
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO 

 

 

 

CINTIA CAROLINE GOUVEIA DA SILVA 

 

 

 

 

 

 

 

MICROBIOMA DA TERRA PRETA DA AMAZÔNIA: 

COMPOSIÇÃO, DIVERSIDADE E FUNÇÕES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE 

2023  



 

 

Cintia Caroline Gouveia da Silva 

Bióloga 

 

 

 

 

Microbioma da Terra Preta da Amazônia: composição, diversidade e funções 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

graduação em Ciência do Solo da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco, como parte dos 

requisitos para a obtenção do título de Doutora 

em Ciência do Solo. 

 

Orientador: Profa. Dra. Giselle Gomes 

Monteiro Fracetto 

 

 

Coorientador: Dr. Adriano Reis Lucheta 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE 

2023  



Autorizo a reprodução e divulgação total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio 

convencional ou eletrônico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  



 

 

CINTIA CAROLINE GOUVEIA DA SILVA 

 

Microbioma da Terra Preta da Amazônia: composição, diversidade e funções 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Ciência do Solo, da Universidade Federal 

Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos para obtenção do título de Doutora em Ciência 

do Solo. 

 

Aprovada em 14 de abril de 2023 
 

 

_____________________________________________________ 

Profa. Dra. Giselle Gomes Monteiro Fracetto 

Orientadora 

Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

 

_____________________________________________________ 

Profa. Dra. Erika Valente de Medeiros 

Universidade Federal do Agreste de Pernambuco - UFAPE 

 

 

 

_____________________________________________________ 

Prof. Dr. Arthur Prudêncio de Araújo Pereira 

Universidade Federal do Ceará - UFC 

 

 

 

_____________________________________________________ 

Dr. Adriano Reis Lucheta 

Instituto SENAI de Inovação em Tecnologias Minerais - ISITM 

 

 

 

_____________________________________________________ 

Dr. Felipe Martins do Rêgo Barros 

Universidade de São Paulo - USP 

 



DEDICO 

        

  

A minha eterna mainha, Célia Cristina (in memoriam), uma 

mulher de muita fé e coração tão sensível. Com ela eu aprendi o 

significado da empatia e a importância de ajudar o próximo, nas 

suas tantas histórias de pacientes que encontrou em situação 

vulnerável ao longo da sua jornada, pelos hospitais, na profissão 

que ela tanto amava. Foram tantos ensinamentos, brigas, 

palavras de correção, mas também de muito amor... E eu nunca 

vou esquecer aquele último “eu te amo tanto filha” com a voz 

rouca. Ela foi minha primeira professora que com o passar dos 

anos se tornou minha aluna nas nossas brincadeiras de escolinha 

durante a pandemia. Ainda que eu escrevesse um livro não seria 

suficiente para descrever tamanha saudade que eu sinto de te dar 

bom dia, de tomar café da manhã contigo, de te pedir a benção 

para ir na esquina de casa, das tuas gargalhadas nas festas da 

família, de te levar para passear no shopping e ser tua motorista.  



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus pelo dom da vida, por ter me guiado durante toda essa jornada e me sustentado 

no momento mais difícil e doloroso da minha vida, colocando as pessoas certas no momento 

certo para caminharem comigo. 

A minha família, em especial a mainha (in memorian) e painho que desde criança me 

ensinaram o valor da educação e onde ela poderia me levar. Mainha sempre ao meu lado, 

incentivando, apoiando e acreditando nos meus sonhos até mais do que eu mesmo. Sempre 

motivando: “mainha faz”; “mainha ajuda”; “mainha vai contigo”, mainha vai lavar seus pratos 

(as vidrarias no laboratório). Painho sempre fez de tudo para que não nos faltasse nada, 

principalmente educação. Durante muitos anos e até hoje isso nos custa sua ausência física em 

datas especiais. Como eu me alegro painho em poder te dizer: missão cumprida comandante. 

Obrigada por sonharem os meus sonhos comigo, por serem o meu alicerce e acreditarem tanto 

em mim. Ao meu irmão e companheiro de vida, obrigada por me suportar, aguentar meus gritos 

e reclamações. Ao meu filhinho de 4 patas (Maik) que foi um companheiro fiel durante o 

processo de escrita e que nos enche de felicidade há quase 17 anos. 

Aos Gouveias (Minha grande família), sem vocês eu não conseguiria chegar até aqui. 

Somos tão gigantes que passamos 30 dias fazendo mutirão de visita naquele hospital e ficamos 

conhecidos como a família de Dona Célia. Vocês são meu combustível, minha fonte de energia 

renovável, meu local de amor e acolhimento, mainha me deixou muito bem amparada. Aos 

meus avós (vovó Lizete e vovô Severino) – in memoriam, as minhas tias e tios (Leque, Adriana, 

Tiane, Suely, Sula, Licinha, Madrinha-Alda, Rose, Erivan, João, Antônio, Nido e Carlinho), a 

minha tia-avó (titia Luzinete), aos meus primos e primas (Dani, Rafa, Vanessa, Roberson, Juli, 

Ana, Lipe, Jean, Eduarda, Márcio, Pollyane, Jéssica, Carina, Déia, Aline, Eduardo, Biel, 

Richelle, Jamilton, Junior, Fernanda e Ceci), a nossa 4ª geração (Heitor, Lorenna e Elloá), aos 

nossos agregados oficiais (Raquel, Carol, Maria e Elias). Eu não tenho dúvidas que vocês são 

o melhor de Deus na minha vida, como eu sou feliz em partilhar a vida com vocês. Nossas 

festas em família são sempre as melhores. 

A minha amiga e orientadora, Giselle Fracetto, pela amizade, paciência, acolhimento e 

empatia. Obrigada por segurar minha mão lá em 2016, quando eu não sabia o que fazer e me 

mostrar que era possível sim fazer um mestrado e depois um doutorado. Naquela conversa, eu 

nem imaginava que seria a semente para uma amizade dessa proporção. A senhora é uma fonte 

de inspiração para mim pela mulher incrível que és, determinada, valente, destemida, uma 



educadora e pesquisadora gigante. Nem sempre as nossas ideias se encontram, o que é normal 

porque somos pessoas diferentes, mas a nossa capacidade em reconhecer o erro e conversar 

quando o olhar está atravessado é incrível. Prof., obrigada por não me ensinar somente ciência, 

mas também sobre a vida. Mainha em suas sábias palavras me disse que a senhora iria me ajudar 

muito na vida e nos dias mais nebulosos quando eu não conseguia conter as minhas emoções 

por sentir falta dela a senhora estava ali comigo e para mim. Quantos dias saiu da sua casa e 

chegou no laboratório para me abraçar e consolar, outros eu não queria chorar sozinha e a 

senhora sempre de portas abertas me recebia em sua casa. Eu não posso deixar de agradecer ao 

prof., Felipe Fracetto, pela acolhida sempre perguntando se está tudo bem, oferecendo ajuda, 

perguntando pelo meu pai, se estamos precisando de algo. Um homem de coração muito bom 

e tamanha empatia, Deus faz tudo perfeito e não podia ser diferente quando uniu vocês dois. 

Obrigada prof., por sempre cozinhar comidas deliciosas para mim, fazer os melhores churrascos 

e os melhores lanches. São tantos momentos memoráveis de troca, amizade e cuidado ao longo 

desses anos nessa amizade tão bonita que foi ganhando robustez. Hoje o meu coração é só 

gratidão porque sei que sou parte da família de vocês, assim como vocês são parte da minha. 

Aos amigos e irmãos de orientação, Felipe, Petrônio, Tiago, Lucía, Alysson, Flávia, 

Midouin e Nayara. A Victor, sempre muito solícito para ajudar e tirar dúvidas sobre as análises. 

Aos queridos, Diogo, Eduarda, Gabi e Gaby, vocês chegaram para me ajudar em um momento 

que eu já estava exausta, cheios de questionamentos, entusiasmo e vontade de aprender. Como 

foi prazeroso compartilhar conhecimento com vocês e ensinar um pouco do que aprendi ao 

longo desses anos no laboratório. Yure, meu companheiro de laboratório, como eu sinto tua 

falta. Mas fico muito feliz em te ver ganhando voos cada vez mais altos. Stella, minha grande 

amiga, nossa história começou ainda lá na iniciação científica e como eu sou feliz de poder 

cultivar essa amizade. Obrigada por sempre ouvir os meus desabafos, por me motivar, por me 

ajudar nos momentos difíceis de muito desespero, como, na estatística deste trabalho. Tenho 

uma admiração muito grande pela mãe, pesquisadora e professora que você está se tornando. 

Aos amigos que fiz ao longo desses anos no Programa de Pós-Graduação em Ciência 

do Solo da UFRPE, cada um de vocês tem uma história diferente comigo e me tocam num lugar 

especial. Danúbia, Emmanuella (Manu), Wagner, Marllon, William, Iderlane, Jamilly, Adriana, 

Maria Nazaré, Ana Luiza, Renato, Isabel, Jaciane, Danillo, Nara, Luiz, Francisco, Tiago, 

Marilya, Belchior, Frank, Aline, Juliet, Cinthia, Paula, Katerin e Rafael. Muito obrigada pelos 

ensinamentos nas disciplinas, pelas trocas nos laboratórios e pelos momentos de descontração, 

vocês foram muito importantes durante esse processo. 



 

 

Aos professores do Programa, pela disponibilidade e conhecimentos transmitidos me 

permitindo conhecer e me encantar por esse mundo chamado ciência do solo. 

À Socorro Santana (Socorrinho; Help), pela disponibilidade e gentileza em ajudar. Ela 

sempre encontra um jeitinho para tudo. 

Ao Instituto SENAI de Inovação em Tecnologias Minerais – Belém/PA, na pessoa do meu 

coorientador, Adriano Lucheta, pela iniciativa do projeto, convite para parceria, coleta das amostras 

e realização das análises metagenômicas. 

Aos meus amigos de graduação Anderson Barboza, Aline Araújo, Mayara Souza, Beatriz 

Vasconcelos e Júnior Santos pelas conversas, motivação e apoio. 

A todos que não foram citados, mas que direta ou indiretamente contribuíram para a 

realização deste trabalho. 

Por fim, ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico – CNPq 

pela concessão da bolsa e a UFRPE pela disponibilidade e infraestrutura para o 

desenvolvimento desta pesquisa. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

“Nunca me deixes esquecer 

Que tudo o que tenho 

Tudo o que sou, o que vier a ser 

Vem de Ti, Senhor” 

 

Ana Paula Valadão 



 

 

Microbioma da Terra Preta da Amazônia: composição, diversidade e funções 

 

 

RESUMO GERAL 

 

 

A Terra Preta da Amazônia (TPA) são solos de origem antropogênica que apresentam 

elevada fertilidade e conteúdo de matéria orgânica, diferentemente dos solos da região, 

contribuindo para o aumento da atividade microbiana. Desta forma, o presente trabalho teve 

como objetivo avaliar a diversidade microbiana, processos metabólicos e transformações 

biogeoquímicas relacionados à manutenção da fertilidade e sustentabilidade da TPA e seu 

potencial biotecnológico por meio de técnicas moleculares e dependentes de cultivo. O solo do 

perfil de TPA e o dolo adjacente (ADJ) foram coletados na região da Amazônia Oriental, no 

município de Bragança, no estado do Pará, para realização das análises químicas, 

microbiológicas e granulometria. A prospecção de bactérias do perfil de TPA foi realizada pelo 

método de diluição seriada e, posteriormente, os isolados foram testados “in vitro” quanto aos 

mecanismos de promoção de crescimento de plantas: produção de Ácido Indol-Acético (AIA), 

sideróforos, solubilização de fosfato e fixação biológica de nitrogênio (FBN). Além disso, 

foram selecionados 52 isolados para extração de DNA, amplificação dos genes nifH e acdS e 

sequenciamento do gene 16S rRNA. O DNA total do solo foi extraído, quantificado e enviado 

para o sequenciamento do metagenoma. O solo de TPA foi classificado como Gleissolo A-Cg 

distrófico e a caracterização química revelou pH ácido tanto no perfil de TPA quanto no solo 

adjacente (ADJ), aumento de nutrientes em profundidade, baixa saturação por bases e elevada 

saturação por alumínio. O horizonte A, do solo oriundo da TPA, apresentou os maiores teores 

de glomalina. Dos 466 isolados do solo do perfil de TPA, 84 solubilizaram fosfato, 113 

produziram AIA e 13 produziram sideróforos. Dos 149 isolados selecionados para a FBN, 

somente 3 foram negativos. Quanto à presença dos genes nifH e acdS, dos 52 isolados, 23 e 12 

foram positivos, respectivamente. O sequenciamento do gene 16S rRNA revelou o predomínio 

dos gêneros Bacillus e Pseudomonas entre as amostras do perfil de TPA. A análise 

metagenômica revelou a presença de Acidobacteria, Proteobacteria, Chloroflexi e 

Actinobacteria como os filos dominantes nas amostras TPA e ADJ. Quanto às classes, 

Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Betaproteobacteria, foram as mais 

presentes e as ordens Rhizobiales, Acidobacteriales, Ktedonobacterales, Streptomycetales e 

Burkholderiales se destacaram em todas as amostras. Foi observada uma grande diversidade de 

famílias de bactérias, principalmente, Acidobacteriaceae, Streptomycetaceae, Solibacteriaceae 

e Bradyrhizobiaceae. Os gêneros e espécies predominantes foram: Streptomyces, 

Bradyrhizobium, Candidatus Sulfopaludibacter e Candidatus Sulfotelmatobacter; 

Acidobacteria bacterium, Chloroflexi bacterium, Candidatus Bathyarchaeota archeon, 

Terrabacteria group bacterium ANGP1, Actinobacteria bacterium, Alphaproteobacteria 

bacterium, Gammaproteobacteria bacterium, e Planctomycetes bacterium, respectivamente. 

Quanto ao perfil metabólico e funcional das amostras, foram encontradas evidências de 

proteínas e enzimas relacionadas as vias da glicólise, pentose, ciclo de Krebs, cadeia 

transportadora de elétrons, ciclo dos carboidratos, ciclo do N, S, metano, arsênio e mercúrio. 

De modo geral, os resultados encontrados no presente estudo revelaram o elevado potencial dos 

micro-organismos obtidos na TPA e sua capacidade de realizar importantes funções ecológicas 

garantindo o bom funcionamento do ecossistema. 

 

Palavras-chave: Análise Metagenômica. Solos Antropogênicos. Ecologia Microbiana. 

Prospecção. Sequenciamento. 

  



Microbiome of Terra Preta in the Amazon: composition, diversity and functions 

 

 

GENERAL ABSTRACT 

 

 

The Amazonian Dark Earth (ADE) are soils of anthropogenic origin that present high 

fertility and organic matter content, differently from the soils of the region, contributing to the 

increase of microbial activity. Thus, the present work aimed to evaluate microbial diversity, 

metabolic processes and biogeochemical transformations related to the maintenance of fertility 

and sustainability of ADE and its biotechnological potential through molecular and crop-

dependent techniques. The soil of the ADE profile and the adjacent soil (ADJ) were collected 

in the Eastern Amazon region, in the municipality of Bragança, Pará State, to perform chemical, 

microbiological and grain size analyses. The prospection of ADE profile bacteria was 

performed by serial dilution method and, subsequently, the isolates were tested "in vitro'' for 

plant growth promoting mechanisms: Indole-Acetic Acid (IAA) production, siderophores, 

phosphate solubilization and biological nitrogen fixation (BNF). In addition, 52 isolates were 

selected for DNA extraction, amplification of the nifH and acdS genes, and sequencing of the 

16S rRNA gene. Total soil DNA was extracted, quantified and sent for metagenome 

sequencing. The ADE soil was classified as dystrophic Gleysols A-Cg and chemical 

characterization revealed acidic pH in both the ADE profile and the adjacent soil (ADJ), 

increased nutrients at depth, low base saturation, and high aluminum saturation. The A horizon 

of the ADE soil had the highest levels of glomalin. Of the 466 isolates from the ADE soil 

profile, 84 solubilized phosphate, 113 produced IAA, and 13 produced siderophores. Of the 149 

isolates selected for BNF, only 3 were negative. As for the presence of the nifH and acdS genes, 

of the 52 isolates, 23 and 12 were positive, respectively. Sequencing of the 16S rRNA gene 

revealed the predominance of the Bacillus and Pseudomonas genera among the samples in the 

ADE profile. Metagenomic analysis revealed the presence of Acidobacteria, Proteobacteria, 

Chloroflexi and Actinobacteria as the dominant phyla in the ADE and ADJ samples. As for the 

classes, Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria and Betaproteobacteria, were 

the most present and the orders Rhizobiales, Acidobacteriales, Ktedonobacterales, 

Streptomycetales and Burkholderiales stood out in all samples. A great diversity of bacterial 

families was observed, mainly, Acidobacteriaceae, Streptomycetaceae, Solibacteriaceae and 

Bradyrhizobiaceae. The predominant genera and species were Streptomyces, Bradyrhizobium, 

Candidatus Sulfopaludibacter, and Candidatus Sulfotelmatobacter; Acidobacteria bacterium, 

Chloroflexi bacterium, Candidatus Bathyarchaeota archeon, Terrabacteria group bacterium 

ANGP1, Actinobacteria bacterium, Alphaproteobacteria bacterium, Gammaproteobacteria 

bacterium, and Planctomycetes bacterium, respectively. As for the metabolic and functional 

profile of the samples, evidence was found of proteins and enzymes related to the glycolysis, 

pentose, Krebs cycle, electron transport chain, carbohydrate cycle, N, S cycle, methane, arsenic 

and mercury pathways. Overall, the results found in the present study revealed the high potential 

of microorganisms obtained in the TPA and their ability to perform important ecological 

functions ensuring the proper functioning of the ecosystem. 

 

Keywords: Metagenomic Analysis. Anthropogenic Soils. Microbial Ecology. Prospecting. 

Sequencing. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A floresta Amazônica apresenta uma vasta extensão distribuída por nove países da 

América do Sul, dentre eles o Brasil. No território brasileiro, a floresta encontra-se concentrada 

em sua maior parte nos estados da região Norte, com exceção do Maranhão e Mato Grosso 

pertencentes às regiões Nordeste e Centro-Oeste, respectivamente. A Amazônia apresenta uma 

enorme riqueza natural incluindo a madeira, o látex, a castanha e outros frutos provenientes das 

árvores, que têm sido alvo de grandes eventos de desmatamento; os garimpos para atividade 

mineradora, que têm ocasionado a contaminação e desapropriação irregular de terras indígenas. 

Além disso, os peixes e outras espécies que habitam a maior bacia hidrográfica do mundo fazem 

parte desse bioma tão ameaçado pelas atividades humanas inapropriadas. 

Os povos indígenas foram os primeiros habitantes desse bioma de tão grande 

diversidade. É de suma importância ressaltar as contribuições deixadas pelos povos indígenas 

na região amazônica, por meio da pesca, agricultura de subsistência e exploração de forma 

adequada a fim de atender apenas às necessidades da tribo de acordo com sua demanda e sem 

explorar de maneira excessiva. Desta forma, os indígenas contribuíram não apenas para a 

manutenção dos recursos naturais, como também para a formação dos solos antropogênicos da 

Amazônia, também chamados de Terra Preta da Amazônia ou Terra Preta de Índio. Esses solos 

são encontrados não apenas no estado do Amazonas, mas em toda a Amazônia Legal, que está 

dividida na porção Ocidental e Oriental. Algumas manchas de Terra Preta estão presentes em 

outros estados pertencentes à Amazônia Oriental, como por exemplo, o Pará.  

A formação da Terra Preta da Amazônia teve origem há muitos anos, principalmente, 

pela ação dos povos indígenas, tendo sua formação derivada principalmente de materiais 

orgânicos e inorgânicos. A coloração escura originou o nome desses solos que apresentam 

elevado teor de matéria orgânica e boa fertilidade. De modo geral, os solos da região amazônica 

apresentam baixa fertilidade, baixo teor de matéria orgânica e pH ácido, sendo então 

contrastantes com a Terra Preta de Índio. Esses fatos têm despertado o interesse de muitos 

pesquisadores que buscam entender a composição mineralógica desses solos, sua química, 

fertilidade e atividade microbiana. 

A elevada disponibilidade de nutrientes nos solos antropogênicos da Amazônia favorece 

o aumento da diversidade e abundância das comunidades microbianas. A presença de biocarvão 

nesses solos contribui para melhorar não só os atributos físicos e químicos, mas também serve 

de abrigo para fungos e bactérias devido a sua superfície porosa. Essa diversidade e abundância 
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de micro-organismos nos solos pode ser avaliada por meio de diferentes técnicas, a depender 

do objetivo do trabalho. 

