H.
R., Mustafa, G., Xu, L., e Li, Y. R. (2022). Impact of Agroclimatic Variables on
Proteogenomics in Sugar Cane (Saccharum spp.) Plant Productivity. ACS omega,
7(27), 22997-23008. DOI: https://doi.org/10.1021/acsomega.2c01395

Vessey, J. K. (2003). Plant growth promoting rhizobacteria as biofertilizers. Plant
and Soil, 255, 571-586.

Vessey, J. K., Pawlowski, K., e Bergman, B. (2004). Root-based N, -fixing
symbioses : Legumes , actinorhizal plants , Parasponia sp . and cycads. Plant and
Soil, 266, 205-230.

Viana, L. T., Bustamante, M. M. D. C., Molina, M., Pinto, A. D. S., Kisselle, K., Zepp,
R., e Burke, R. A. (2011). Microbial communities in Cerrado soils under native
vegetation subjected to prescribed fire and under pasture. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, 46, 1665-1672.

Vyas, P., e Kaur, R. (2021). Culturable endophytic Pseudomonas fluorescens Z1B4
isolated from Zanthoxylum alatum Roxb. with stress-tolerance and plant growth-
promoting potential. Biotechnologia, 102(3), 285-295.
https://doi.org/10.5114/bta.2021.108725.


https://doi.org/10.1021/acsomega.2c01395
https://doi.org/10.1021/acsomega.2c01395

82

Vyas, P., Joshi, R., Sharma, K. C., Rahi, P., Gulati, A., e Gulati, A. (2010). Cold-
adapted and rhizosphere-competent strain of Rahnella sp. with broad-spectrum plant
growth-promotion potential. Journal of Microbiology and Biotechnology, 20(12),
1724-1734.

Vyas, P., e Kaur, R. (2019). Culturable stress-tolerant plant growth-promoting
bacterial endophytes associated with Adhatoda vasica. Journal of Soil Science
and Plant Nutrition, 19(2), 290-298.

Wang, R., Zhang, H., Sun, L., Qi, G., Shu, C., e Zhao, X. (2017). Microbial
community composition is related to soil biological and chemical properties and
bacterial wilt outbreak. Scientific Reports, 7(1). https://doi.org/10.1038/s41598-017-
00472-6

Wang, H., Wang, Z., e Dong, X. (2019). Anatomical structures of fine roots of 91
vascular plant species from four groups in a temperate forest in northeast china.
Plos One, 14(5), e0215126. DOI: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215126

Wang, J., Li, M., Zhou, Q., e Zhang, T. (2023). Effects of continuous cropping jiashi
muskmelon on rhizosphere microbial community. Frontiers in Microbiology, 13.
DOl: https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.1086334

Wang, R., Zhang, H., Sun, L., Qi, G., Shu, C., e Zhao, X. (2017). Microbial
community composition is related to soil biological and chemical properties and
bacterial wilt outbreak. Scientific Reports, 7(1). https://doi.org/10.1038/s41598-017-
00472-6

Wang, Z., You, R., Han, H., Liu, W., Sun, F., e Zhu, S. (2024). Effective binning of
metagenomic contigs using contrastive multi-view representation learning. Nature
Communications, 15(1), 585. DOI: https://doi.org/10.1038/s41467-023-44290-z

Watson, J. DNA: The secret of life. Arrow Books. 2004.

Wickham, H., Chang, W., e Wickham, M. H. (2016). Package ‘ggplot2’. Create
elegant data visualisations using the grammar of graphics. Version, 2(1), 1-
189.