As abordagens dependentes de cultivo têm sido utilizadas principalmente para a 

obtenção de micro-organismos capazes de promover o crescimento vegetal e atuar na supressão 

de doenças. Enquanto as técnicas moleculares no estudo das comunidades microbianas em 

diferentes solos têm se tornado cada vez mais frequentes devido a sua eficiência. 

Desta forma, a extração do DNA total do solo permite estudar e conhecer as 

comunidades microbianas e suas respectivas funções exercidas no solo, através da 

metagenômica. Mas isso só é possível com a ajuda de uma ferramenta muito importante, a 

bioinformática, que nos permite também a construção de vias metabólicas, enzimas e genes 

envolvidos na ciclagem de nutrientes a partir dos dados obtidos da metagenômica. Por isso, a 

utilização de técnicas moleculares no estudo da Terra Preta da Amazônia tem se mostrado 

promissora na descoberta de novos produtos com potencial biotecnológico.  

 

1.1 Hipóteses 

● Os solos da Terra Preta da Amazônia abrigam micro-organismos com elevado potencial 

e ampla diversidade biotecnológica, capazes de promover o crescimento de plantas 

através de mecanismos como a solubilização de fosfato, a fixação biológica de 

nitrogênio, produção de AIA, ACC deaminase e sideróforos; 

● A Terra Preta da Amazônia é habitada por uma ampla diversidade de micro-organismos 

que secretam diferentes enzimas no solo e atuam em vias metabólicas distintas, 

relacionadas aos ciclos biogeoquímicos. 

 

1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a diversidade microbiana, processos metabólicos e transformações 

biogeoquímicas relacionados à manutenção da fertilidade e sustentabilidade da Terra Preta da 

Amazônia (TPA) e seu potencial biotecnológico. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

● Isolar e caracterizar morfologicamente, e identificar micro-organismos de Terra Preta 

da Amazônia; 
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● Avaliar o potencial biotecnológico (in vitro) dos isolados obtidos de TPA na promoção 

de crescimento de plantas; 

● Determinar a diversidade microbiana da TPA por meio do sequenciamento do DNA 

metagenômico (técnica de shotgun); 

● Determinar a diversidade metabólica e genes ativos na TPA através do sequenciamento. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A Amazônia Legal 

A floresta Amazônica está localizada na América do Sul, sendo distribuída ao longo de 

nove países e apresenta uma extensão de aproximadamente 7 milhões de km2. O Brasil, por sua 

vez, detém a maior parte (60 %) desse bioma. Os 40 % restantes estão distribuídos entre Peru 

(maior parte), Bolívia, Equador, Colômbia, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Venezuela 

(DIVINO; McALEER, 2009). No território brasileiro, a floresta Amazônica ocupa uma área de 

aproximadamente 5,2 milhões de km2 (PEREIRA et al., 2022). Essa vasta extensão está 

distribuída entre os estados da Amazônia, Acre, Amapá, Pará, Rondônia, Roraima, Tocantins, 

oeste do Maranhão e norte do Mato Grosso compondo a Amazônia legal (FERREIRA; 

COELHO, 2015). 

O termo Amazônia Legal surgiu em 1953 com o intuito de melhorar o desenvolvimento 

da região, sendo a Amazônia dividida em Oriental e Ocidental. A Amazônia Ocidental 

compreende aos estados do Acre, Amazonas, Roraima e Rondônia e a Amazônia Oriental é 

composta pelos estados do Pará, Maranhão, Amapá, Tocantins e Mato Grosso (SUDAM, 2020). 

A região amazônica, Amazônia legal brasileira (ABL), compreende uma ampla diversidade de 

classes de solos, onde aproximadamente 50 % são habitados por povos indígenas que vivem 

basicamente da agricultura de subsistência. Dentre as classes de solo estão: Latossolos, 

Argissolos, Plintossolos, Espodossolos, Luvissolos, Cambissolos, Gleissolos, Nitossolos, 

Neossolos, Planossolos e Chernossolos. Essa diversidade pode ser justificada pela ação dos 

fatores de formação do solo. Entretanto, os solos dessa região, geralmente, são caracterizados 

pela acidez elevada, baixo teor de macro e micronutrientes, densidade elevada e 

susceptibilidade à erosão (DO VALE JÚNIOR et al., 2011).  

Os povos indígenas, por meio das suas práticas conservacionistas e costumes, como a 

utilização de fogueiras para cozinhar, agricultura de subsistência, depósito de resíduo orgânicos 

e biocarvão no solo têm grande participação no desenvolvimento dos solos da região 

amazônica, dando origem aos solos antropogênicos, também conhecidos como Terra Preta da 

Amazônia (KERN; KÄMPF, 2005). 

 

2.2 Terra Preta da Amazônia 

A Terra Preta da Amazônia, também conhecida como Terra Preta de Índio, originou-se 

a partir da influência de processos antropogênicos. No período pré-colombiano, os habitantes 

recém-chegados ao Brasil, mais especificamente na região amazônica, juntamente com os 
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povos nativos e escravizados tiveram um importante papel para a formação desses solos (LIMA 

et al., 2002). 

A formação desses solos deriva de um processo pedogenético caracterizado pelo seu 

escurecimento (podendo a coloração variar entre preto e castanho), denominado melanização, 

sendo assim, um indicativo do elevado conteúdo de matéria orgânica. Além disso, as ações 

humanas, por meio da adição e remoção de materiais orgânicos e inorgânicos, contribuíram 

para a formação da Terra Preta da Amazônia. Alguns exemplos da contribuição das atividades 

antrópicas para a formação desse solo são: achados de cerâmica e intensificação do uso da terra 

a partir da agricultura de subsistência (MACEDO et al., 2017). 

Os solos da Amazônia são caracterizados pelo baixo conteúdo de matéria orgânica, pH 

ácido e baixa fertilidade, devido a ação intensa dos fatores que influenciam no intemperismo. 

Dentre os solos existentes na região, a TPA destaca-se devido a sua alta fertilidade natural, 

capacidade de troca de cátions e grande quantidade de matéria orgânica. Esta matéria orgânica, 

além de ser responsável pela coloração escura do solo, melhora sua estrutura, capacidade de 

infiltração e retenção de água (SOUZA et al., 2016). Estudos têm mostrado que o elevado teor 

de matéria orgânica nos solos antrópicos da Amazônia contribui para o enriquecimento desses 

solos com carbono orgânico total, nitrogênio (N), magnésio (Mg), potássio (K), zinco (Zn), 

manganês (Mn) e ferro (Fe), considerados nutrientes essenciais para o desenvolvimento das 

plantas (KERN et al., 2019; PAGANO et al., 2016). 

A disponibilidade de nutrientes na TPA, quando comparada aos demais solos da região, 

apresenta resultados contrastantes e tem sido atribuída ao tipo de resíduo, bem como, ao tempo 

de deposição e decomposição desses resíduos. Alguns nutrientes, como por exemplo, cálcio e 

fósforo, são adicionados ao solo a partir da decomposição de ossos, lixo doméstico e resíduos 

de culturas (BARBOSA et al., 2020; MAEZUMI et al., 2018). O biocarvão e as cinzas estão 

presentes em grandes quantidades na Terra Preta da Amazônia, devido à queima de lenha e 

outros materiais orgânicos e inorgânicos, prática muito comum entre a população indígena, que 

no passado habitava a região. Devido a elevada disponibilidade de nutrientes e porosidade da 

matéria orgânica carbonizada, alguns trabalhos têm demonstrado um aumento na abundância e 

diversidade microbiana na TPA (LIMA; MUNIZ; DUMONT, 2014; WOICIECHOWSKI et al., 

2018).  

 

2.3 Diversidade microbiana na terra preta da amazônia 

A variedade de nutrientes e elevada fertilidade da Terra Preta da Amazônia contribui 

para o aumento na riqueza de espécies e diversidade microbiana. Os fungos, de modo geral, 
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atuam na decomposição da matéria orgânica lignificada, enquanto as arqueias e bactérias 

secretam enzimas e produzem mecanismos capazes de melhorar o desenvolvimento das plantas 

através da solubilização de nutrientes e produção de fitohormônios (NAVARRETE et al., 

2010). Para acessar esses micro-organismos, são utilizadas técnicas dependentes e 

independentes de cultivo (TAKETANI et al., 2013). 

A presença de biocarvão na TPA melhora as características físicas do solo como, por 

exemplo, estrutura, porosidade, umidade e capacidade de retenção de água (GLASER; BIRK, 

2012; PANDEY et al., 2020; SOUZA et al., 2016). Estes fatores contribuem para o aumento da 

atividade microbiana. Os fungos, por sua vez, tendem a colonizar as superfícies das partículas 

da matéria orgânica carbonizada e projetar suas hifas para o interior dos poros, facilitando, 

assim, a agregação. Os estudos voltados para a diversidade funcional de fungos ainda são muito 

incipientes, tendo demonstrado a presença de organismos pertencentes a diferentes filos na 

Terra Preta da Amazônia, tais como: Basidiomycota, Ascomycota, Chytridiomycota e 

Glomeromycota (LUCHETA et al., 2016). Desta forma, a floresta amazônica em sua constante 

resiliência é uma das grandes responsáveis pela manutenção da diversidade de fungos, através 

de processos como a ciclagem de nutrientes que ocorrem em grandes proporções nos solos da 

região, que em conjunto com outros micro-organismos são primordiais para a renovação desse 

ecossistema (LUCHETA et al., 2017). 

A TPA é considerada um ambiente propício para o desenvolvimento de diferentes 

comunidades bacterianas, que participam ativamente da ciclagem de nutrientes e apresentam 

grande potencial biotecnológico, atuando também na síntese de compostos. No solo, as 

bactérias exercem diversas funções, dentre elas podemos destacar a fixação biológica de 

nitrogênio e a solubilização de fosfato. Na Terra Preta da Amazônia, grupos com potencial 

biotecnológico têm se destacado, como, por exemplo: Bacillus, Streptomyces, Lactobacillus e 

Microbacterium (ABEGG et al., 2016).  Além disso, esses micro-organismos apresentam 

elevada sensibilidade e respondem a diferentes estímulos, que podem ser desde uma 

comunicação com plantas de diferentes espécies, secretando assim diferentes compostos; ou 

uma mudança no manejo ou tipo de solo, que consequentemente altera toda a dinâmica de 

nutrientes e absorção de água, afetando também os processos biogeoquímicos (SOUZA et al., 

2018). 

As arqueas são micro-organismos de difícil cultivo, capazes de habitar ambientes 

inóspitos e em condições extremas, mas também se encontram presente nos ambientes agrícolas 

participando ativamente do ciclo do metano e nitrogênio (VENTURINI et al., 2022). Além dos 

atributos físicos e químicos do solo, as comunidades de arquéias podem ser fortemente 
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influenciadas pela mudança de uso da terra, profundidade e o tipo de solo. Dentre o domínio 

Archaea, o principal filo observado nos solos é o Crenarchaeota (GROSSMAN et al., 2010). 

Na Terra Preta da Amazônia a baixa diversidade de arquéias foi associada ao elevado pH do 

solo, visto que, esses organismos têm como habitat preferencial solos ácidos (TAKETANI; 

TSAI, 2010). 

Alguns trabalhos com a TPA têm buscado entender por meio de diferentes técnicas, 

como funciona a diversidade microbiana, quem são os principais grupos de organismos 

presentes em maior quantidade, como esses grupos se arranjam filogeneticamente, quais as 

funções desses micro-organismos no solo e suas principais vias metabólicas (NAVARRETE et 

al., 2010; NAVARRETE et al., 2013; O’NEILL et al., 2009). A partir disso, é possível 

desenvolver produtos com potencial biotecnológico e potencializar a agricultura nos solos 

antrópicos da Amazônia (BROSSI et al., 2014; KIM et al., 2007). 

 

2.4 Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP) 

A rizosfera é definida como a zona ao redor das raízes das plantas, onde ocorre a 

deposição de ácidos orgânicos, carboidratos, aminoácidos e metabólitos secundários, que 

favorecem a atividade de inúmeros grupos microbianos responsáveis por desempenhar 

diferentes funções no solo e auxiliam o crescimento das plantas (HAKIM et al., 2021). Os 

exsudatos são compostos de baixo peso molecular liberados pelas raízes das plantas, 

responsáveis por modular a atividade microbiana no solo, favorecendo o desenvolvimento de 

bactérias promotoras de crescimento de plantas (HASSAN; McINROY; KLOEPPER, 2019). 

A interação entre microrganismos e plantas se dá através de diferentes sinais que induzem as 

bactérias a colonizar as células vegetais e como consequência ocorre o estímulo do crescimento 

vegetal, disponibilidade de nutrientes, proteção contra o ataque de patógenos e presença de 

elementos tóxicos (SARFRAZ et al., 2019).  

As BPCP podem ser isoladas do solo rizosférico, do solo não rizosférico e do interior 

das plantas, sendo denominadas de rizobactérias, bactérias de vida livre e bactérias endofíticas, 

respectivamente (EMAMI et al., 2020). Esses micro-organismos têm se destacado devido aos 

efeitos benéficos proporcionados ao solo, às plantas e, consequente aumento na produtividade 

das culturas. Os filos Firmicute e Proteobacteria são dominantes entre as BPCP, sendo 

Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Acinetobacter e Bacillus alguns dos gêneros 

representantes (RAMAKRISHNA; YADAV; LI, 2019). 

Singh et al. (2022) avaliaram a importância das cepas de Pseudomonas spp., bem como 

sua utilização combinada com outros micro-organismos, confirmando as evidências das 
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vantagens proporcionadas pelos consórcios microbianos, que consistem na utilização de dois 

ou mais micro-organismos para promover o crescimento das plantas. 

Para melhorar o crescimento das plantas, as BPCP atuam na disponibilidade de 

macronutrientes e micronutrientes como, por exemplo, nitrogênio (N), fósforo (P), potássio, 

cálcio (Ca), ferro, molibdênio (Mo), zinco, e boro (Bo), respectivamente (AERON et al., 2019). 

A liberação de ácidos orgânicos contribui para a solubilização de nutrientes além de reduzir o 

pH do solo. Algumas BPCP podem estabelecer uma relação simbiótica ou não com as plantas, 

onde ocorre, por exemplo, a fixação biológica de nitrogênio (REZENDE et al., 2021), além de 

promover o crescimento das plantas através da produção de fitohormônios (GAETE; 

MANDAKOVIC; GONZÁLEZ, 2020). 

 

2.5 Mecanismos de ação das Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas 

As BPCP podem produzir mais de um mecanismo, simultaneamente, adaptando-se às 

condições ambientais, melhorando a absorção de água e nutrientes e conferindo às plantas maior 

tolerância aos estresses biótico e abiótico (CHOUDHARY et al., 2016). As BPCP tendem a ter 

genes de resistência e podem atuar por meio de mecanismos diretos, que são responsáveis por 

regular os níveis de hormônios vegetais e auxiliar na aquisição de recursos por meio da 

produção fitohormônios, sideróforos, fixação biológica de nitrogênio e solubilização de fosfato; 

e de mecanismos indiretos, que atuam inibindo o ataque de patógenos através da indução a 

resistência sistêmica, ACC deaminase e antibiose (OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 

2017). 

O nitrogênio é um elemento essencial na composição de proteínas e nucleotídeos, sendo 

assim, o nutriente requerido em maior quantidade pelas culturas, podendo ser absorvido na 

forma de nitrito (NO2
-), nitrato (NO3

-) ou amônio (NH4
+). Para suprir a demanda das plantas, 

grandes quantidades de N são aplicadas nos solos através de adubos químicos nitrogenado e o 

grande desafio da agricultura sustentável é reduzir a aplicação desses adubos bem como suas 

perdas por lixiviação, desnitrificação e volatilização (MOREAU et al., 2019). A fixação 

biológica de nitrogênio (FBN) é um dos processos essenciais para as plantas de alto gasto 

energético, ficando atrás apenas da fotossíntese (CARVALHO et al., 2019).  

Embora seja abundante na atmosfera, o nitrogênio atmosférico (N2) não pode ser 

assimilado pelas plantas. Desta forma, as bactérias fixadoras de nitrogênio são uma alternativa 

para substituir a adubação mineral, uma vez que são capazes de converter o N2 em amônia, 

processo catalisado pela enzima nitrogenase (WONGDEE et al., 2018). Os micro-organismos 

diazotróficos, responsáveis pela FBN, carregam genes que codificam a enzima nitrogenase e 
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são responsáveis pela fixação de nitrogênio (nif) e regulação da concentração de oxigênio (fix). 

Após colonizar os tecidos internos das plantas, as BPCP criam um ambiente propício para a 

FBN através de condições limitantes de oxigênio ideal para ativação da nitrogenase 

(MAHMUD et al., 2020). 

O fósforo é um elemento essencial para os seres vivos, pois atua como componente estrutural 

de fosfolípidos, ácidos nucléicos, fosfoproteínas e coenzimas, além de participar de processos 

como formação da membrana plasmática, fotossíntese e respiração (ETESAMI; JEONG; 

GLICK, 2021). Embora esteja abundante na crosta terrestre, o P encontra-se na forma de 

compostos insolúveis, sendo necessário o auxílio de bactérias promotoras de crescimento 

capazes de solubilizar o P inorgânico e disponibilizar para a planta na forma de ânions (H2PO4
-

, HPO4
2-, PO4

3-) Bargaz et al. (2021).  

As bactérias solubilizadoras de fósforo disponibilizam os fosfatos inorgânicos 

secretando ácidos orgânicos, como, ácido cítrico e ácido glucônico contendo grupamentos 

carboxila (COOH) e hidroxila (OH). Os ácidos orgânicos são capazes de quelar os cátions 

ligados aos fosfatos, reduzem o pH do solo, complexam os íons metálicos e deslocam o P para 

o local de adsorção, para, assim, transformar o fósforo insolúvel em solúvel (RANA et al., 

2020). Outro mecanismo de ação das bactérias para solubilizar fosfatos orgânicos consiste na 

síntese de fosfatases, como as fitases e nucleases que agem através do processo de hidrólise de 

ésteres fosfóricos e consequente liberação do grupamento fosfato. Além de disponibilizar 

nutrientes, a inoculação de BPCP traz como benefícios secundários o aumento do peso seco da 

parte aérea, produtividade e desenvolvimento radicular, o que contribui também para melhorar 

a absorção de água e outros nutrientes (RAWAT et al., 2020). 

O ferro (Fe) é um micronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas e 

participa de processos como síntese de DNA e hormônios, fotossíntese, respiração e cofator 

enzimático. Em condições aeróbicas o Fe2+ é oxidado a Fe3+, dando origem a compostos 

insolúveis (ZHANG et al., 2019). Os sideróforos são compostos de baixo peso molecular que 

apresentam afinidade por ferro quelando esse elemento. Existem vários tipos de sideróforos 

produzidos por diferentes micro-organismos. Em condições limitantes de ferro essas moléculas 

são responsáveis por solubilizar o ferro proveniente de fontes minerais e de compostos 

orgânicos (OLEŃSKA et al., 2020).  

Os complexos formados entre compostos férricos (Fe3+) e sideróforos são do tipo 1:1, 

de modo que as BPCP captam o complexo e dentro da membrana celular, o Fe3+ é reduzido a 

Fe2+ e em seguida liberado do sideróforos para dentro da célula (KRAMER et al., 2020). A 

formação desse complexo inibe o ataque de patógenos, uma vez que esses micro-organismos 
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também precisam de Fe para sua nutrição. Os sideróforos microbianos podem formar 

complexos com metais pesados, como, por exemplo, Pb, Cd, Al, Ga, Cu e Zn, sendo utilizados 

como agente quelantes desses metais, regulando assim, a disponibilidade de ferro e aliviando a 

toxicidade por metais pesados (HUO et al., 2021).  

Os fitohormônios são sinalizadores químicos que influenciam no crescimento, 

desenvolvimento, diferenciação e abertura dos estômatos, além de auxiliar as plantas a resistir 

a flutuações ambientais (POVEDA; GONZÁLEZ-ANDRÉS, 2021). Os principais hormônios 

vegetais produzidos por micro-organismos e responsáveis por auxiliar no desenvolvimento das 

plantas são: ácido jasmônico, giberelinas, ácido salicílico, etileno, estrigolactonas, ácidos 

abscísico, brassinosteróides, citocininas e auxinas. Dentre esses, as citocininas, giberelinas e 

auxinas são os fitohormônios mais produzidos pelas BPCP, sendo as auxinas as mais estudadas 

(KHAN et al., 2020).  

O ácido indol acético (AIA) é um tipo de auxina produzida por BPCP responsável por 

participar de importantes processos fisiológicos, como crescimento e desenvolvimento vegetal 

e ativação dos mecanismos de defesa sob condições de estresse (DUCA; GLICK, 2020). As 

BPCP são capazes de regular a concentração interna de AIA nas plantas, além de proporcionar 

o aumento no crescimento radicular e consequentemente aumentar a absorção de nutrientes 

(LOBO et al., 2019). 

O etileno é um hormônio vegetal essencial para o desenvolvimento das plantas (NAIK 

et al., 2019). Em condições limitantes, tais como, solos salinos, contaminados com metais 

pesados, ataque de patógenos e estresse hídrico, os níveis desse fitohormônio aumentam e, 

como consequência, ocorre a redução do crescimento das plantas, desenvolvimento das raízes 

e envelhecimento precoce (BHAT et al., 2020). A produção de etileno pode ser regulada por 

BPCP (KAUSHAL 2020). Isso porque alguns desses micro-organismos são capazes de 

metabolizar o ACC (ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico) que é o precursor do etileno, 

convertendo-o em amônia e α-cetobutirato (CHANDWANI; AMARESAN, 2022). A redução 

nos níveis de etileno, além de contribuir para o crescimento das plantas, confere aos vegetais 

resistência aos fatores bióticos e abióticos (KUMAR et al., 2020). 

Sofy et al. (2021) isolaram bactérias endofíticas do grão-de-bico para posteriormente 

inocular em plantas de ervilha. Os isolados foram testados quanto a produção de AIA, 

solubilização de fosfato, FBN e produção de ACC deaminase. Após os testes in vitro, as 

bactérias Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens, foram selecionadas para a produção do 

inóculo. Essas bactérias apresentaram os melhores resultados quanto a estimulação do 
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crescimento vegetal, além de tolerar diferentes concentrações de sais, se mostrando capazes de 

aliviar o estresse salino nas plantas. 

 

2.6 Avaliação da atividade microbiana no solo 

Os micro-organismos do solo podem ser acessados por técnicas dependentes e 

independentes de cultivo. As técnicas dependentes de cultivo consistem na utilização de meios 

de cultura geral ou mais específicos para o crescimento de bactérias e fungos (ROCHA et al., 

2019; SCHÜTZ et al., 2019). A partir do isolamento e caracterização desses micro-organismos 

é possível testar mecanismos que promovam o crescimento de plantas, como, por exemplo, 

solubilização de fosfato, fixação biológica de nitrogênio (atividade da nitrogenase), produção 

de ácido indol-acético (AIA), ácido-1-carboxílico-1-aminociclopropano (ACC) deaminase, 

biofilme e sideróforos (ABEDINZADEH; ETESAMI; ALIKHANI, 2019; MOSA et al., 2016; 

TURAN et al., 2019). 

A glomalina é uma glicoproteína secretada no solo por fungos micorrízicos arbusculares 

(FMA), pertencentes ao filo Glomeromycota, único grupo de fungos capaz de produzi-la. Os 

FMA liberam a glomalina no solo apenas em dois momentos: durante o processo de renovação 

das hifas e após a morte do fungo (MAGURNO et al., 2019). Após ser depositada no solo a 

glomalina pode representar aproximadamente 5 % do carbono e nitrogênio do solo. Em sua 

composição, a glomalina apresenta uma porcentagem representativa de elementos essenciais, 

cerca de 36 – 59 % de C; 33 -  49 % de oxigênio (O); 0,8 – 8,8 % de Fe; 4 – 6 % de hidrogênio 

(H); 3 – 5 % de N e 0,03 – 0,1 % de P (SINGH; SINGH; TRIPATHI, 2012).  

A relação simbiótica entre FMA e planta é uma das mais antigas, onde o fungo é capaz 

de sequestrar mais de 70 % de C da planta para utilizar como fonte de energia. A maior parte 

desse carbono obtido das plantas é utilizado para a produção de glomalina, o que justifica os 

elevados teores de C na composição dessa glicoproteína (PARIHAR et al., 2020). A glomalina 

está associada à estabilidade de agregados e, consequentemente, à disponibilidade de nutrientes, 

água, aeração e drenagem do solo (IRVING et al., 2021). A presença de FMA e glomalina no 

solo têm sido utilizada como indicador da qualidade do solo em áreas de desertificação, em 

condições de estresse (HAMMER; RILLING, 2011), em áreas com elevados teores de metais 

pesados (JIA et al., 2016), em terras agrícolas (WANG et al., 2015), em áreas de florestas e 

recuperação de áreas degradadas (VASCONCELLOS et al., 2013). 

O método de Bradford utilizado para quantificar proteínas é o mais empregado para 

quantificar a glomalina no solo. A análise tem como princípio a ligação das proteínas com um 

corante responsável pela mudança de cor do vermelho para azul. A partir da mudança de cor 
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do extrato após reagir com o corante e a curva composta por concentrações conhecidas de 

albumina sérica bovina (BSA), proteína de peso molecular semente a glomalina, é possível 

quantificar a glomalina no solo (WRIGHT; UPADHYAYA, 1996; WRIGHT e 

UPADHYAYA, 1998). 

A biomassa microbiana secreta diversas enzimas que participam ativamente da 

degradação da matéria orgânica e ciclagem de nutrientes no solo, sendo essa atividade 

enzimática considerada um sensível indicador da qualidade do solo. Dentre as enzimas mais 

avaliadas no solo estão a fosfatase ácida e alcalina (fósforo), urease (nitrogênio), arilsulfatase 

(enxofre), e β-glicosidase (carbono). Estas enzimas podem indicar o estresse da microbiota 

edáfica, principalmente devido a adição de fertilizantes em quantidades excessivas e mudanças 

no uso da terra (JONIEC, 2018; LINO et al., 2016; LUO et al., 2016). Além dos métodos 

tradicionais para análise de enzimas, a metagenômica tem sido utilizada para identificar 

enzimas do grupo das lipases, esterases e fosfolipases, proveniente de plantas e principalmente 

de micro-organismos (WU et al., 2019). 

As técnicas dependentes de cultivos esbarram em limitações, como por exemplo, o fato 

de haver uma maior demanda de tempo utilizado para o isolamento, purificação e caracterização 

dos isolados e de grande parte dos micro-organismos do solo não crescerem em meios de cultura 

(DUARTE et al., 2019). Como alternativa para acessar esses micro-organismos são utilizadas 

técnicas moleculares, que consistem na extração do DNA ou RNA total do solo, e a partir disso 

é possível estudar a estrutura e diversidade das comunidades, bem como as funções dos mais 

diversos grupos microbianos (LEWIS et al., 2020). Além disso, as técnicas independentes de 

cultivo permitem a construção de bibliotecas genômicas e quando associadas a outras técnicas, 

fornecem resultados que permitem agrupar os organismos filogeneticamente e identificá-los a 

nível de gênero e até mesmo espécie (SCHLOTER et al., 2018).  

 

2.7 Abordagens ômicas para acessar as comunidades microbianas do solo 

As técnicas ômicas incluem estudos relacionados ao DNA (genômica), RNA 

(transcriptômica), proteínas (proteômica) e metabólitos (metabolômica) que permitem entender 

as funções desempenhadas pelos micro-organismos no solo, enquanto através do 

sequenciamento de nova geração, shotgun, ou sequenciamento de alto rendimento (segunda 

geração) e sequenciamento de leitura longa (terceira geração) é possível identificar os 

organismos que compõem as comunidades microbianas do solo (BERTOLA; FERRARINI; 

VISIOLI, 2021). A utilização de diferentes abordagens ômicas ou a multi-ômica permitiu 

avançar nos estudos a fim de compreender a estrutura e função desempenhada pelas 
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comunidades microbianas no solo, seu funcionamento biológico, importância no fornecimento 

de serviços ecossistêmicos, os benefícios da associação com as plantas e as cepas que melhor 

se adaptam às condições de estresse biótico e abiótico (BÜNEMANN et al., 2018). 

Diante das limitações em compreender a diversidade microbiana total presente nos solos 

através de técnicas de cultivo, as técnicas moleculares baseadas na análise de DNA e RNA têm 

sido empregadas periodicamente (BOUCHEZ et al., 2016). A análise utilizada com maior 

frequência consiste na extração de DNA total do solo seguida da amplificação da região ITS 

para fungos e do gene 16S rRNA para bactérias (BALDRIAN, 2019). Após a obtenção dos 

produtos da PCR é possível a identificação das respectivas espécies utilizando sequenciamento 

de alto rendimento, através da plataforma Illumina MiSeq (WEN et al., 2017). 

O sequenciamento metagenômico do tipo shotgun é um método molecular utilizado para 

avaliar a diversidade microbiana funcional a fim de relacionar as funções e estruturas das 

comunidades microbianas no solo, além de ajudar a compreender as estratégias adotas pelos 

micro-organismos para se adaptar às flutuações ambientais (SHARMA et al., 2022). Um perfil 

taxonômico é traçado a partir das sequências que são inseridas, filtradas e avaliadas em um 

banco de dados de referência contendo genes marcadores específicos ou genomas completos 

(SANDRINI et al., 2022).  

Um estudo realizado por Lemos et al. (2017), utilizando solos antropogênicos da 

Amazônia, investigou a diversidade taxonômica e funcional microbiana por meio do 

sequenciamento metagenômico, shotgun, com o auxílio da plataforma Illumina MiSeq. Através 

dos resultados obtidos foi possível conhecer os filos mais representativos nesses solos, as 

proteínas funcionais mais abundantes e o potencial microbiano taxonômico e funcional bem 

como a presença de micro-organismos que ainda não haviam sido relatados na literatura. 

 

2.8 Metagenômica 

A metagenômica permite estudar as comunidades microbianas presentes nos mais 

diversos ambientes, possibilitando também a descoberta de organismos nunca antes isolados. 

Isso porque, aproximadamente 1% dos micro-organismos do solo são cultiváveis (ARJUN et 

al., 2018). Trata-se de uma abordagem independente de cultivo, baseada na extração de DNA, 

utilizada no estudo das comunidades microbianas a partir de uma amostra ambiental, com o 

objetivo de identificar suas funções no solo (MAI et al., 2014). Os estudos metagenômicos são 

capazes de fornecer uma ampla percepção a respeito do microbioma do solo e a ecologia 

microbiana global, permitindo assim a obtenção de estimativas a respeito das funções exercidas 

pelos micro-organismos em diferentes ecossistemas (HEMMAT-JOU et al., 2018). 
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A partir da extração do DNA total do solo, podem ser aplicados diferentes tipos de 

sequenciamento, dentre eles, destaca-se o sequenciamento de primeira ou nova geração (COLE 

et al., 2019). A técnica consiste na amplificação de um fragmento de DNA previamente 

purificado, seguida da clonagem de genes presentes no fragmento e só então esse fragmento é 

sequenciado. No sequenciamento por síntese, o DNA alvo recebe em suas extremidades 

adaptadores responsáveis por emitir fluorescência. Após o sequenciamento, a leitura é feita 

através de uma comparação com amostras, tidas como referência já existentes nos bancos de 

dados, ou no caso de ausência de amostras de referência é necessário montar uma nova 

sequência para leituras (KNIEF, 2014).  

O Illumina MiSeq é uma plataforma relativamente nova, lançada em 2011, utilizada na 

técnica de sequenciamento de nova geração (QUAIL et al., 2012). A plataforma permite a 

obtenção de uma maior quantidade de nucleotídeos e sequências mais longas apresentando, 

assim, melhor custo benefício (KOZICH et al., 2013). Dentre as plataformas Illumina (HiSeq 

2000, HiSeq 2500, MiSeq), a MiSeq é a mais utilizada para o sequenciamento de amplicons 

nos estudos voltados para a ecologia microbiana, sendo justificado pela sua capacidade de 

resposta em um curto espaço de tempo e obtenção de leituras mais longas da sequência 

conferindo, assim, elevada precisão aos resultados (WU et al., 2015). Para ser executada no 

sequenciador Illumina MiSeq, as bibliotecas são preparadas utilizando um kit seguindo as 

recomendações do fabricante Illumina e em seguida são carregadas em cartuchos de reagentes 

com capacidade para 300 ciclos. Por fim, para determinar a reprodutibilidade da plataforma 

MiSeq são utilizados como padrão os resultados obtidos após a análise de sobreposição de 

Unidades Taxonômicas Operacionais (OTU) baseada em dois experimentos (WEN et al., 

2017). 

A plataforma Illumina utiliza a tecnologia de sequenciamento por síntese (sequencing 

by synthesis -SBS), sendo que a distribuição da taxa de erros decorre principalmente de duas 

características: 1) a taxa de erro aumenta com a extensão do tamanho dos reads sequenciados 

em virtude do consumo dos reagentes na reação de sequenciamento; 2) maior taxa de erro na 

incorporação dos 6 primeiros nucleotídeos, devido a ligação incompleta dos primers 

randômicos e molécula de RNA durante o processo de síntese do DNA complementar (cDNA) 

Ambardar et al. (2016).  

A bioinformática é utilizada como ferramenta chave na obtenção da classificação 

taxonômica dos organismos baseada nas OTU e/ou ASV (Amplicon Sequence Variant), bem 

como na diversidade microbiana (SCHLOSS, 2021). De modo que, o sequenciamento de nova 

geração permite a construção de bibliotecas genômicas com o auxílio da bioinformática 
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(ESPOSITO et al., 2016). Cada nucleotídeo recebe um corante diferente a fim de emitir 

fluorescência permitindo, assim, a leitura e organização na ordem correta das sequências. Para 

garantir o sucesso na construção de bibliotecas metagenômicas é importante levar em 

consideração a coleta e o acondicionamento correto das amostras de solo, a representatividade 

das amostras e a qualidade do DNA extraído (DANIEL, 2005).  

A plataforma KBase é uma importante ferramenta de bioinformática que permite o 

compartilhamento, integração e análise de metadados de micro-organismos, plantas e 

comunidades, sendo bastante aplicada pela comunidade científica para estudos de diversidade 

e montagem de genomas (shotgun). Dentro da plataforma são disponibilizados “apps” para 

diversas análises das sequências, como qualidade, classificação taxonômica, clusterização, 

filogenia, montagem de genomas, entre outros (ARKIN et al., 2018). 

A metagenômica tornou possível a descoberta de produtos naturais, como por exemplo, 

as enzimas, antibióticos e as vias de ação dos micro-organismos na degradação de xenobióticos, 

sendo assim, de grande importância nos estudos voltados para solos e as mais diversas áreas e 

biomas (KAKIRDE, PARSLEY, LILES, 2010). Esses avanços foram possíveis, graças aos 

valores mais acessíveis para sequenciar as amostras e uma maior quantidade de softwares de 

bioinformática gratuitos e de fácil utilização disponíveis. Embora seja uma técnica promissora, 

algumas lacunas ainda precisam ser desvendadas para ajudar a entender melhor a complexidade 

das comunidades microbianas e suas funções no solo (JANSSON; HOFMOCKEL, 2018; 

VESTERGAARD et al., 2017). 

Venturini et al. (2022) utilizaram a metagenômica para estudar os solos da Amazônia 

Oriental e verificar o impacto da conversão de floresta em pastagem nas comunidades 

microbianas. Após a montagem dos genomas e classificação taxonômica, os autores 

identificaram os filos Acidobacteria, Actinobacteria e Pseudomonadota (anteriormente 

denominado Proteobacteria), sugerindo a presença de micro-organismos envolvidos nos ciclos 

dos carboidratos, nitrogênio, enxofre, metano e mercúrio. 

Esses achados revelam a presença de muitos táxons ainda desconhecidos, indicando 

potencial para estudos futuros e a importância de conhecer o perfil das comunidades 

microbianas. Além disso, a investigação das comunidades microbianas através de estudos 

metagenômicos nos solos da Amazônia nos permitem compreender a diversidade microbiana 

desses solos, seu potencial funcional e rotas metabólicas a fim de obter respostas acerca do 

comportamento desses micro-organismos às flutuações ambientais e explorar suas possíveis 

aplicações biotecnológicas. 
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3 ISOLAMENTO, CARACTERIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS 

PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS ORIUNDAS DE UM PERFIL DE 

TERRA PRETA DA AMAZÔNIA 

 

Resumo 

 

A Terra Preta da Amazônia (TPA) foi formada por meio de processos antropogênicos, 

apresenta elevada fertilidade, é rica em matéria orgânica e de coloração escura. Esse contraste 

com os solos da região amazônica, que são de baixa fertilidade, tem despertado o interesse de 

grupos de pesquisa a fim de investigar a origem da fertilidade desses solos. Nesse contexto, o 

objetivo do trabalho foi isolar, caracterizar, e identificar bactérias, de um perfil de TPA, com 

potencial para o uso agrícola, como inoculantes na promoção de crescimento de plantas e/ou 

como agentes de controle biológico. O solo do perfil de TPA e o solo adjacente (ADJ) foram 

coletados no município de Bragança-Pará, para realização das análises químicas, granulometria 

e prospecção de bactérias. A prospecção de bactérias do perfil de TPA foi realizada pelo método 

de diluição seriada e, posteriormente, os isolados foram testados “in vitro” quanto aos 

mecanismos de promoção de crescimento de plantas: produção de Ácido Indol-Acético (AIA), 

sideróforos, solubilização de fosfato e fixação biológica de nitrogênio (FBN). Além disso, 

foram selecionados 52 isolados para extração de DNA, amplificação dos genes nifH e acdS e 

sequenciamento do gene 16S rRNA.Os atributos químicos revelaram pH ácido, saturação por 

alumínio elevada e saturação por bases reduzida, soma de bases maior em profundidade, assim 

como a CTC. A glomalina total e facilmente extraível foram superiores no horizonte A. 466 

bactérias foram isoladas e caracterizadas, sendo: 149 do HA, 194 do HB e 123 do HC. Os 

isolados foram agrupados por horizonte de acordo com as características fenotípicas e 

distribuídos em grupos distintos. Foram gerados 77 grupos no HA, 115 grupos no HB e 73 

grupos no HC. Todos os isolados foram testados quanto à solubilização de fosfato de cálcio 

bibásico, produção de ácido indol-acético (AIA) e produção de sideróforos. Os isolados que 

produziram pelo menos um dos mecanismos anteriores foram testados quanto à fixação 

biológica de nitrogênio (FBN) em meio semissólido e, baseado nos mecanismos anteriores, os 

isolados que apresentaram pelo menos dois mecanismos (52) foram selecionados para os 

ensaios moleculares. 23 % dos isolados foram capazes de solubilizar fosfato no HA, 15 % no 

HB e 16 % no HC. Quanto à produção de AIA, no HA 35 %  dos isolados apresentaram 

produção alta e 65 % média produção de AIA, no HB 55 % e 45 %, respectivamente. No HC 

70 % dos isolados apresentaram produção média, 23 % alta e 7 % elevada produção de AIA. 

No HA 1% dos isolados produziu sideróforos, no HB 4 % e no HC 3 %. Quanto a FBN, 84 % 

dos isolados formaram película em meio semissólido no HA, 91 % no HB e 84 % no HC. Em 

relação aos genes funcionais, 23 isolados foram positivos para a presença do gene nifH, 5 para 

o gene acdS e 46 foram enviados para o sequenciamento do gene 16S rRNA. O sequenciamento 

das bactérias revelou um predomínio de dois filos de grande importância no solo: Proteobacteria 

e Firmicutes, sendo a maioria dos indivíduos pertencentes aos gêneros Pseudomonas sp. e 

Bacillus sp., respectivamente. Com base nos mecanismos avaliados “ in vitro”, quatro dos 

isolados obtidos: 193 (Bacillus velezensis), 351 A (Pseudomonas pisciculturae), 434 

(Pseudomonas kitaguniensis) e 435 (Pseudomonas kitaguniensis) se destacaram pela 

capacidade de promover o crescimento de plantas revelando o elevado potencial biotecnológico 

dos solos de Terra Preta da Amazônia. Para confirmar a eficiência dessas bactérias são 

recomendados testes em casa de vegetação para fins de autenticação, recomendação e 

formulação de um bioproduto. 

 

Palavras-chave: Bacillus. Pseudomonas. Promoção de Crescimento vegetal. Biotecnologia. 
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3 ISOLATION, CHARACTERIZATION AND IDENTIFICATION OF BACTERIA 

FROM A PROFILE OF AMAZONIAN DARK EARTH WITH POTENTIAL FOR 

PLANT GROWTH PROMOTION 

 

Abstract 

 

The Amazonian Dark Earth (ADE) was formed through anthropogenic processes, is 

highly fertile, rich in organic matter, and dark in color. This contrast with the soils of the 

Amazon region, which are of low fertility, has aroused the interest of research groups in order 

to investigate the origin of the fertility of these soils. In this context, the objective of this work 

was to isolate, characterize, and identify bacteria, from a ADE profile, with potential for 

agricultural use as inoculants for plant growth promotion and/or as biological control agents. 

The soil from the ADE profile and the adjacent soil (ADJ) were collected in the municipality 

of Bragança, Pará, to perform chemical analyses, granulometry and prospection of bacteria. The 

prospection of bacteria from the ADE profile was performed by serial dilution method and, 

subsequently, the isolates were tested "in vitro" for plant growth promoting mechanisms: Indol-

Acetic Acid (IAA) production, siderophores, phosphate solubilization and biological nitrogen 

fixation (BNF). In addition, 52 isolates were selected for DNA extraction, amplification of nifH 

and acdS genes, and sequencing of the 16S rRNA gene.Chemical attributes revealed acidic pH, 

high aluminum saturation and low base saturation, higher base sum at depth, as well as CEC. 