Wood, D. E., Lu, J., e Langmead, B. (2019). Improved metagenomic analysis with
Kraken 2. Genome biology, 20, 1-13. DOI: https://doi.org/10.1186/s13059-019-
1891-0


https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.1086334
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.1086334
https://doi.org/10.1038/s41467-023-44290-z
https://doi.org/10.1038/s41467-023-44290-z
https://doi.org/10.1186/s13059-019-1891-0
https://doi.org/10.1186/s13059-019-1891-0

83

Xue, C. X., Lin, H., Zhu, X. Y., Liu, J., Zhang, Y., Rowley, G., ... e Zhang, X. H.
(2021). DiTing: a pipeline to infer and compare biogeochemical pathways from
metagenomic and metatranscriptomic data. Frontiers in Microbiology, 12, 698286.

Yadav, R., e Pathak, G. S. (2016). Young consumers' intention towards buying green
products in a developing nation: Extending the theory of planned behavior. Journal
of cleaner production, 135, 732-739.

Young, C. C.; Hupfer, H.; Siering, C.; Ho, M.-J.; Arun, A. B.; Lai, W.-A.; Rekha, P. D;
Shen, F.-T.; Hung, M.-H.; Chen, W.-M.; Yassin, A. F. Azospirillum rugosum sp. nov.,
isolated from oil-contaminated soil. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, v. 58, p. 959-963, 2008.

Yu, Y., Zhou, Y., Janssens, |. A,, Deng, Y., He, X,, Liu, L., ... e Xiao, C. (2023).
Divergent rhizosphere and non-rhizosphere soil microbial structure and function in
long-term warmed steppe due to altered root exudation. Global Change Biology,
30(1). DOI: https://doi.org/10.1111/gcb.17111

Zaheer, M. S., Ali, H. H., Igbal, M. A, Erinle, K. O., Javed, T., Igbal, J., Hashmi, M. 1.
U., Mumtaz, M. Z., Salama, E. A. A., Kalaji, H. M., Wrobel, J., e Dessoky, E. S.
(2022). Cytokinin Production by Azospirillum brasilense Contributes to Increase in
Growth, Yield, Antioxidant, and Physiological Systems of Wheat (Triticum aestivum
L.). Frontiers in microbiology, 13, 886041.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.886041.

Zambrano, E. R.; Jiménez Salgado, T.; Tapia Hernandez, A. Estudio de bacterias
asociadas a orquideas (Orchidaceae). Lankesteriana, n. 71-2, p. 322-325, 2007.

Zhang, Y., Xu, Z., Jiang, D., e Jiang, Y. (2013). Soil exchangeable base cations
along a chronosequence of Caragana microphylla plantation in a semi-arid sandy
land, China. Journal of Arid Land, 5, 42-50.

Zerrouk, I. Z., Rahmoune, B., Khelifi, L., Mounir, K., Baluska, F., e Ludwig-Mdiller, J.
(2019). Algerian Sahara PGPR confers maize root tolerance to salt and aluminum
toxicity via ACC deaminase and IAA. Acta Physiologiae Plantarum, 41(6), 1-10.

Zimmermann, C. L. (2009). Monocultura e transgenia: impactos ambientais e
inseguranca alimentar. Veredas do Direito—Direito Ambiental e Desenvolvimento
Sustentavel, 6(12).



84

Zhu, X., Sun, L., Song, F., Liu, S. Q., Liu, F. L., e Li, X. N. (2018). Soil microbial
community and activity are affected by integrated agricultural practices in china.
European Journal of Soil Science, 69(5), 924-935. DOl:
https://doi.org/10.1111/ejss.12679



	2363b9feca622ae31dd10ec47fcba37d8b774d7d84257c3c606957eb3172f347.pdf
	1444a86a1ca01b9e5db4c8054c9f328d92f7e28ea454fc5f69786629346a4108.pdf
	99dec9bdc70531376317e263a1e72498d70471089aa3f18cc966d3335f7b177f.pdf
	0aa2e8be41cc3c7da5b8b0b49c90ea327e7511eca721d81f38345150a768e2e5.pdf
	2363b9feca622ae31dd10ec47fcba37d8b774d7d84257c3c606957eb3172f347.pdf