Total and easily extractable glomalin were higher in the A horizon. 466 bacteria were isolated 

and characterized: 149 from HA, 194 from HB, and 123 from HC. The isolates were grouped 

by horizon according to phenotypic characteristics and distributed in distinct groups. A total of 

77 groups were generated in HA, 115 groups in HB, and 73 groups in HC. All isolates were 

tested for bibasic calcium phosphate solubilization, indole-acetic acid (IAA) production, and 

siderophore production. The isolates that produced at least one of the previous mechanisms 

were tested for biological nitrogen fixation (BNF) in semi-solid medium and, based on the 

previous mechanisms, the isolates that presented at least two mechanisms (52) were selected 

for molecular assays. 23 % of the isolates were able to solubilize phosphate in HA, 15 % in HB 

and 16 % in HC. Regarding IAA production, in HA 35 % of the isolates showed high and 65 

% medium IAA production, in HB 55 % and 45 %, respectively. In HC 70 % of the isolates 

showed medium, 23 % high and 7 % high IAA production. In HA 1 % of the isolates produced 

siderophores, in HB 4 % and in HC 3 %. Regarding BNF, 84 % of the isolates formed a film 

on semi-solid medium in HA, 91 % in HB and 84 % in HC. Regarding functional genes, 23 

isolates were positive for the presence of the nifH gene, 5 for the acdS gene and 46 were sent 

for 16S rRNA gene sequencing. The sequencing of the bacteria revealed a predominance of two 

phyla of great importance in soil: Proteobacteria and Firmicutes, most individuals belonging to 

the genera Pseudomonas sp. and Bacillus sp. respectively. Based on the mechanisms evaluated 

"in vitro", four of the isolates obtained: 193 (Bacillus velezensis), 351 A (Pseudomonas 

pisciculturae), 434 (Pseudomonas kitaguniensis) and 435 (Pseudomonas kitaguniensis) stood 

out for their ability to promote plant growth, revealing the high biotechnological potential of 

Terra Preta soils in the Amazon. To confirm the efficiency of these bacteria, greenhouse tests 

are recommended for authentication, recommendation and formulation of a bioproduct. 

 

Keywords: Bacillus. Pseudomonas. Plant Growth Promotion. Biotechnology. 
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3.1 INTRODUÇÃO 

 

A floresta amazônica é dividida em ecorregiões que apresentam diferentes tipos de solo. 

Dentre esses solos podem ser encontradas manchas de Terra Preta da Amazônia (TPA) também 

conhecida como Terra Preta de Índio (TPI), distribuídas pela Amazônia (BENTO et al., 2020). 

Os solos de TPA são considerados como antropogênicos devido a presença de artefatos como, 

por exemplo, cerâmica, carvão, cinzas, restos animais e vegetais. A presença desses resíduos 

que, frequentemente eram depositados no solo, deu origem a um horizonte superficial rico em 

matéria orgânica e nutrientes que favorecem a atividade e diversidade microbiana na TPA 

(BARBOSA et al., 2020).  

As manchas de TPA são solos de elevada fertilidade, contrastando com os demais solos 

da Amazônia, devido ao carbono presente de forma reativa e recalcitrante na matéria orgânica. 

Esse carbono permanece por mais tempo no solo aumentando a capacidade de troca de cátions 

(CTC) e, consequentemente, aumentando a capacidade de retenção de macronutrientes e 

micronutrientes, evidenciando o potencial agrícola desses solos (SÁTIRO et al., 2021). A 

elevada disponibilidade de nutrientes nos solos de TPA modula a atividade microbiana 

favorecendo o aumento da abundância e diversidade de micro-organismos nesses solos (LIMA 

et al., 2015).  

No solo, os micro-organismos participam de importantes processos, como 

decomposição da matéria orgânica, fixação biológica de nitrogênio, solubilização de fosfato, 

síntese de fitohormônios, ativação do sistema de defesa, antibiose e produção de sideróforos 

(YOU et al., 2020). A microbiota é considerada um indicador muito sensível da qualidade do 

solo e, com isso, os micro-organismos desenvolveram importantes habilidades que vão desde 

estabelecer relações diretas entre micro-organismo-micro e relações entre os  micro-organismo 

e as planta, perceber flutuações ambientais e adaptar-se a condições de estresse (ROMERO-

GUTIÉRREZ et al., 2020).  

Para acessar os micro-organismos do solo, podem ser utilizadas técnicas moleculares 

baseadas na extração de DNA e RNA do solo ou técnicas dependentes de cultivo que nos 

permitem avaliar morfologicamente a microbiota, identificar os micro-organismos através do 

sequenciamento do DNA, avaliar a capacidade desses micro-organismos produzir mecanismos 

promotores de crescimento de plantas e testar seu potencial biotecnológico (NKONGOLO; 

NARENDRULA-KOTHA, 2020; ROCHA et al.; 2020). As bactérias promotoras de 

crescimento de plantas podem ser isoladas do solo ou da superfície das plantas, são atraídas por 
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sinais liberados pelas plantas e colonizam as raízes ou superfície dos vegetais liberando 

metabólitos capazes de estimular o crescimento das plantas (TAPIA-VÁZQUEZ et al., 2020).  

As BPCP podem auxiliar no crescimento das plantas através de mecanismos que vão 

desde a solubilização e disponibilização de nutrientes à produção de fitohormônios e produção 

de compostos capazes de quelar o ferro, até a ativação do sistema de defesa, produção de 

substâncias que auxiliam na resistência e proteção contra o ataque de patógenos (SHEIRDIL et 

al., 2019). Com o intuito de reduzir os gastos com insumos agrícolas, os efeitos do estresse e as 

perdas dos nutrientes dos fertilizantes inorgânicos por lixiviação, as BPCP têm despertado o 

interesse de pesquisadores a fim de melhorar a produtividades de grandes culturas, garantindo, 

assim, uma agricultura sustentável (ALBDAIWI et al., 2019). 

O nitrogênio (N) e o fósforo (P) são elementos essenciais para o desenvolvimento das 

plantas, constituintes essenciais de biomoléculas e macromoléculas. Os micro-organismos 

participam ativamente do processo de mineralização desses nutrientes através de processos 

enzimáticos e liberação de ácidos orgânicos (OLEŃSKA et al., 2020). Embora seja abundante 

na atmosfera, o nitrogênio atmosférico (N2) encontra-se numa forma indisponível para as 

culturas. Por isso necessita do auxílio de micro-organismos diazotróficos capazes de quebrar a 

tripla ligação do N2, processo que requer um alto gasto energético, e convertendo-o a amônia, 

forma na qual as plantas conseguem assimilar o nitrogênio (FERREIRA; SOARES; SOARES, 

2019). A maior parte do fósforo existente na crosta terrestre está na forma inorgânica (Pi), sendo 

encontrado em rochas fosfatadas que são utilizadas para a produção de fertilizantes inorgânicos. 

Algumas cepas bacterianas têm demonstrado resultados promissores na solubilização de 

fosfato, tais micro-organismos são denominadas bactérias solubilizadoras de fosfato inorgânico 

(BSPi) e podem ser utilizadas na produção de biofertilizantes (NAIK et al., 2019). 

O ferro (Fe) é um micronutriente requerido em pequenas quantidades pelas plantas e 

micro-organismos (GHOSH; BER; CHAKRABARTY, 2020). Os sideróforos são metabólitos 

secundários de baixo peso molecular produzidos por bactérias em condições limitantes de Fe 

(RANA et al., 2020). Alguns fitopatógenos são dependentes de ferro e para regular o ataque 

desses patógenos as bactérias produtoras de sideróforos são utilizadas como agentes de 

biocontrole. Os sideróforos atuam através do sequestro de Fe, regulando a concentração do 

elemento e fazendo com que o mesmo não esteja disponível para o crescimento dos 

fitopatógenos (MORALES-CEDEÑO et al., 2021). 

Os fitohormônios são moléculas sinalizadoras produzidas pelas plantas e participam de 

inúmeros processos na fisiologia vegetal. Os hormônios vegetais são classificados de acordo 

com sua resposta fisiológica e composição estrutural (STIRK; STADEN, 2020). As auxinas, 



52 

 

por exemplo, atuam na célula vegetal nos processos de alongamento, divisão e diferenciação. 

O AIA (ácido indol-3-acétco) é a auxina mais importante sendo responsável por auxiliar as 

plantas em vários processos ao longo do seu desenvolvimento e tem como precursor o L-

triptofano (KUDOYAROVA et al., 2019). 

O etileno é um fitohormônio responsável pelo crescimento e desenvolvimento das 

plantas e amadurecimento dos frutos. Esse hormônio vegetal está presente em quase todas as 

partes das plantas e tem sua produção estimulada em condições de estresse (OROZCO-

MESQUITA et al., 2019). O ACC deaminase (1-aminociclopropano-1-carboxilato) é precursor 

do etileno e a enzima é responsável por transformar o ACC em amônia e α-cetobutirato. A 

produção de ACC deaminase é mais um dos mecanismos desenvolvidos pelas BPCP com o 

objetivo de reduzir os teores de etileno na planta sob condições de estresse (KHATOON et al., 

2020).  

As BPCP por meio de mecanismos diretos e indiretos são capazes de garantir o 

rendimento e produtividade das culturas, melhorar a saúde do solo e, assim, assegurar uma 

agricultura sustentável (RANA et al., 2020). Esses micro-organismos têm sido utilizados em 

solos contaminados com metais pesados com a proposta de aumentar a biomassa vegetal, 

hiperacumular os metais na parte aérea, podendo ser realizada também a fitoextração (WANG 

et al., 2019) e adsorção de metais mantendo os mecanismos de ação de crescimento vegetal sob 

condição de estresse (KE et al., 2021). As BPCP têm sido utilizadas para melhorar a absorção 

de nutrientes e reduzir a utilização de fertilizantes inorgânicos no cultivo de milho, sorgo, soja, 

trigo etc (AQUINO et al., 2021; HUSSAIN et al., 2020; KUMAWAT et al., 2022; MOREIRA 

et al., 2020), como agentes de biocontrole ativando o sistema de defesa das plantas e protegendo 

contra o ataque de fitopatógenos no cultivo de pimenta-do-reino (LAU et al., 2020). Além disso, 

trabalhos realizados por Araújo et al. (2020; 2023) destacaram a importância do consórcio 

microbiano e relataram o potencial de Streptomyces sp. e Arthrobacter sp. BPCP, em aliviar o 

estresse hídrico no milho em condições de casa de vegetação e campo, respectivamente.  Esses 

relatos comprovam a sinergia existente entre as BPCP e a importância de combinar mais de 

uma cepa microbiana a fim de obter bons resultados aproveitando o potencial de cada micro-

organismo (GARCIA; NOGUEIRA HUNGRIA, 2021).  

Diante do exposto, a nossa hipótese é que os solos da Terra Preta da Amazônia abrigam 

bactérias com elevado potencial e ampla diversidade biotecnológica, apresentando mecanismos 

de promoção de crescimento de plantas como a solubilização de fosfato, a fixação biológica de 

nitrogênio, produção de AIA, ACC deaminase e sideróforos. Desta forma, o trabalho teve como 

objetivo isolar e caracterizar morfologicamente bactérias de Terra Preta da Amazônia e avaliar 
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in vitro o potencial biotecnológico dos isolados obtidos através de mecanismos de promoção 

de crescimento.  

 

3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.2.1 Área de estudo e coleta de solo 

As amostras de solo foram coletadas no sítio arqueológico Jabuti, localizado no 

município de Bragança, no estado do Pará, Brasil (46º40’19.8” W; 0º55’39.5” S) (Figura 1). A 

área de coleta encontra-se dentro da Reserva Extrativista (RESEX) Marinha Caeté-Taperaçu, 

em um campo salino à margem esquerda do rio Caeté, distante 240 km da cidade de Belém e 

36 km do litoral. O sítio Jabuti foi registrado em 2008 e é caracterizado pela presença de solos 

do tipo Terra Preta Arqueológica e fragmentos cerâmicos em superfície e profundidade. A 

datação por C14 indica que o sítio foi ocupado há pelo menos 2.900 anos BP (SILVEIRA et al., 

2011).  

 

Figura 1. Carta imagem do sítio arqueológico Jabuti 

 
Fonte: Google Earth. 

 

A região de Bragança é caracterizada pelo relevo de planícies elevadas, com a presença 

de rochas sedimentares. O clima da região é do tipo Aw de acordo com a classificação de 

Köppen, com temperatura média de 25 ºC e precipitação variando entre 2.500 a 3.000 mm 



54 

 

(SOUZA et al., 2016). A vegetação é composta por florestas secundárias e capoeira, 

predominando palmeiras, Orbignya oleífera (babaçu) e Maximiliana regia (inajá) Silveira et al. 

(2011). De acordo com o Sistema Brasileiro de Classificação de Solos (SiBCS), o solo foi 

classificado como Gleissolo apresentando a sequência de horizontes A-Cg (SOUZA et al., 

2013). 

A coleta de solo foi realizada em uma trincheira de dimensões 1,0 x 1,0 x 1,0 m (L x P 

x A). A trincheira foi limpa e uma das laterais foi desbastada em aproximadamente 20 a 30 cm 

para a remoção do efeito de borda sobre a microbiota presente no solo. As amostras foram 

coletadas em um perfil com as seguintes dimensões 60 x 70 cm (L x A), onde foi possível 

observar a presença de três horizontes. O horizonte A (HA) com profundidade de 

aproximadamente 30 cm é composto por Terra Preta da Amazônia (TPA), o horizonte B (HB) 

é um horizonte de transição entre a TPA e o solo de origem com profundidade aproximada até 

40 cm e, por fim, o horizonte C (HC) que é mais argiloso e vai até a base da trincheira. 

 

Figura 2. Perfil de Terra Preta da Amazônia no estado do Pará 

 
Fita métrica auxiliando nas medidas da profundidade do perfil e dos horizontes. Foto da autora. 
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Para a coleta das amostras foram utilizados tubos de PVC de 100 mm de diâmetro por 

100 mm de comprimento. Os tubos foram inseridos lateralmente no perfil do solo com a ajuda 

de uma marreta de borracha e o solo da seção foi transferido para um saco plástico estéril. 

Foram coletadas cinco repetições, em três diferentes profundidades, sendo as amostras 

identificadas como: HA (R1, R2, R3, R4 e R5) – Terra Preta; HB (R1, R2, R3, R4 e R5) – Perfil 

intermediário e; HC (R1, R2, R3, R4 e R5) – Solo de origem. No momento da coleta a 

temperatura ambiente era 30 ºC e a temperatura do solo foi 28 ºC. 

Amostras de solo adjacente (ADJ), não antropogênico, foram coletadas na borda da 

mata, distante da área de TPA. Um trado holandês foi utilizado para a retirada de amostras no 

horizonte superficial (0-20cm), em 05 pontos equidistantes em 1 metro em um transecto linear. 

As amostras foram identificadas como: ADJ (R1, R2, R3, R4, R5). 

Todas as amostras coletadas foram homogeneizadas e aproximadamente 50g foram 

imediatamente transferidos para tubos plásticos do tipo Falcon (50 mL) estéreis, para a posterior 

extração de DNA e proteínas. Os tubos foram mantidos em gelo durante o período da coleta e 

transporte, sendo estocados em freezer a -80°C até a extração de DNA. 

 

Figura 3. Coleta das amostras de Terra Preta da Amazônia no estado do Pará 

 
A. Tubos de PVC inseridos no perfil para a coleta dos solos. B. Perfil após a coleta de solo nos horizontes C e B. 

Foto da autora. 

 

3.2.2 Caracterização físico-química do solo 

As amostras de solo foram caracterizadas de acordo com a EMBRAPA (2017). O solo 

foi seco ao ar, tamisado em peneira com malha de 2 mm para obtenção da terra fina seca ao ar 

(TFSA), utilizada para as análises químico-físicas.  

O pH foi determinado em água (H2O) e cloreto de cálcio (CaCl2) na proporção (1:2,5) 

solo:líquido. Os teores de cátions trocáveis cálcio (Ca2+), magnésio (Mg2+) e alumínio (Al3+) 

foram extraídos com KCl (1 mol L-1), Ca2+ e Mg2+ foram determinados por espectrofotometria 

A B 
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de absorção atômica e Al3+ por titulação com solução de NaOH 0,025 mol L-1. O potássio (K+) 

e o sódio (Na+) foram extraídos com Mehlich-1 (H2SO4 0,025 mol L-1 e HCl 0,05 mol L-1) e 

determinados por espectrofotometria de chama. O fósforo disponível (Pdisponível) foi extraído por 

Mehlich-1 e determinado por colorimetria. 

A acidez potencial (H+Al) foi extraída com acetato de cálcio [(CH3COO)2Ca.H2O] a 

pH 7,0 e dosada por titulação com solução de NaOH 0,025 mol L-1. Com os resultados obtidos, 

foram calculados a soma de bases (S), saturação por bases (V), saturação por alumínio (m) e 

capacidade de troca de cátions (CTC) efetiva (T) e potencial (t). 

Para obtenção do teor de enxofre (S) foi realizado o ataque da amostra com ácido 

clorídrico (HCl) 1:1, seguida da precipitação com cloreto de bário (BaCl2), calcinação do 

sulfato de bário (BaSO4) e determinação gravimétrica do precipitado. A extração de cobre (Cu) 

Zinco (Zn), Ferro (Fe) e Manganês (Mn) foi realizada a partir da solução de Mehlich-1  e a 

determinação por espectrometria de emissão ótica com plasma indutivamente acoplado (ICP-

OES). Para a extração de boro (B) foi utilizada a solução extratora de cloreto de bário (BaCl2), 

a amostra foi aquecida no micro-ondas e em seguida filtrada para posterior leitura através de 

espectrometria de emissão atômica em plasma (ICP-AES) Raij et al. (2001).  

A matéria orgânica (MO) foi determinada a partir da submissão da amostra ao processo 

de combustão com aquecimento programado e perda de massa pela incineração em mufla. O 

teor de MO foi quantificado pela diferença entre a massa do solo seco em estufa e a massa do 

resíduo obtido após a incineração em mufla.  

A análise granulométrica do solo foi realizada pelo método de dispersão mecânica, onde 

foi realizada a estabilização da amostra em solução dispersante por meio de agitador, seguida 

da separação das frações areia, argila e silte por meio de pesagem após secagem em estufa. 

Para as análises de glomalina no solo e isolamento de bactérias foram utilizadas apenas 

as amostras do solo de Terra Preta da Amazônia. 

 

3.2.3 Glomalina no solo 

A extração e quantificação da glomalina presente na TFSA foi baseada nos 

procedimentos descritos por Wright e Upadhyaya (1996) e Wright e Upadhyaya (1998), 

utilizando o método de Bradford. A extração da fração glomalina facilmente extraível por 

Bradford foi realizada a partir de 1 g de TFSA em 8 mL de citrato de sódio (Na3C6H5O7) [20 

Mm (pH 7,0)], com digestão única em autoclave à 121 ºC por 30 min. A determinação foi 

realizada por colorimetria, e a partir de curva padrão (y = 0,1078x + 0,4316; R2 = 0,9988), 

foram obtidos os teores em µg de glomalina por g-1 de solo. Já a fração glomalina total, por 
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meio de 10 digestões consecutivas em autoclave à 121 ºC, utilizando o citrato de sódio como 

extrator [50 Mm (pH 8,0)], sob as mesmas condições para digestão. A determinação também 

foi realizada por colorimetria, e a partir de curva padrão (y = 0,1082x + 0,2521; R2 = 0,99), 

foram obtidos os teores em µg glomalina g-1 solo (Figura 4). 

 

Figura 4. Extrato e curva para leitura de glomalina facilmente extraível 

 
A. Gradiente de cores formado no extrato obtido após a extração da glomalina facilmente extraível dos horizontes 

A, B e C (da esquerda para a direita), HA, HB e HC do perfil de Terra Preta da Amazônia. B. Curva para leitura 

das amostras de glomalina, formada por um gradiente de cor que vai do castanho claro ao azul escuro (da esquerda 

para a direita). Foto da autora. 

 

3.2.4 Isolamento de bactérias com potencial biotecnológico 

Para a obtenção dos isolados bacterianos foram utilizadas as cinco repetições do perfil 

de Terra Preta da Amazônia, (5 amostras do horizonte A, 5 amostras do horizonte B e 5 amostras 

do horizonte C), totalizando 15 amostras. O isolamento foi realizado a partir de 10 g de cada 

repetição. As amostras foram pesadas e adicionadas a erlenmeyers de 125 mL contendo 90 mL 

de solução salina (0,85 % NaCl) previamente esterilizada. Em seguida foram tampados, 

mantidos sob agitação durante 30 minutos e, posteriormente, foram retiradas as alíquotas para 

realizar as diluições seriadas. 

As amostras foram diluídas serialmente (10-2, 10-3 e 10-4) em solução salina e em seguida 

foram retiradas alíquotas de 100 mL das diluições e espalhadas em placas de Petri, em triplicata, 

com auxílio de uma alça de Drigalski, contendo o meio de cultura King B (Apêndice A) (KING; 

WARD; RANEY, 1954). As placas foram incubadas a 28 ºC, durante 72 horas, em estufa 

bacteriológica (BOD). 

Após o crescimento dos isolados foi determinada a população de Unidades Formadoras 

de Colônia por grama de solo (UFC.g-1). As colônias foram selecionadas de forma aleatória, 

observando principalmente diferenças morfológicas e estriadas em placa de Petri contendo o 

A B 
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mesmo meio de cultura para a sua purificação, sendo então incubadas na BOD com tempo de 

crescimento variando entre 1 e 5 dias.  

 

3.2.5 Caracterização fenotípica e armazenamento dos isolados bacterianos 

Depois de confirmada a pureza das colônias, os isolados foram caracterizados quanto 

ao tempo de crescimento (rápido – 24 horas; intermediário – 48 horas; lento – 72 horas; muito 

lento – > 72 horas); tamanho da colônia medido com o auxílio de um paquímetro (variando 

entre < 1 mm e > 5 mm); forma da colônia (circular ou irregular); transparência da colônia 

(opaca – ausência de brilho; translúcida – permite a passagem da luz através da placa; e 

transparente – além de permitir a passagem da luz é possível perceber o que tem do outro lado 

da placa); cor das colônias (creme, branca, amarela, laranja, rosa ou transparente); presença de 

muco (sim ou não); quantidade de muco (muito, intermediária ou pouco); tipo e muco (viscoso 

ou não produziu) e elevação (muito, intermediária ou leve) (VINCENT, 1970; HUNGRIA; 

ARAÚJO, 1994).  

Os isolados bacterianos foram estocados em tubos de 2 mL contendo 1 mL de meio de 

cultura King B líquido adicionado de 25 % de glicerina e armazenados em freezer -20 ºC, em 

triplicata. Os dendrogramas de similaridade (100 %) foram gerados para todos os três 

horizontes, onde os dados de caracterização fenotípica obtidos foram utilizados para formação 

de uma matriz binária (1 – positivo e 0 – negativo). O método de agrupamento utilizado foi 

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), com base no índice de 

Jaccard, utilizando o PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).  
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Figura 5. Isolados obtidos de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 
Diversidade morfológica dos isolados da Terra Preta da Amazônia. Foto da autora. 

 

3.2.6 Mecanismos de promoção de crescimento de plantas 

3.2.6.1 Solubilização de fosfato de cálcio 

Os isolados foram inoculados em triplicata retirando-se uma porção de uma colônia 

isolada e realizando um leve toque no meio de cultura com auxílio da alça de platina. A 

formação do halo translúcido em torno da colônia indica a solubilização do fosfato. O halo foi 

medido com auxílio do paquímetro possibilitando calcular o índice de solubilização (IS) 

(BERRAQUERO et al., 1976). Com base nos índices de solubilização, os isolados foram 

classificados como isolados com baixa (IS < 2), média (2 < IS < 4) e alta (IS > 4) capacidade 

de solubilização (HARA; OLIVEIRA, 2004). 

 

𝐼𝑆 =
𝐷𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜𝐻𝑎𝑙𝑜
𝐷𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜𝐶𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎

 

 

A seleção de bactérias solubilizadoras de fosfato de cálcio dibásico foi realizada 

segundo a metodologia descrita por Verma; Ladha; Tripathi (2001) com modificações 

(Apêndice B). Os isolados foram inoculados em meio de cultura sólido, incubados a 28 °C por 

15 dias e nas colônias que apresentaram a formação do halo foram realizadas as medidas do 

diâmetro do halo e diâmetro da colônia para obtenção do IS. 
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Figura 6. Bactérias solubilizadoras de fosfato de cálcio da Terra Preta da Amazônia do Pará 

 
A e B presença de halo em torno da colônia indica a solubilização de fosfato. C Diâmetro do halo (seta azul) e 

diâmetro da colônia (seta vermelha). Foto da autora. 

 

3.2.6.2 Produção de ácido indol-acético (AIA) 

Os isolados foram crescidos no escuro por 48 horas a 30 ºC em meio Tryptone Soya 

Broth – TSB 10 % (Apêndice C), suplementado com L-triptofano (5 Mm), sob agitação 

constante de 150 rpm. Após o período de incubação foi retirada uma alíquota de 1,5 mL, 

adicionada em eppendorf de 2 mL e centrifugada a 12.000 rpm, durante 5 minutos. Em seguida 

1 mL do sobrenadante foi transferido para copos descartáveis de 50 mL, no qual foram 

adicionados 4 mL do reagente de Salkowski (1 mL FeCl3 0,5 mol.L-1, 50 mL H2O, 30 mL 

H2SO4) (GORGON; WEBER, 1951). As amostras foram incubadas em temperatura ambiente 

por 15 minutos na ausência de luz e avaliadas posteriormente utilizando espectrofotômetro a 

530 nm.  

A produção de AIA foi confirmada pela coloração rosa das amostras (KUSS et al., 

2007). A concentração de compostos indólicos foi estimada por meio de uma curva padrão, 

previamente preparada a partir de meio de cultura estéril, não inoculado, com quantidades 

conhecidas de AIA: 0; 5; 20; 40; 60 e 80 μg.mL-1, de acordo com a equação Y= 0,0106 x + 

0,0295 (R2 = 0,9937). O ensaio foi realizado em triplicata. A produção de AIA foi classificada 

em: baixa < 1 µg.mL-1; média 1 – 11 µg.mL-1; alta 11 – 50 µg.mL-1 e elevada > 50 µg.mL-1 

(ARAÚJO et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

Diâmetro do halo 

Diâmetro da colônia 

A B C 
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Figura 7. Curva para leitura de ácido indol-acético (AIA) 

 
Formação de um gradiente de cores correspondente às concentrações de AIA, da esquerda (amarelo claro) para a 

direita (rosa pink) as seguintes concentrações: 0; 5; 20; 40; 60 e 80 μg.mL-1. Foto da autora. 

 

3.2.6.3 Produção de sideróforos 

A capacidade de produção de sideróforos foi avaliada utilizando o método descrito por 

Schwyn e Neilands (1987). Os isolados foram inoculados em tubos falcon de 15 mL contendo 

5 mL do meio de cultura King B líquido (Apêndice D) e mantidos durante 7 dias à 28 °C, sob 

agitação constante (150 rpm). Após esse período, foi adicionado 1 mL do inóculo em eppendorf 

de 1,5 mL e centrifugados a 9.500 g durante 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 1 mL do 

sobrenadante de cada cultura na cubeta, além de 1 mL do reagente cromo azurol S – CAS 

(Apêndice E). As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 30 minutos na 

ausência de luz e avaliadas posteriormente utilizando espectrofotômetro à 630 nm.  

A produção de sideróforos pelos isolados foi confirmada pela coloração alaranjada ou 

amarelada das amostras. O meio de cultura King B sem inóculo, foi utilizado como controle 

negativo. Foi utilizado o meio de cultura King B devido a sua ausência de ferro (Fe) que induz 

os isolados a produzir sideróforos. Desta forma, os sideróforos produzidos sequestram e 

complexam o Fe presente na solução CAS, liberando o corante, o que resulta na mudança de 

coloração do meio de cultura para laranja ou amarelo. 
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Figura 8. Produção de sideróforo confirmada pela coloração alaranjada 

 
Demonstrativo da diferença de coloração entre isolados não produtores de sideróforos (coloração azul) e produtor 

de sideróforos (coloração laranja). Foto da autora. 

 

Devido ao grande número de isolados obtidos, para o teste de fixação biológica de 

nitrogênio foram selecionados 166 isolados que produziram pelo menos um mecanismo testado 

anteriormente. 

 

3.2.6.4 Fixação biológica de nitrogênio em meio semissólido 

Os isolados foram crescidos em meio TSB 100 % (Apêndice C) por 48 horas sob 

agitação de 150 rpm a 28 °C (temperatura ambiente). Em seguida, foi retirada uma alíquota de 

1 mL do inóculo, transferido para tubo de 2 mL e centrifugados a 5.000 rpm por 1 minuto. O 

sobrenadante foi descartado cuidadosamente para não perder o pellet. O pellet foi ressuspendido 

em 1 mL de solução salina 85 % para lavagem das células e remoção do nitrogênio do meio, 

esse procedimento foi repetido pelo menos duas vezes.  

Após a lavagem, foi realizada a inoculação de 100 mL da suspensão em frascos de 

penicilina, em triplicata, contendo 5 mL do meio de cultura JNFB semi-sólido (Apêndice F) 

(DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995). Os frascos foram incubados a 28 °C durante 

3 – 7 dias. Foram considerados positivos para fixação biológica de nitrogênio os isolados que 

formaram a película e os que não formaram negativos. 
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Figura 9. Isolados inoculados em meio semi-sólido livre de nitrogênio com possível potencial 

para fixar nitrogênio de forma assimbiótica 

 
A. Repetições do isolado 395 comparado com o branco. B (meio de cultura sem inóculo). Formação de película, 

indicando a possível capacidade do isolado fixar nitrogênio, e modificação do pH do meio (alcalino). C Formação 

de película, indicando a possível capacidade do isolado fixar nitrogênio, sem modificação do pH do meio (neutro). 

Foto da autora. 

 

Para as análises moleculares os isolados foram selecionados adotando os seguintes 

critérios: todos os que produziram sideróforos, produção de AIA média a elevada e 

solubilização de fosfato média ou os que apresentaram baixa solubilização, mas produziram 

outro mecanismo. Sendo assim, foram selecionados 52 isolados.  

 

3.2.7 Extração de DNA dos isolados 

Os isolados foram crescidos em 5,0 mL do meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) e 

agitados a 150 rpm por 72 h em 28 ºC. Em seguida, 2 mL de suspensão bacteriana foram 

centrifugados a 14.000 g por 10 minutos, descartou-se o sobrenadante cuidadosamente, e o 

pellet formado foi utilizado para extração do DNA através do kit PureLink Microbiome DNA 

Purification (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos) de acordo com as recomendações 

do fabricante. A integridade do DNA foi analisada a partir de uma alíquota de 4 µL através de 

eletroforese em gel de agarose 0,5% em tampão TAE 1x (Tris, Ácido acético, EDTA) 

adicionado ao corante Sybr® Green (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos). O gel foi 

submetido a um campo eletroforético de 100 volts por 30 min. Utilizou-se o 100 pb Plus DNA 

Ladder (Invitrogen), como padrão molecular. A imagem do gel foi visualizada e capturada sob 

luz ultravioleta em um transluminador UV E-BOX VX2. 

 

 

A B C 
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3.2.8 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) 

Os isolados produtores de ACC e fixadores de nitrogênio foram identificados por meio 

da utilização da técnica qPCR, sendo considerados positivos os que amplificaram para o gene 

alvo e negativos os que não amplificaram. As reações foram realizadas em duplicata, no volume 

final de 10 µL contendo 5 µL do kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, USA), 1 µL de cada 

primer, 2 µL de H2O livre de nucleases e 1 µL de DNA, usando o Rotor-Gene 3000 thermal 

cycler (Corbett Life Science, Australia). Os iniciadores e as condições das reações estão 

descritos na Tabela 1. Um controle negativo foi adicionado em todas as quantificações visando 

o monitoramento de contaminações. 

 

Tabela 1. Primers e condições de ciclagem utilizados para amplificar os genes alvo qPCR 

Gene Alvo Primer Sequência Condições para ciclagem 

nifH 

(diazotróficos) 

FGPH191 

 

POLR2 

5’ TACGGCAARGGTGGNATHG 3’ 

 

5’ ATSGCCATCATYTCRCCGGA 3’ 

95 ºC 5 min, 1 ciclo; 94 ºC 

1 min, 57 ºC 45 s, 72 ºC 1 

min, 30 ciclos; 72 ºC 7 

min, 1 ciclo 

acdS 

(ACC deaminase) 

acdSF53 

 

acdSR83 

5’ TGCCAAGCGTGAAGACTGC 3’ 

 

5’ GGGTCTGGTTCGACTGGAT 3’ 

95 ºC 3 min, 1 ciclo; 95 ºC 

30 s, 58 ºC 30 s, 72 ºC 1 

min, 40 ciclos; 72 ºC 7 

min, 1 ciclo 

1Simonet et al. (1991); 2Poly, Monrozier e Bally (2001); 3Jaya et al. (2019) 

 

3.2.9 Amplificação e sequenciamento do gene 16S rRNA 

Para a amplificação parcial do gene 16S rRNA foram utilizados os primers 27F 

(AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (LANE, 1991). A 

reação de amplificação com um volume final de 50 µL foi: 2 µL de DNA, 1,5 µL de MgCl2 (50 

mM), 5,0 µL tampão 10 x para PCR, 1,0 µL dNTP's (10 mM), 2,0 µL de cada primer (10 mM), 

0,6 µL de Taq DNA Polimerase (5 U/μL) e 35,9 µL de água Mili-Q para completar o volume 

final. A reação de amplificação foi realizada em termociclador, nas seguintes condições: 

desnaturação inicial de 94 ºC, por 5 min, 35 ciclos de desnaturação a 94 ºC, por 40 segundos, 

anelamento a 55 ºC, por 40 segundos, extensão a 72 ºC, por 1 min e 30 segundos e uma extensão 

final de 72 ºC, por 7 min. Os produtos amplificados foram corridos em tampão TAE 1,0 x a 100 
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v durante 30 min em gel de agarose 0,5 %, corados com Sybr® Green (Life Technologies, 

Carlsbad, Estados Unidos) e visualizados sob luz UV em um transluminador UV E-BOX VX2.  

Os produtos da PCR foram enviados para Macrogen Laboratory, Coréia do Sul, para 

purificação e sequenciamento. As sequências obtidas foram comparadas com o banco de dados 

do EzBioCloud 16S-based ID (YOON et al., 2017). As sequências alinhadas foram utilizadas 

para análise filogenética pelo método Neighbour-Joining, usando Kimura-2 parâmetros 

(KIMURA, 1980) pelo programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013), aplicando um bootstrap 

com um mínimo de 1.000 replicações. 

 

3.2.10 Análise estatística e interpretação dos resultados 

As variáveis quantitativas foram submetidas à análise de variância (ANOVA) e as 

médias comparadas utilizando-se o teste Skott Knott a 5 % de probabilidade, por meio do 

programa SISVAR versão 5.1. 

Os isolados avaliados para os mecanismos de produção de AIA e solubilização de 

fosfato de cálcio, foram agrupados utilizando o programa PAST3, as médias obtidas pelos 

representantes dos grupos formados, foram submetidos ao teste Skott Knott a 5 % de 

probabilidade, por meio do programa SISVAR versão 5.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 

 

 3.3 RESULTADOS 

 

3.3.1 Atributos físicos e químicos do solo 

Os teores de areia grossa, argila e silte encontrados nos horizontes A, B e C do perfil de 

TPA podem ser vistos na Figura 10. Os horizontes A e B foram classificados possuindo textura 

média, com 687,2 g.kg-1 e 703,4 g.kg-1 de areia, respectivamente. Enquanto a textura do 

horizonte C foi classificada como argilosa, apresentando 416 g.kg-1 de argila. O solo adjacente 

foi classificado como arenoso com 903 g.kg-1 de areia. 

 

Figura 10. Análise granulométrica do perfil de Terra Preta da Amazônia e solo adjacente do 

Pará  

 

 

HA – horizonte A; HB – horizonte B e HC – horizonte C; ADJ – solo adjacente. Os valores correspondem a média 

de cinco repetições e as barras correspondem ao desvio padrão da média. 

 

 

O perfil de solo antropogênico classificado como Gleissolo apresentou mudanças 

significativas nas propriedades químicas entre os horizontes (Tabela 2). O pH é uma variável 

utilizada para determinar o potencial de acidez do solo e foi classificado como extremamente 

ácido (< 4,5) nos horizontes A, B e C da TPA, assim como, no solo adjacente, não havendo 

diferença estatística significativa entre eles; o que resultou em um nível elevado de alumínio 

trocável e saturação por alumínio (m). Os solos com valores de pH abaixo de 5,0 geralmente 

apresentam problemas com toxidez causada pelo alumínio. De modo geral, foi possível verificar 

que elementos como P, K+, Mg2+, Al3+, Cu, Zn, Na+ e Fe aumentaram em profundidade 

apresentando as maiores concentrações no horizonte C. 
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Tabela 2. Caracterização química de um perfil de Terra Preta da Amazônia e solo adjacente do 

Pará 

 Unidades HA HB HC ADJ 

pH H2O - 4,36 4,42 4,3 4,28 

pH CaCl2 - 3,76 3,68 3,4 3,28 

P mg.dm-3 92,82 118,42 142,64 1,8 

K+ mg.dm-3 29 22,64 37,36 12,2 

S mg.dm-3 3,6 1,6 2 0,6 

Ca2+ cmolc.dm-3 0,098 0,09 0,094 0,046 

Mg2+ cmolc.dm-3 0,168 0,204 0,396 0,082 

Al3+ cmolc.dm-3 3,874 5,132 11,64 1,136 

H+Al cmolc.dm-3 11,44 8,72 10,6 6,14 

MO % 4,14 1,488 0,346 2,062 

B mg.dm-3 0,382 0,298 0,368 0,228 

Cu mg.dm-3 0,94 0,94 1,52 0,1 

Fe mg.dm-3 79,8 175 469,4 39,2 

Mn mg.dm-3 1,06 0,84 0,66 0,52 

Zn mg.dm-3 0,08 0,12 3,2 0,22 

Na+ mg.dm-3 52,62 50,18 61,4 29,5 

SB cmolc.dm-3 0,36 0,36 0,58 0,16 

T cmolc.dm-3 11,78 9,08 11,2 6,32 

t cmolc.dm-3 4,22 5,48 12,22 1,3 

V % 2,8 4 6 2,6 

m % 91,80 93,80 95,4 87,4 

HA – horizonte A; HB – horizonte B e HC – horizonte C; ADJ – solo adjacente. Médias seguidas pela mesma letra 

não diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

 

A acidez trocável (Al3+) diferiu (p < 0,05) entre os horizontes de TPA e solo ADJ, sendo 

mais elevada no HC onde o pH foi menor. Quanto a acidez potencial (H+Al) foi mais elevada 

nos horizontes de TPA, sendo HA e HC superior ao solo ADJ, enquanto HB foi estatisticamente 

igual ao solo de referência. Os valores de fósforo foram mais elevados nos horizontes de TPA, 

aumentando em profundidade. O horizonte C apresentou o maior teor de P (142,64 mg.dm-3) 

sendo superior a todos os outros, inclusive ao solo ADJ que apresentou os menores teores 
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(Figura 11). O potássio foi maior nos horizontes de TPA apresentando diferença estatística entre 

os horizontes e o solo adjacente, sendo encontrado no HC o maior teor (37,36 mg.dm-3). O 

cálcio não apresentou diferença estatística em nenhum dos solos avaliados, enquanto o 

magnésio foi superior nos horizontes antrópicos, sendo o maior teor (0,369 cmolc.dm-3) 

encontrado no HC. 

 

Figura 11. Concentração de fósforo (mg.dm-3) do perfil de Terra Preta da Amazônia e solo 

adjacente do Pará 

 

HA – horizonte A; HB – horizonte B e HC – horizonte C; ADJ – solo adjacente. Os valores correspondem a média 

de cinco repetições, barras correspondem ao desvio padrão de média. 

 

A matéria orgânica (MO), conforme esperado, apresentou maior valor no horizonte A, 

diferindo (p < 0,05) estatisticamente do HC e HB que foi igual ao solo ADJ, e diminuiu em 

profundidade, assim, como a acidez trocável (H+Al), cálcio, enxofre e os micronutrientes B e 

Mn. A soma de bases (SB), foi superior no HC, diferindo dos demais horizontes e solo ADJ. 

Tanto a saturação por bases (V) quanto a saturação por alumínio (m) são influenciados pela 

acidez trocável, de modo que, valores elevados de alumínio refletem em saturação por bases 

reduzida e saturação por alumínio elevada. O HC apresentou a maior porcentagem de V %, 

sendo quase 3 vezes maior do que no HA e solo ADJ. Quanto a m %, os horizontes de TPA 

diferiram estatisticamente do solo ADJ, apresentando as porcentagens de 91,80 %, 93,80 % e 

95,4 % os horizontes A, B e C, respectivamente. Os maiores valores de T foram encontrados 

nos horizontes de TPA, sendo os valores do HA e HC quase 2 vezes maiores do que no solo 

ADJ.  
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O boro não apresentou diferença estatística entre os solos avaliados. O cobre, o ferro e 

o zinco apresentaram os maiores teores 1,52 mg.dm-3; 469,4 mg.dm-3 e 3,2 mg.dm-3, 

respectivamente, no HC, sendo estatisticamente diferente dos demais horizonte e solo ADJ. O 

manganês foi estatisticamente diferente no HA, apresentando os maiores teores (1,06 mg.dm-3) 

em relação aos demais horizontes e ADJ. O perfil de TPA apresentou valores elevados de sódio 

em todos os horizontes, sendo estatisticamente diferente do solo adjacente que apresentou o 

menor valor (29,5 mg.dm-3). 

De modo geral, em todos nos horizontes de Terra Preta da Amazônia e solo adjacente, 

a saturação por bases foi inferior a 50 %, sendo os solos considerados distróficos, enquanto a 

saturação por alumínio foi superior a 50 % em todos eles, indicando toxicidade alta, o que é 

considerado um fator limitante no desenvolvimento do sistema radicular das culturas. 

 

 

3.3.2 Glomalina no solo 

A partir do fracionamento da glomalina obteve-se a glomalina facilmente extraível e a 

glomalina total. Assim, os resultados obtidos mostraram que tanto a glomalina facilmente 

extraível quanto a glomalina total apresentaram os maiores valores no horizonte A (0,5099 e 

0,3314 µg glomalina g-1 solo, respectivamente) diferindo estatisticamente (p < 0,05) dos 

horizontes B e C.  
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Figura 12. Quantificação da glomalina facilmente extraível por Bradford e da glomalina total 

nos diferentes horizontes em um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 

 

 

 

HA – horizonte A; HB – horizonte B e HC – horizonte C. Valores médios de cinco repetições. Médias seguidas 

pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Skott-Knott (p < 0,05). 
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3.3.3 Isolamento e contagem das unidades formadoras de colônias das amostras do perfil 

de solo de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 

Os valores de UFC, expressos em Log10, indicam que a população de bactérias no 

horizonte B foi superior em relação aos horizontes A e C. De forma geral, os valores de UFC 

variaram entre 2,03 x 106 (HC); 6,93 x 106 (HA) e 2,43 x 107 (HB) Figura (13). 

 

Figura 13. Contagem da população bacteriana cultivável de amostras de Terra Preta da 

Amazônia do Pará 

 

HA – horizonte A; HB – horizonte B e HC – horizonte C. 

 

3.3.4 Caracterização fenotípica e armazenamento dos isolados bacterianos 

Um total de 466 isolados foram caracterizados: 149 isolados do horizonte A; 194 

isolados do horizonte B; 123 isolados do horizonte C. Os isolados foram agrupados por 

horizonte de acordo com as características fenotípicas e distribuídos em grupos distintos. Em 

um coeficiente de similaridade de 100 % foram gerados 77 grupos no horizonte A (Apêndice 

G), 115 grupos no horizonte B (Apêndice H) e 73 grupos no horizonte C (Apêndice I). 

No horizonte A, 88,6 % dos isolados apresentaram crescimento rápido e 11,4 % 

apresentaram crescimento intermediário. Quanto à forma das colônias, 54,4 % apresentaram 

forma circular e 45,6 % forma irregular. A maior parte das colônias eram secas sendo que 81,2 

% não produziram muco e apenas 18,8 % produziram muco. Em relação a elevação das 

colônias, 73,8 % apresentaram elevação leve, 23,5 % elevação intermediária e somente 2,7% 

das colônias eram muito elevadas. Os isolados apresentaram uma variedade de cores, 
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distribuídas entre colônias creme (43 %), branca (43,6 %), amarela (7,4 %), laranja (2,0 %) e 

rosa (4,0 %) (Figura 14). 

 

Figura 14. Caracterização fenotípica dos isolados bacterianos obtidos das amostras do 

horizonte A de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 

 

No horizonte B, 69,6 % dos isolados apresentaram crescimento rápido, 18 % 

crescimento intermediário e 12,4 % crescimento lento. Quanto a forma, 69,6 % das colônias 

eram circulares e 30,4 % apresentavam forma irregular. Assim como no HA, a maior parte das 

colônias, representadas pela porcentagem de 70,1 %, eram secas e 29,9 % produziram muco. 

Quanto à elevação das colônias, 76,3 % apresentaram elevação leve, 21,1 % intermediária e 2,6 

% eram muito elevadas. Dentre a variedade de cores apresentada pelos isolados 38,7 % das 

colônias eram creme, 32 % brancas, 20,1 % amarelas, 7,2 % laranjas e 2,1 % rosas (Figura 15).  
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Figura 15. Caracterização fenotípica dos isolados bacterianos obtidos das amostras do 

horizonte B de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 

 

Enquanto no horizonte C, 80,5 % dos isolados apresentaram crescimento rápido, 17,1 

% intermediário, 1,6 % lento e 0,8 % muito lento. A maioria das colônias, 98,4 %, apresentou 

forma circular e apenas 1,6 % apresentou forma irregular. Quanto à produção de muco, 82,1 % 

não produziram muco, enquanto 17,9 % produziram muco. Assim como nos horizontes A e B, 

a maioria das colônias eram cremes (29,3 %), seguidas das colônias brancas (24,4 %), amarelas 

(17,1 %), laranjas (13,8 %), rosas (15,4 %), respectivamente (Figura 16). 

O apêndice J apresenta a comparação das características morfofisiológicas avaliadas em 

todos os perfis de TPA. De maneira genérica, as bactérias isoladas da TPA apresentaram 

crescimento rápido (24 horas); formato da colônia circular, com ausência de muco, elevação 

leve e coloração creme ou branca. 
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Figura 16. Caracterização fenotípica dos isolados bacterianos obtidos das amostras do 

horizonte C de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 

 

3.3.5 Mecanismos de promoção de crescimento de plantas  

3.3.5.1 Solubilização de fosfato de cálcio  

Dos 149 isolados obtidos do horizonte A, 23 % (34) foram capazes de formar halo de 

solubilização de fosfato de cálcio. Sendo que, 21 % (31) apresentaram índice de solubilização 

(IS) baixo, 2 % (3) IS médio e nenhum isolado foi capaz de apresentar IS alto (Figura 17).  

 

Figura 17. Frequência da solubilização de fosfato de cálcio dos isolados obtidos do horizonte 

A de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 
De acordo com o IS obtido: ( - ) não solubiliza; IS < 2 baixo; IS 2 – 4 médio e IS > 4 alto. 
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Os IS obtidos pelos isolados que apresentaram resposta positiva para a solubilização de 

fosfato (34) variaram entre 1,06 e 2,13. Dentre os isolados do HA, os que produziram os maiores 

IS foram o 88 e 107, apresentando IS acima de 2,0 e por isso foram classificados dentro do 

grupo de média solubilização (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Isolados solubilizadores de fosfato de cálcio obtidos do horizonte A de um perfil de 

Terra Preta da Amazônia do Pará 

Isolado IS Isolado IS 

2 1,30b 89 1,60a 

4 1,20b 90 1,56a 

5 1,23b 92 1,73a 

9 1,20b 94 1,83a 

16 1,13b 95 1,96a 

19 1,10b 96 1,73a 

21A 1,60a 99 1,50b 

42 1,20b 102 1,60a 

45 1,10b 103 1,90a 

52 1,90a 104 1,93a 

55 1,20b 106 1,46b 

61 1,36b 107 2,10a 

67 1,56b 108 1,73a 

72 1,20b 112A 1,10b 

81 1,46b 113A 1,10b 

85 1,80a 114 1,06b 

88 2,13a 138 1,30b 

CV % 20,73   
De acordo com o índice de solubilização: IS < 2 baixo; IS 2 - 4 médio e IS > 4 alto. Letra minúsculas comparam 

a solubilização de fosfato entre os isolados obtidos no HA. 

 

 

No horizonte B isolados, dos 194 obtidos aproximadamente 15 % (30) foram capazes 

de formar halo de solubilização de fosfato de cálcio. Sendo que, 14,9 % (29) apresentaram IS 

baixo, 0,5 % (1) apresentou IS médio e nenhum isolado foi capaz de apresentar IS alto (Figura 

18). 
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Figura 18. Frequência da solubilização de fosfato de cálcio dos isolados obtidos do horizonte 

B de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 
De acordo com o IS obtido: ( - ) não solubiliza; IS < 2 baixo; IS 2 – 4 médio e IS > 4 alto. 

 

Os IS obtidos pelos isolados que apresentaram resposta positiva para a solubilização de 

fosfato (30) variaram entre 1,10 e 3,76. Dentre os isolados do HB, somente o 269 foi capaz de 

produzir IS acima de 2,0, diferindo (p < 0,05) estatisticamente dos demais, e por isso foi 

classificado como de média solubilização (Tabela 4).  

 

Tabela 4. Isolados solubilizadores de fosfato de cálcio obtidos do horizonte B de um perfil de 

Terra Preta da Amazônia do Pará 

Isolado IS Isolado IS 

170 1,10b 265 1,30b 

175 1,63b 269 3,76a 

196 1,26b 270 1,3b 

199 1,20b 273 1,43b 

202 1,43b 279 1,30b 

204 1,20b 295 1,43b 

237 1,33b 305 1,10b 

238 1,26b 319 1,26b 

239 1,10b 324 1,10b 

242 1,26b 326 1,13b 

250 1,30b 333 1,26b 

251 1,33b 334 1,30b 

252 1,40b 335 1,30b 

253 1,30b 336 1,23b 

256 1,26b 342 1,33b 

CV % 29,42   
De acordo com o índice de solubilização: IS < 2 baixo; IS 2 - 4 médio e IS > 4 alto. Letra minúsculas comparam 

a solubilização de fosfato entre os isolados obtidos no HB. 
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Dos 123 isolados obtidos no horizonte C, 16 % (20) foram capazes de formar halo de 

solubilização de fosfato de cálcio. Sendo que, 10 % (13) e 6 % (7) apresentaram IS baixo e 

médio, respectivamente, e nenhum isolado foi capaz de apresentar IS alto (Figura 19). 

 

Figura 19. Frequência da solubilização de fosfato de cálcio dos isolados obtidos no horizonte 

C de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 
 

De acordo com o IS obtido: ( - ) não solubiliza; IS < 2 baixo; IS 2 – 4 médio e IS > 4 alto. 

 

Os IS obtidos pelos isolados que apresentaram resposta positiva para a solubilização de 

fosfato variaram entre 1,20 e 3,16. Dentre os isolados do HC, os que produziram os maiores IS 

foram o 382; 395; 402; 405; 435; 459 e 463, diferindo (p < 0,05) dos demais isolados, 

apresentaram IS acima de 2,0 e por isso foram classificados dentro do grupo de média 

solubilização (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Isolados solubilizadores de fosfato de cálcio obtidos do horizonte B de um perfil de 

Terra Preta da Amazônia do Pará 

Isolado IS Isolado IS 

351A 1,70b 411 1,90b 

351B 1,70b 416 1,56b 

360 1,70b 426 1,3b 

373 1,86b 431 1,60b 

382 2,03b 434 1,73b 

395 2,53a 435 2,16a 

396 1,80b 445 1,56b 

399 1,20b 451 1,23b 

402 4,46a 459 2,33a 

405 3,16a 463 2,33a 

CV % 23,66   

De acordo com o índice de solubilização: IS < 2 baixo; IS 2 - 4 médio e IS > 4 alto. Letra minúsculas comparam 

a solubilização de fosfato entre os isolados obtidos no HC. 
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3.3.5.2 Produção de ácido indol acético (AIA) 

Dos 149 isolados obtidos no horizonte A, 23 produziram uma quantidade de AIA 

superior a 1,0 μg.mL-1. Cerca de 35 % (8) dos isolados apresentaram produção alta de AIA, 

enquanto 65 % (15) produziram AIA em concentração considerada média (Figura 20). 

 

Figura 20. Frequência da produção de AIA na presença de L-triptofano (5Mm) dos isolados 

obtidos do horizonte A de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 

 
De acordo com a produção de AIA: < 1 µg.mL-1 baixa; 1 – 11 µg.mL-1 média; 11 – 50 µg.mL-1 alta e > 50 µg.mL-

1 elevada. 

 

A produção de AIA pelos isolados do horizonte A variou entre 5,36 µg.mL-1 e 34,44 

µg.mL-1. Os isolados que produziram os maiores níveis de AIA foram 140; 17 e 55. A produção 

dos respectivos isolados foi classificada como alta, os quais diferiram estatisticamente entre si 

e foram superiores (p<0,05) aos demais isolados. Dentre os isolados produtores de AIA, o maior 

produtor foi 140, produzindo 34,44 µg.mL-1, sendo superior (p<0,05) ao 17 que produziu 21,52 

µg.mL-1 e 55 que produziu 16,08 µg.mL-1. O isolado 59 teve a menor produção de AIA, 

classificada como média, produzindo, 5,36 µg.mL-1 (Tabela 6). 
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Tabela 6. Isolados produtores de AIA obtidos do horizonte A de um perfil de Terra Preta da 

Amazônia do Pará 

ISOLADO AIA (µg.mL-1) ISOLADO AIA (µg.mL-1) 

4 9,70 e 89 7,24 f 

6 7,05 f 90 10,07 e 

9 6,02 f 92 6.93 f 

17 21,52 b 94 6,43 f 

32 6,58 f 95 14,38 d 

37 5,83 f 96 13,72 d 

51 10,17 e 97 6,83 f 

55 16,08 c 99 10,26 e 

58 7,97 f 126 9,19 e 

59 5,36 f 140 34,44 a 

61 13,82 d 141 13,56 d 

88 14,32 d   

CV % 7,51   
Letra minúsculas comparam a produção de AIA entre os isolados. De acordo com a produção de AIA: < 1 

µg.mL-1 baixa; 1 – 11 µg.mL-1 média; 11 – 50 µg.mL-1 alta e > 50 µg.mL-1 elevada. 

 

No horizonte B, dos 194 isolados obtidos, 29 foram capazes de produzir uma quantidade 

de AIA superior a 1,0 μg.mL-1. Sendo que, 55 % (16) dos isolados apresentaram produção de 

AIA considerada média e 45 % (13) produziram uma quantidade de AIA considerada alta 

(Figura 21). 

 

Figura 21. Frequência da produção de AIA na presença de L-triptofano (5Mm) dos isolados 

obtidos do horizonte B de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 

De acordo com a produção de AIA: < 1 µg.mL-1 baixa; 1 – 11 µg.mL-1 média; 11 – 50 µg.mL-1 alta e > 50 µg.mL-

1 elevada. 

 

A produção de AIA pelos isolados do horizonte B variou entre 5,83 µg.mL-1 e 46,30 

µg.mL-1. Os isolados que produziram os maiores níveis de AIA foram 157; 274 e 280. A 
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produção dos respectivos isolados foi classificada como alta, os quais não diferiram 

estatisticamente entre si e foram superiores (p < 0,05) aos demais isolados. Dentre os isolados 

produtores de AIA, o maior produtor foi 157, produzindo 46,30 µg.mL-1. O isolado 249 teve a 

menor produção de AIA, classificada como média, produzindo 5,83 µg.mL-1 (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Isolados produtores de AIA obtidos do horizonte B de um perfil de Terra Preta da 

Amazônia do Pará 

ISOLADO AIA (µg.mL-1) ISOLADO AIA (µg.mL-1) 

157 46,30 a 258 7,65f 

163 11,11e 259 7,75f 

167 10,36e 261 8,06f 

179 11,43e 262 11,05e 

193 8,60f 263 6,46f 

194 8,63f 264 11,71e 

209 32,15b 269 16,17d 

242 20,89c 270 18,78c 

249 5,83f 274 44,44a 

250 20,73c 280 42,31a 

252 8,31f 284 7,31f 

253 7,68f 307 31,99b 

254 6,99f 327 6,24f 

256 8,22f 335 10,36e 

257 9,22e   

CV % 13   
Letra minúsculas comparam a produção de AIA entre os isolados. De acordo com a produção de AIA: < 1 

µg.mL-1 baixa; 1 – 11 µg.mL-1 média; 11 – 50 µg.mL-1 alta e > 50 µg.mL-1 elevada. 

 

No horizonte C, dos 123 isolados obtidos, 61 produziram uma quantidade de AIA 

superior a 1,0 μg.mL-1. Cerca de 70 % (43) dos isolados apresentaram produção de AIA 

considerada média, enquanto 23 % (14) produziram AIA em concentração alta e 7 % (4) em 

concentração elevada (Figura 22). 
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Figura 22. Frequência da produção de AIA na presença de L-triptofano (5Mm) dos isolados 

obtidos do horizonte C de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 
De acordo com a produção de AIA: < 1 µg.mL-1 baixa; 1 – 11 µg.mL-1 média; 11 – 50 µg.mL-1 alta e > 50 µg.mL-

1 elevada. 

 

A produção de AIA pelos isolados do horizonte C variou entre 4,35 µg.mL-1 e 63,03 

µg.mL-1. Os isolados que produziram os maiores níveis de AIA foram 360; 373; 351A e 351B. 

A produção dos respectivos isolados foi classificada como elevada, os quais diferiram 

estatisticamente entre si e foram superiores (p<0,05) aos demais isolados. Dentre os isolados 

produtores de AIA, o maior produtor foi 360, produzindo 63,03 µg.mL-1, sendo superior 

(p<0,05) aos isolados 373 que produziu 59,32 µg.mL-1; 351B que produziu 57,53 µg.mL-1 e 

351A que produziu 51,24 µg.mL-1. O isolado 421 teve a menor produção de AIA, classificada 

como média, produzindo 4,35 µg.mL-1 (Tabela 8). 
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Tabela 8. Isolados produtores de AIA obtidos do horizonte C de um perfil de Terra Preta da 

Amazônia do Pará 

ISOLADO (AIA µg.mL-1) ISOLADO (AIA µg.mL-1) 

344 48,28 e 391  6,33 

345 5,07 m 395 44,48 f 

346 5,42 m 402 36,93 h 

349 4,92 m 405 48,66 e 

350 4,95 m 416 5,29 m 

351 A 51,24 d 417 34,60 i 

351 B 57,53 c 419 34,51 i 

352 5,14 m 420 4,44 m 

353 5,77 m 421 4.35 m 

355 5,20 m 422 4,60 m 

356 4,95 m 431 33,82 i 

357 5,14 m 434 36,52 h 

358 6,05 m 435 36,71 h 

360 63,03 a 437 5,36 m 

361 49,16 e 438 5,70 m 

373 59,32 b 439 5,58 m 

375 30,64 j 440 4,82 m 

376 5,39 m 441 5,29 m 

377 5,07 m 443 4,73 m 

378 8,44 l 444 10,83 k 

379 5,33 m 445 31,33 j 

380 5,23 m 446 5,29 m 

381 5,17 m 447 4,82 m 

382 40,99 g 448 5,29 m 

383 5,67 m 449 7,87 l 

384 8,09 l 450 6,61 m 

385 5,26 m 451 8,78 l 

386 5,89 m 452 6,21 m 

387 5,61 m 458 34,73 i 

388 8,53 l   

389 6,52 m   

390 8,47 l   

CV % 4,94   
Letra minúsculas comparam a produção de AIA entre os isolados. De acordo com a produção de AIA: < 1 

µg.mL-1 baixa; 1 – 11 µg.mL-1 média; 11 – 50 µg.mL-1 alta e > 50 µg.mL-1 elevada. 

 

3.3.5.3 Produção de sideróforos 

No horizonte A, apenas o isolado 108 foi capaz de produzir sideróforos, o que 

corresponde a 1 % do total de 149 isolados avaliados. Quanto ao horizonte B, os isolados 

produtores de sideróforos foram: 193; 194; 198; 238; 255; 264; 295 e 307. Estes correspondem 

a cerca de 4 % dos 194 isolados avaliados. Já no horizonte C, os isolados 351A; 434; 435 e 454 

foram capazes de produzir sideróforos e correspondem a aproximadamente 3 % do total de 

isolados avaliados no respectivo horizonte. 
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3.3.5.4 Fixação biológica de nitrogênio em meio semissólido 

Dos 45 isolados selecionados no horizonte A, cerca de 84 % (38) foram capazes de 

formar película indicando a possibilidade de fixar nitrogênio. E apenas 16 % (7) não formaram 

película. Além disso, foi avaliada a capacidade dos isolados modificarem o pH do meio, de 

modo que 18 % (8) dos isolados acidificou o meio, outros 18 % alcalinizaram o meio e a maior 

parte dos isolados, correspondente, a 49 % (22) manteve o pH perto da neutralidade (Figura 

23). 

 

Figura 23. Frequência de isolados que apresentaram capacidade de fixar nitrogênio no 

horizonte A de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 
Positivo, formaram película; Negativo, não formaram película. pH ácido, meio amarelo; pH alcalino, meio azul; 

pH neutro, meio verde. 

 

No horizonte B, foram testados 53 isolados. Dentre os quais aproximadamente 91 % 

(48) dos isolados formaram película, indicando a possibilidade de fixar nitrogênio, enquanto 9 

% (5) não formaram película. Quanto ao pH do meio, 55 % (29) dos isolados apresentaram pH 

neutro, 23 % (12) pH alcalino e 13 % (7) pH ácido (Figura 24). 

  



84 

 

Figura 24. Frequência de isolados que apresentaram capacidade de fixar nitrogênio no 

horizonte B de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 

Positivo, formaram película; Negativo, não formaram película. pH ácido, meio amarelo; pH alcalino, meio azul; 

pH neutro, meio verde. 

 

No horizonte C, foram testados 68 isolados. Cerca de 84 % (57) dos isolados foram 

capazes de formar película, indicando a possibilidade de fixar nitrogênio. E somente 16 % (11) 

não formaram película. Quanto ao pH do meio, aproximadamente, 46 % (26) dos isolados 

mantiveram o pH do meio, 46 % (26) alcalinizaram o meio e 9 % (5) acidificaram o meio 

(Figura 25). 

 

Figura 25. Frequência de isolados que apresentaram capacidade de fixar nitrogênio no 

horizonte C de um perfil de Terra Preta da Amazônia do Pará 

 

Positivo, formaram película; Negativo, não formaram película. pH ácido, meio amarelo; pH alcalino, meio azul; 

pH neutro, meio verde. 
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3.3.6 Presença dos genes nifH e acdS nos isolados de Terra Preta da Amazônia 

Foram selecionados 52 isolados para a extração de DNA, testes moleculares e 

sequenciamento do gene 16S rRNA. Destes, 12 isolados pertenciam ao horizonte A, 19 isolados 

pertenciam ao horizonte B e 21 isolados pertenciam ao horizonte C. Quanto aos critérios 

utilizados para a seleção dos isolados foi descrito no tópico 3.2.6.4 do material e métodos. 

Dos 12 isolados selecionados no horizonte A, o 14; 55; 61 e 141 (4) foram positivos 

para a presença do gene nifH e os isolados 95; 104 e 108 (3) foram positivos para a presença 

do gene acdS. No horizonte B, do total de 19 isolados selecionados, o 157; 163; 193; 238; 250; 

270 e 274 (7) foram positivos para a presença do gene nifH e os isolados 193 e 194 (2) foram 

positivos para o gene acdS. Quanto ao horizonte C, foram selecionados 21 isolados, dos quais 

12 (351A; 351B; 382; 395; 402; 405; 419; 431; 434; 435; 445 e 459) foram positivos para a 

presença do gene nifH e nenhum deles foi positivo para a presença do gene acdS. Dos 52 

isolados selecionados ao longo do perfil, o isolado 193 destacou-se devido a presença positiva 

tanto do gene nifH quanto do gene acdS (Tabela 9). 
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Tabela 9. Mecanismos de promoção de crescimento de plantas dos isolados prospectados no 

perfil de Terra Preta da Amazônia 

Isolados Solubilizaçã

o 

Ca3(PO4)2 

AIA Sideróforo Gene 

(nifH) 

Gene 

(acdS) 

Película 

(FBN) 

17 - Alta - + - + 

55 Baixo Alta - + - - 

61 Baixo Alta - + - + 

88 Médio Alta - - - + 

95 Baixo Alta - - + - 

96 Baixo Alta - - - - 

104 Médio - - - + + 

107 Médio - - - - + 

108 Baixo - + - + + 

126 - Média - - - + 

140 - Alta - - - + 

141 - Alta - + - + 

157 - Alta - + - + 

163 - Alta - + - + 

179 - Alta - - - + 

193 - Média + + + + 

194 - Média + - + - 

198 - - + - - - 

209 - Alta - - - + 

238 Baixo - + + - + 

242 Baixo Alta - - - + 

250 Baixo Alta - + - - 

255 - - + - - + 

262 - Alta - - - + 

264 - Alta + - - + 

269 Médio Alta - - - + 

270 Baixo Alta - + - + 

274 - Alta - + - + 

280 - Alta - - - + 

295 Baixo - + - - + 

307 - Alta + - - + 

344 - Alta - - - + 

351 A Baixo Elevada + + - + 

351 B Baixo Elevada - + - + 

360 Baixo Elevada - - - + 

361 - Alta - - - - 

373 Baixo Elevada - - - + 

375 - Alta - - - + 

382 Médio Alta - + - + 

395 Médio Alta - + - + 

402 Médio Alta - + - + 

405 Médio Alta - + - - 

417 - Alta - - - - 

419 - Alta - + - + 

431 Baixo Alta - + - + 

434 Baixo Alta + + - + 

435 Médio Alta + + - + 

445 Baixo Alta - + - - 

454 - - + - - + 

458 - Alta - - - + 

459 Médio - - + - + 

463 Médio - - - - + 
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Ca3(PO4)2 – fosfato de cálcio; AIA - Ácido indolacético; nifH – gene que codifica para fixação biológica de 

nitrogênio; acdS – gene que codifica para ACC deaminase; FBN – Fixação biológica de nitrogênio; (+) presença; 

(-) ausência; IS < 2 baixo; IS 2 – 4 médio; 1 – 11 µg.mL-1 média; 11 – 50 µg.mL-1 alta e > 50 µg.mL-1 elevada. 

 

3.3.7 Sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados bacterianos de Terra Preta da 

Amazônia 

Um total de 46 isolados obtidos dos horizontes A, B e C foram sequenciados, mas alguns 

isolados apresentaram sequências de baixa qualidade. As sequências obtidas variaram de 1,2 a 

1,4 pb e apresentaram 76,6 a 96,7 % de similaridade com as sequências depositadas no 

EzBioCloud (Tabela 10). As relações filogenéticas entre as sequências são apresentadas na 

Figura 26 e a maioria das cepas sequenciadas são Bacillus (39,1 %) e Pseudomonas (26,1 %). 
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Tabela 10. Identificação de isolados obtidos de um perfil de Terra Preta da Amazônia, no sítio 

Jabuti, Pará, Brasil, com base nas sequências do EzBioCloud 

Isolado Origem 
Características 

culturais 

Nº de 

nucleotídeos 

Tipo de Cepa 

(Espécies) 

Similaridade 

% 

17 HA R; C; O; CR; M; EL 1,3 Brevibacillus fortis 92,4 

55 HA R; IR; T; CR; P; EL 1,4 Brevibacillus gelatini 90,5 

61 HA R; IR; O; CR; M; EL 1,4 Paenibacillus purispatii 89,7 

95 HA R; IR; O; BR; E; EM 1,4 Aneurinibacillus aneurinilyticus 92,7 

104 HA R; IR; O; BR; E; EM 1,3 Bacillus velezensis 96,7 

108 HA R; IR; O; BR; E; EM 1,3 Bacillus safensis subsp. safensis 95,8 

126 HA R; C; O; CR; P; EL 1,2 Paenibacillus contaminans 97,9 

141 HA R; C; O; CR; P; EL 1,3 Paenibacillus contaminans 95,5 

157 HB R; C; O; AM; P; EL 1,3 Pseudomonas pisciculturae 96,0 

163 HB R; IR; O; CR; M; EL 1,3 ATMT_s 92,4 

179 HB R; C; T; CR; P; EL 1,4 Neobacillus soli 82,0 

193 HB R; C; O; AM; E; EL 1,3 Bacillus velezensis 92,7 

194 HB R; C; O; AM; E; EL 1,3 ATMT_s 92,2 

209 HB R; C; O; CR; P; EL 1,3 ATMT_s 94,5 

238 HB R; IR; O; BR; E; EL 1,2 Paenibacillus tyrfis 97,1 

242 HB R; C; O; CR; P; EL 1,3 Bacillus siamensis 94,2 

250 HB I; IR; O; BR; M; EL 1,3 EU571156_s 92,2 

255 HB R; IR; O; BR; M; EA 1,3 Bacillus velezensis 93,0 

262 HB R; IR; O; BR; P; EM 1,4 Bacillus velezensis 93,8 

264 HB R; IR; T; CR; E; EL 1,3 Bacillus velezensis 92,0 

269 HB R; C; O; AM; E; EL 1,3 Bacillus velezensis 96,0 

270 HB R; IR; T; CR; M; EL 1,3 EU571156_s 92,4 

274 HB R; C; O; LA; E; EM 1,2 Bacillus siamensis 97,0 

280 HB R; IR; O; BR; E; EL 1,3 Aneurinibacillus aneurinilyticus 94,9 

295 HB R; IR; O; BR; E; EL 1,3 Aneurinibacillus aneurinilyticus 92,9 

307 HB R; IR; O; BR; E; EL 1,3 Aneurinibacillus aneurinilyticus 93,4 

344 HC R; C; O; CR; P. EL 1,3 Bacillus siamensis 93,7 

351A HC R; C; O; CR; E; EL 1,4 Pseudomonas pisciculturae 76,6 

351B HC R; C; O; CR; E; EL 1,3 Bacillus velezensis 76,7 

360 HC R; C; O; BR; E EL 1,3 Bacillus velezensis 96,4 

361 HC R; C; O; AM; E; EL 1,2 Bacillus velezensis 95,5 

373 HC R; C; O; BR; E; EL 1,3 Bacillus velezensis 93,2 

375 HC R; C; O; BR; E; EL 1,3 Bacillus siamensis 90,9 

382 HC R; C; O; AM; E; EL 1,3 Pseudomonas pisciculturae 94,5 

395 HC R; C; O; AM; E; EL 1,3 Pseudomonas kitaguniensis 92,1 

402 HC R; C; O; BR; E; EL 1,3 Pseudomonas pisciculturae 93,4 

405 HC R; C; O; AM; E; EL 1,3 Pseudomonas kitaguniensis 94,7 

417 HC R; C; O; BR; E; EL 1,3 Bacillus velezensis 93,0 

419 HC R; C; O; BR; E; EL 1,2 Pseudomonas kitaguniensis 96,4 

431 HC R; C; O; AM; E; EL 1,3 Pseudomonas kitaguniensis 96,1 

434 HC R; C; O; BR; E; EM 1,3 Pseudomonas kitaguniensis 94,5 

     Continua... 
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Tabela 10. Identificação de isolados obtidos de um perfil de Terra Preta da Amazônia, no 

sítio Jabuti, Pará, Brasil, com base nas sequências do EzBioCloud 
Conclusão 

435 HC R; C; O; CR; E; EL 1,3 Pseudomonas kitaguniensis 94,2 

445 HC R; C; O; CR; E; EL 1,3 Pseudomonas cyclaminis 96,7 

458 HC R; C; O; CR; E; EM 1,3 Bacillus siamensis 93,4 

459 HC R; C; O; RO; E; EA 1,3 Pseudomonas kitaguniensis 84,0 

463 HC R; C; O; AM; E; EM 1,3 Bacillus velezensis 94,1 

R: crescimento rápido; I: crescimento intermediário; C: colônia circular; IR: colônia irregular; O: colônia opaca; 

T: colônia translúcida; CR: colônia creme; BR: colônia branca; LA: colônia laranja; AM: colônia amarela; RO: 

colônia rosa; E: produção de muco escassa; P: pouca produção de muco; M: muita produção de muco; EL: elevação 

leve; EM: elevação média; EA: elevação alta; HA: horizonte A; HB: horizonte B; HC: horizonte C. 
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Figura 26. Árvore filogenética Neighbor-joining de sequências 16S rRNA de isolados obtidos 

de um perfil de Terra Preta da Amazônia, no sítio Jabuti, Pará, Brasil 

 
As distâncias evolutivas foram calculadas utilizando o método Kimura de 2 parâmetros. Os valores de bootstrap 

(1.000 réplicas) são mostrados ao lado das ramificações 
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3.4 DISCUSSÃO 

 

3.4.1 Atributos físicos e químicos do solo 

Nos horizontes antrópicos, a presença de fragmentos de diferentes tamanhos de carvão, 

resíduos orgânicos e carbonizados são associados ao processo de antrosolização (atividade 

humana), através do uso contínuo do solo para garantir a sobrevivência (CUNHA et al., 2009). 

A quantidade de micropartículas de carvão é determinante para o processo de pigmentação do 

solo através da melanização, que ocorre principalmente nos horizontes superficiais sob 

influência antrópica. A incorporação e homogeneização de fragmentos através de atividade 

humana ou biológica, respectivamente, tem ação fundamental na formação dos horizontes A, 

AB e Bt.  A presença de carvão vegetal tem sido associada também ao aumento na estabilidade 

e acúmulo de matéria orgânica através do processo de cumulização na TPA (MACEDO et al., 

2017).  

O predomínio da fração areia nos horizontes antrópicos pode ser associado à utilização 

de fogo pelas comunidades que habitaram a região anteriormente. Além disso, o processo de 

iluviação pode justificar o transporte de argila ao longo do perfil, com deposição nos horizontes 

mais profundos. Em solos arenosos, a matéria orgânica aumenta o volume de poros auxiliando 

na retenção no solo e disponibilidade de água e nutrientes para as plantas. Sendo assim, a 

presença de matéria orgânica e carvão vegetal nos horizontes sob influência antrópica é um 

fator determinante para a fertilidade dos solos de TPA (SOUZA et al., 2016). 

O pH dos perfis de TPA geralmente são mais baixos (ácidos), variando entre 5,6 e 4,10, 

devido a oxidação biológica de compostos orgânicos (AQUINO et al., 2016). Um exemplo 

ocorre quando o CO2 liberado reage com a água formando ácido carbônico (H2CO3) e sua 

dissociação libera H+, responsável por acidificar o meio (QUEIROZ et al., 2009). A deposição 

de materiais orgânicos como restos de comida e ossos de animais, ricos em apatita biogênica, 

nos solos antropogênicos favorece o aumento dos teores de fósforo, principalmente, na forma 

de fosfatos de cálcio (Ca-P). Outro fator importante na disponibilidade de fósforo e atividade 

antrópica nos solos em questão é a presença de fragmentos de cerâmica (PARNELL; TERRY; 

NELSON, 2002). 

Após sofrer ação do intemperismo, a cerâmica libera nutrientes que estão em sua matéria 

como, por exemplo, o fósforo. Macedo et al. (2019) observaram maiores teores de fósforo de 

modo geral em perfis de TPA, principalmente, em profundidade, fato atribuído a mobilidade, 

do elemento, resultante da precipitação da matéria orgânica e redução da adsorção de P. Além 

disso, os ácidos orgânicos adsorvidos bloqueiam os sítios de adsorção e solubilizando os óxidos 
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de alumínio e ferro que estavam retidos, reduzindo a superfície de adsorção, o que favorece a 

disponibilidade de P. Em solos da Amazônia, não antropogênicos, as concentrações de P 

geralmente são abaixo de 5 mg.dm-3 (AQUINO et al., 2016). 

O cobre é um elemento de fácil mobilidade no perfil, o que justifica sua presença nos 

horizontes mais profundos. Wilson, Davidson e Cresser (2008) relataram a presença de Cu 

proveniente de alimentos e fragmentos ósseos nos horizontes antrópicos. Além disso, a presença 

de ossos e carvão vegetal em solos de TPA pode favorecer a retenção do Cu assim, como o Zn, 

P e Ca. De acordo com Glaser (2007), o baixo teor de magnésio em horizontes antrópicos pode 

ser associado à relação Ca/Mg e a presença de carvão vegetal no solo. A porosidade do carvão 

serve como abrigo para micro-organismos que podem auxiliar na retenção e solubilização de 

nutrientes através da liberação de ácidos orgânicos, como, por exemplo, potássio e fósforo, 

evitando, assim, as perdas por lixiviação (LEHMANN et al., 2003). 

Os elevados teores de matéria orgânica em solos de TPA foram relacionados às 

atividades antrópicas ao longo do processo de formação do solo. Essa MO se concentra nos 

horizontes superficiais de solos sob influência antrópica e segue diminuindo ao longo do perfil 

(CUNHA et al., 2007). A presença de zinco e manganês em solos de TPA tem sido relacionada 

à atividade antrópica. Os elevados teores de Mn nos horizontes antrópicos podem ser explicados 

pela presença de maiores teores de MO nos horizontes superficiais, já que esse elemento pode 

ser facilmente complexado. Enquanto a presença de Mn é relacionado a adição de restos 

vegetais (folhas, casca, madeiras e outros componentes ricos em Mn) ao solo, o teor de Zn é 

modulado pela presença de restos animais ricos no elemento em questão, como ossos e pele de 

animais (SÁTIRO et al., 2021). O boro nos solos antropogênicos, assim como o Zn, tem origem 

em resíduos vegetais. Entretanto, por apresentar baixa capacidade de retenção e alta mobilidade 

é perdido facilmente ao longo do perfil, não apresentando grandes variações em seus teores. 

Outro fator determinante para a permanência do B no solo é o pH, uma vez que o elemento é 

adsorvido por óxidos de ferro e de alumínio em pH acima de 7,0 (GOLDBERG; FORSTER; 

HEICK, 1993).  

A matéria orgânica humificada presente nos horizontes superficiais favorece a 

dissociação dos óxidos de ferro dando origem a complexos solúveis que podem ser perdidos 

por lixiviação, uma vez tendo sua cristalinidade reduzida, os óxidos se movimentam com mais 

facilidade para baixo. Embora o teor de matéria orgânica possa ser semelhante entre os 

horizontes dentro de um mesmo perfil, os solos de TPA podem apresentar em sua composição 

uma matéria orgânica mais recalcitrante proporcionando um ambiente propício para a 

complexação de cátions metálicos. Desta forma, os teores de Fe, por exemplo, em horizontes 
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não antrópicos (mais profundos) é significativamente maior do que nos horizontes sob 

influência antrópica (CAMPOS et al., 2011). Em solos de TPA, alguns atributos como, por 

exemplo, a acidez potencial, podem variar ao longo do perfil e, por isso, não podem ser 

associados a atividade antrópica (MACEDO et al., 2019). 

 

3.4.2 Glomalina e prospecção de bactérias promotoras de crescimento de plantas 

A pirólise de excrementos, ossos e biomassa vegetal realizada pelos índios e povos 

antepassados deram origem ao biocarvão e a incorporação dessa matéria prima pirolisada altera 

as propriedades químicas, físicas e biológicas do solo. Os fragmentos de biocarvão podem 

apresentar diferentes tamanhos de partículas, influenciando na textura e porosidade do solo 

(GLASER, 2007). A estrutura porosa deste material serve de abrigo tanto para nutrientes quanto 

para bactérias e fungos, protegendo-os contra o ataque de predadores, favorecendo, assim, a 

atividade microbiana no solo. A composição dos resíduos utilizados na queima é determinante 

para as comunidades microbianas nos solos antropogênicos. Desta forma, a gênese e elevada 

fertilidade dos solos de TPA têm sido associadas a presença de micro-organismos de interesse 

biotecnológico (ATKINSON; FITZGERALD; HIPPS, 2010). 

Os maiores teores de glomalina total e facilmente extraível encontrados no horizonte 

antrópico reforçam a presença de FMA na zona sob influência das raízes, assim como, a 

importância da interação desses fungos com as raízes das plantas. O fato das frações da 

glomalina apresentarem maior estabilidade nos horizontes superficiais pode ser associado à 

zona de maior atividade biológica e presença de raízes de plantas, na rizosfera.  Maia, 

Vasconcelos e Carvalho (2015) associaram a remoção de serrapilheira da camada superficial 

do solo a redução na colonização micorrízica e esse processo ocasionou redução no teor de 

glomalina. Esse fato reafirma a importância da matéria orgânica presente em maiores 

quantidades na TPA. Além disso, a presença de raízes e MOS diminui ao longo do perfil, o que 

justifica a redução dos teores de glomalina nos horizontes mais profundos (SEGUEL et al., 

2008).  

O maior aporte de matéria orgânica, presença de raízes de plantas e biocarvão nos 

horizontes superficiais apoia a hipótese em que as unidades formadoras de colônias (UFC) são 

mais elevadas nos horizontes sob influência antrópica (PAGANO et al., 2016) apresentando 

declínio em profundidade. A partir de 80 cm, profundidade correspondente ao horizonte C do 

presente estudo, O’Neill et al. (2009) observaram uma diminuição da população de bactérias 

em solos sob influência antrópica. As cepas identificadas no presente estudo pertencem aos 

filos Proteobacteria e Firmicute, dominante e mais diversos no solo (PEDRINHO et al., 2020). 
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Dentro desses filos existem uma ampla diversidade de bactérias promotoras de crescimento de 

plantas (RANA et al., 2020).  

Os micro-organismos do solo contribuem para o bom desenvolvimento das plantas 

através de diferentes mecanismos de promoção de crescimento vegetal disponibilizando 

nutrientes, conferindo resistência contra o ataque de patógenos e promovendo crescimento 

através da liberação de diferentes substâncias (AMBROSINI et al., 2012). Algumas bactérias 

quando testadas em meio semi-sólido livre de N tendem a formar película indicando a possível 

capacidade de fixar nitrogênio. Entretanto, Tripathi et al. (2002) ressaltaram a importância de 

realizar o ensaio de redução de acetileno (ARA) para confirmar se de fato os isolados que 

formam película no meio livre de N apresentam a enzima nitrogenase ativa. Isso porque a 

maioria das bactérias que apresentam película nem sempre são diazotróficas, assim como foi 

observado nos isolados obtidos da TPA. Algumas bactérias diazotróficas pertencentes ao 

gênero Bacillus apresentam a capacidade de realizar também outros mecanismos de promoção 

de crescimento de plantas. Dentre os quais destacam-se produção de ACC deaminase e AIA 

(MAHESHWARI; BHUTANI; SUNEJA, 2020). Blaha et al. (2006) destacaram a importância 

de utilizar abordagens moleculares para acessar o gene acdS que codifica para a produção de 

ACC deaminase, uma vez que através de testes fenotípicos nem sempre é possível identificar 

todos as bactérias capazes de realizar o respectivo mecanismo.  

A produção de sideróforos tem relação direta com o pH do solo, já que o ferro é um 

nutriente que tem sua disponibilidade evidenciada em pH ácido, como foram encontrados nos 

solos do presente estudo, assim, valores elevados de ferro no solo podem inibir a produção de 

sideróforos. Por outro lado, valores de pH abaixo da faixa de disponibilidade do Fe, podem 

tornar o nutriente insolúvel dificultando a absorção das plantas e com isso as bactérias 

promotoras de crescimento tendem a produzir sideróforos-Fe a fim de suprir a necessidade das 

plantas (TAMARIZ-ANGELES et al., 2021). Além disso, a presença de outros metais no solo 

pode também determinar o tipo de sideróforo produzido pelos micro-organismos formando 

complexos, por exemplo, com o alumínio que quando em altas concentrações no solo torna-se 

um problema de toxidez para as plantas, inibindo principalmente o desenvolvimento radicular 

(SHETTY et al., 2021). Sendo assim, a utilização desse alumínio para a produção de sideróforo-

Al é uma estratégia benéfica desenvolvida pelos micro-organismos para beneficiar as plantas.  

Em geral, as bactérias dos gêneros Bacillus e Pseudomonas foram as mais expressivas 

no solo de TPA, exibindo um ou mais mecanismos. Embora as Pseudomonas tenham sido 

anteriormente associadas à ação patogênica, apresentam a capacidade de colonizar de forma 

agressiva as raízes das plantas utilizando como substrato diferentes fontes de carbono 
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(AMBROSINI et al., 2012). Georgieva et al. (2018) e Li et al. (2017) comprovaram a influência 

positiva que esse gênero de bactérias exerce no solo, melhorando o crescimento das plantas, 

através da capacidade de fixação biológica de nitrogênio, produção de AIA, ACC deaminase e 

solubilização de P. Em condições de estresse abiótico as Pseudomonas sp. são altamente 

resistentes e a inoculação de sementes com BPCP pertencentes a esse gênero para aliviar o 

estresse salino tem melhorando a taxa de germinação das sementes, desenvolvimento das raízes 

e parte aérea das plantas através da produção de auxinas, giberelinas e citocininas 

(EGAMBERDIEVA, 2009). Esse fato pode estar relacionado a supressão da produção de 

fitohormônios que são produzidos naturalmente durante o desenvolvimento das plantas, mas 

devido às condições de estresse são inibidos ou produzidos em quantidades não suficientes para 

o desenvolvimento da planta.  

De acordo com Mirza et al. (2001), as condições de cultivo dos isolados, o tempo de 

crescimento e a composição do substrato são fatores determinantes para produção de AIA por 

diferentes gêneros de bactérias promotoras de crescimento de plantas. Sendo assim, essa 

produção pode variar entre as mais diversas espécies e cepas encontradas no solo, conforme foi 

possível observar nos isolados da TPA testados quanto a produção de AIA, solubilização de 

fosfato de cálcio, produção de sideróforos, fixação biológica de nitrogênio e ACC deaminase. 

Além disso, a elevada produção de compostos indólicos pode estar associada tanto ao melhor 

desenvolvimento das plantas quanto à melhor solubilização de fosfato. Dentre os diferentes 

grupos de bactérias produtoras de AIA, Duca et al. (2014) atribuíram as variações na produção 

de AIA às vias de biossíntese desse fitohormônio utilizadas por cada organismo sendo sua 

produção modulada por fatores ambientais e genéticos. 

Algumas das bactérias identificadas no presente estudo são encontradas na rizosfera e 

estão entre os gêneros mais diversos no solo, onde se destacam pela capacidade de tolerar 

condições de estresse, sendo boas fixadoras de N2, produtoras de sideróforos e solubilizadoras 

de P, como, por exemplo, Pseudomonas, Bacillus, Paenibacillus e Brevibacillus (KARAGÖZ 

et al., 2012). Çakmakçi et al. (2010) observaram a influência de um clima ameno, elevada 

precipitação e pH nos gêneros de bactérias presentes no solo. Avaliando solos de pH entre 3,8 

e 6,1, condições que se assemelham ao local de coleta dos solos de TPA, foi possível observar 

uma menor riqueza e diversidade de bactérias em solos ácidos. O pH é um fator determinante 

para as comunidades microbianas no solo e obtenção de bactérias solubilizadores de fósforo, 

onde as cepas isoladas a partir de pH ácido apresentam maior amplitude de resistência, enquanto 

as de pH mais alto são mais sensíveis. De modo geral, a liberação de ácidos orgânicos por 
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bactérias solubilizadoras de fosfato é responsável por acidificar o meio, disponibilizando 

fósforo e revelando uma relação inversa entre P solúvel e pH do solo (CHEN et al., 2006) 

Ahmad et al. (2018) destacaram a presença do gênero Bacillus nos mais diversos 

ambientes, bem como a importância dessas cepas na solubilização de fosfato através da 

liberação de ácidos orgânicos consorciados com outros mecanismos de promoção de 

crescimento vegetal. Susilowanti et al. (2015) comprovaram a eficiência de diferentes gêneros 

de Bacillus na FBN, produção de AIA, degradação da celulose e solubilização de fosfato. 

Através desses achados que corroboram os do presente estudo, os autores reforçaram o fato 

dessas bactérias apresentarem boa interação na rizosfera utilizando de forma eficiente os 

nutrientes fornecidos pelas plantas, metabolizando os exsudados radiculares e realizando 

antagonismos, a fim de inibir o crescimento de outros micro-organismos. 

Contudo, é de extrema importância trabalhos que comprovam a eficiência da inoculação 

de bactérias com potencial biotecnológico e a utilização do consórcio microbiano a fim de 

assegurar a produtividade das culturas, principalmente, com isolados obtidos de solos tão 

promissores como, por exemplo, a TPA e os solos de regiões áridas (ARAÚJO et al., 2020; 

BARBACCIA et al., 2022). Desta forma, esses estudos têm aberto caminhos para a descoberta 

de fertilizantes e defensivos à base de micro-organismos (OLIVEIRA-PAIVA et al., 2020). 

Além disso, em resposta a inoculação microbiana as plantas apresentam maior resistência 

sistêmica ao ataque de patógenos e aos estresses biótico e abiótico (ARAÚJO et al., 2023).  

 

3.5 CONCLUSÕES 

 

✔ As bactérias isoladas do perfil de Terra Preta da Amazônia apresentam elevado potencial 

biotecnológico e ampla diversidade morfológica, sendo capazes de realizar diferentes 

mecanismos de promoção de crescimento em plantas. 

✔ De modo geral, as bactérias apresentaram resultados positivos para mais de um mecanismo 

de promoção de crescimento e foi possível observar uma maior quantidade de BPCP nos 

horizontes superficiais. 

✔ As bactérias 193 (Bacillus velezensis), 351 A (Pseudomonas pisciculturae), 434 

(Pseudomonas kitaguniensis) e 435 (Pseudomonas kitaguniensis) são as de maior potencial 

biotecnológico de acordo com os ensaios in vitro, respondendo de forma positiva para pelo 

menos quatro dos cinco mecanismos (solubilização de fosfato, produção de AIA, produção 

de sideróforos, presença do gene nifH e gene acdS) testados.  
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4 METAGENÔMICA DE UM PERFIL DE TERRA PRETA DA AMAZÔNIA E SEUS 

ATRIBUTOS FUNCIONAIS 

 

 

Resumo 

 

 

Os solos de Terra Preta da Amazônia (TPA) são considerados um reservatório de 

biodiversidade microbiana ainda pouco conhecida. Desvendar essa caixa preta através do 

microbioma acessado pelo sequenciamento de alto rendimento permite compreender as funções 

e contribuições das comunidades microbianas para manter o equilíbrio nesse ecossistema. 

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade microbiana, 

metabólica e a presença de genes ativos na TPA por meio do sequenciamento shotgun do DNA 

metagenômico. O DNA metagenômico foi extraído de 20 amostras, sendo 5 repetições de cada 

horizonte de TPA (HA, HB e HC) e do solo adjacente (ADJ) utilizando o kit Fast DNA Spin 

Kit for Soil (MP-BIO) e quantificado em fluorômetro portátil (Qubit 4, Thermo Fisher). As 

comunidades microbianas foram analisadas por meio do sequenciamento de nova geração na 

plataforma Illumina NovaSeq 6000 e para as análises de bioinformática foi utilizada a 

plataforma de acesso livre KBase. A classificação taxonômica revelou que os filos mais 

abundantes nas amostras foram: Acidobacteria, Proteobacteria, Chloroflexi e Actinobacteria. 

As principais classes observadas foram: Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Acidobacteriia, 

Deltaproteobacteria e Betaproteobacteria. A maior parte dos bins obtidos nas amostras de Terra 

Preta do Horizonte A (TPHA) formaram clados sem vizinho conhecido. Apenas os bins 5, 12 e 

14 foram posicionados no mesmo ramo das espécies Nitrospira defluvii e Nitrospira 

moscoviensis. Outros vizinhos sugeridos foram representantes dos gêneros Geobacter 

uraniireducens e Geobacter sulfurreducens. Nas amostras de Terra Preta Horizonte B (TPHB) 

os bins 3 e 7 foram agrupados com as espécies Nitrospira defluvii e Nitrospira moscoviensis, 

respectivamente. Enquanto o bin 6 (TPHB) foi agrupado com Candidatus Koribacter versatillis, 

representante do filo Acidobacteria. Os bins 12 e 26 da Terra Preta Horizonte C (TPHC) 

apresentaram similaridade com a espécie Nitrososphaera viennensis, uma arquéia. Os bins 28, 

30 e 34 (TPHC) apresentaram similaridade com a espécie Rhodospirilalles bacterium e os bins 

17, 27 e 33 (TPHC) foram agrupados com Corynebacterium renale e Microbacterium sp. No 

solo adjacente, os bins 3, 6 e 20 apresentaram similaridade com uma delta proteobacterium 

PSCGC 5451, não identificada. O bin 13 foi agrupado com acessos do gênero Bacillus e 

Lactobacillus. Finalizada a análise taxonômica, as potenciais proteínas presentes nos principais 

processos metabólicos microbianos a partir dos genomas obtidos foram para as funções: 

glicólise, via pentose fosfato, ciclo de Krebs, ciclo do glioxalato, ciclo de Calvin, cadeia 

transportadora de elétrons, enzimas relacionadas ao catabolismo, degradação, modificação e 

criação de pontes glicosídicas em carboidratos (CAZy). Quanto aos ciclos biogeoquímicos, foi 

identificada a presença de micro-organismos e genes funcionais relacionados ao metabolismo 

do nitrogênio, enxofre, carbono e outras redutases, fotossíntese, metanogênese e metanotrofia. 

Esses resultados apoiam a hipótese de que a TPA é habitada por uma ampla diversidade de 

micro-organismos capazes de atuar em diferentes vias metabólicas contribuindo para a 

ciclagem de nutrientes. Além disso, demonstram a importância de se aprofundar nos estudos 

das comunidades microbianas visto que muitos dos genomas obtidos formaram clados sem 

vizinhos conhecidos sugerindo a presença de micro-organismos ainda não identificados. 

 

Palavras-chave: Microbioma. Perfil taxonômico. Vias metabólicas. Shotgun. 
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4 METAGENOMICS OF AN AMAZON TERRA PRETA PROFILE AND ITS 

FUNCTIONAL ATTRIBUTES 

 

Abstract 

 

 

Amazonian Dark Earth (ADE) soils are considered a reservoir of microbial biodiversity 

still poorly known. Unveiling this black box through the microbiome accessed by high-

throughput sequencing allows understanding the functions and contributions of microbial 

communities to maintain the balance in this ecosystem. In this context, the present work aimed 

to evaluate the microbial and metabolic diversity and the presence of active genes in ADE by 

shotgun metagenomic DNA sequencing. Metagenomic DNA was extracted from 20 samples, 5 

replicates from each ADE horizon (HA, HB and HC) and the adjacent soil (ADJ) using the Fast 

DNA Spin Kit for Soil (MP-BIO) and quantified in a portable fluorometer (Qubit 4, Thermo 

Fisher). Microbial communities were analyzed by next-generation sequencing on the Illumina 

NovaSeq 6000 platform. KBase open acess plataform was used for bioinformatics analysis. 

Taxonomic classification revealed that the most abundant phyla in the samples were: 

Acidobacteria, Proteobacteria, Chloroflexi and Actinobacteria. The main classes observed 

were: Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Acidobacteria, Deltaproteobacteria and 

Betaproteobacteria. Most of the bins obtained from the Dark Earth do Horizon A (DEHA) 

samples formed clades with no known neighbors. Only bins 5, 12 and 14 were positioned in the 

same branch as the species Nitrospira defluvii and Nitrospira moscoviensis. Other suggested 

neighbors were representatives of the genera Geobacter uraniireducens and Geobacter 

sulfurreducens. In the Dark Earth Horizon B (DEHB) samples bins 3 and 7 were grouped with 

the species Nitrospira defluvii and Nitrospira moscoviensis, respectively. While bin 6 (DEHB) 

was grouped with Candidatus Koribacter versatillis, representative of the phylum 

Acidobacteria. Dark Earth Horizon C (DEHC) bins 12 and 26 showed similarity with the 

species Nitrososphaera viennensis, an archaea. Bins 28, 30 and 34 (DEHC) showed similarity 

with the species Rhodospirilalles bacterium and bins 17, 27 and 33 (DEHC) were grouped with 

Corynebacterium renale and Microbacterium sp. In the adjacent soil, bins 3, 6 and 20 showed 

similarity with an unidentified proteobacterium delta PSCGC 5451. Bin 13 was grouped with 

accessions of the genus Bacillus and Lactobacillus. Once the taxonomic analysis was 

completed, the potential proteins present in the main microbial metabolic processes from the 

obtained genomes were for the functions: glycolysis, pentose phosphate pathway, Krebs cycle, 

glyoxalate cycle, Calvin cycle, electron transport chain, enzymes related to catabolism, 

degradation, modification and creation of glycosidic bridges in carbohydrates (CAZy). 

Regarding the biogeochemical cycles, the presence of microorganisms and functional genes 

related to the metabolism of nitrogen, sulfur, carbon and other reductases, photosynthesis, 

methanogenesis and methanotrophy were identified. These results support the hypothesis that 

the TPA is inhabited by a wide diversity of microorganisms capable of acting in different 

metabolic pathways contributing to nutrient cycling. Furthermore, they demonstrate the 

importance of further studies of microbial communities since many of the genomes obtained 

formed clades without known neighbors suggesting the presence of microorganisms not yet 

identified. 

 

 

Keywords: Microbiome. Taxonomic profile. Metabolic pathways. Shotgun. 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

A região amazônica é caracterizada pela presença de solos muito intemperizados devido 

ao regime de inundação, período chuvoso prolongado e mudanças no uso da terra. Esses fatores 

associados aos baixos teores de matéria orgânica e capacidade de troca de cátions contribuem 

para a baixa fertilidade dos solos da região (ZIVIANI et al., 2022). Em contrapartida, alguns 

autores relataram a presença de manchas de solos escuros que apresentam elevada fertilidade, 

contrastando com a fertilidade natural dos solos da Amazônia e apoiando a hipótese levantada 

por trabalhos anteriores sobre a presença de comunidades pré-colombianas que contribuíram 

para a formação da Terra Preta da Amazônia, Terra Preta Antropogênica ou Terra Preta de 

Índio, através da deposição de resíduos (BARBOSA et al., 2020; KERN et al., 2017; LIMA et 

al., 2015; ROBINSON et al., 2020). 

A deposição dos mais diversos resíduos, de origem animal, vegetal, biocarvão residual 

das fogueiras e artefatos, deu origem a microsítios formados por Terra Preta ricos em matéria 

orgânica e nutrientes. Esses resíduos, quando incorporados ao longo do tempo por meio de 

diferentes processos, foram determinantes para o processo de formação dos solos 

antropogênicos (PAGANO et al., 2016). A elevada disponibilidade de nutrientes da TPA 

favorece a presença das mais diversas comunidades microbianas que exercem um importante 

papel ecológico no solo atuando principalmente na ciclagem de nutrientes (TAKETANI et al., 

2013). 

As comunidades microbianas do solo podem ser estudadas através de métodos 

morfológicos, bioquímicos e moleculares. Os estudos através de abordagem morfológica 

baseiam-se no isolamento e diferenciação dos micro-organismos a partir de características 

morfofisiológicas. Entretanto, a principal limitação desse tipo de abordagem é isolar uma 

quantidade representativa de organismos, isso porque somente 1 % dos micro-organismos do 

solo são facilmente cultiváveis (HUGON et al., 2015). Em relação aos métodos bioquímicos, 

estes consistem em realizar estimativas da atividade enzimática, biomassa e respiração 

microbiana por meio de modelos estatísticos. Uma vez que esses métodos são baseados em 

importantes constituintes celulares, tem como limitação o fato de fornecer informações não 

apenas de células ativas, mas também aquelas que se encontram em estado inativo. Desta forma, 

para fins de identificação, as abordagens moleculares têm se destacado pela sensibilidade, 

especificidade, tempo e eficiência dos resultados obtidos (GEISEN et al., 2019).  

A partir da extração de DNA do solo é possível empregar diferentes técnicas para 

estudar a comunidade microbiana. Para a obtenção de bons resultados é importante garantir 
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uma extração de boa qualidade, evitando contaminações, remover as impurezas e assim, 

assegurar a integridade do DNA que será utilizado como base para análises posteriores, como, 

por exemplo: reação em cadeia da polimerase (PCR), eletroforese em gel com gradiente 

desnaturante (DGGE), polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição terminal (T-

RFLP), sequenciamento de próxima geração (NGS), entre outras (LAGOS et al., 2015). A 

utilização dessas técnicas permite detectar e quantificar a presença de determinado gene na 

amostra, a estrutura e composição das comunidades microbianas, como as comunidades 

microbianas reagem a flutuações ambientais e identificar os organismos presentes na amostra 

traçando seu perfil filogenético (HARIHARAN et al., 2017; SIMONIN; RICHAUME, 2015; 

TRABELSI; MHAMDI, 2013). 

As tecnologias que envolvem o sequenciamento de próxima geração permitem uma 

investigação mais profunda sobre as comunidades microbianas do solo a partir de estudos 

metagenômicos baseados em fragmentos de uma região específica do gene alvo ou do genoma 

total. A partir dos resultados obtidos é possível conhecer os organismos que compõem 

determinada comunidade microbiana, suas funções, relações filogenéticas, diversidade 

funcional e de espécies (YOO et al., 2017). Nos estudos metagenômicos, o gene 16S rRNA e 

18S rRNA têm sido utilizados como alvo para entender a diversidade microbiana de diferentes 

solos ou a influência que a mudança do uso da terra exerce sob as comunidades microbianas 

(McALLISTER et al., 2018). 

O sequenciamento do gene 16S rRNA utilizando o pirosequenciamento ou Illumina são 

realizados com o auxílio de conjuntos de primers específicos para cada região, sendo as regiões 

V4-V5 para o pirosequenciamento 454 e V4 para Illumina MiSeq. Ambas as técnicas fornecem 

como resultado inúmeras sequências do gene em questão contendo vários fragmentos 

(VANWONTERGHEM et al., 2014). Com o auxílio da bioinformática e os bancos de dados já 

existentes é possível descobrir de forma rápida, fácil e confiável a diversidade de espécies no 

solo e demais ambientes. Entretanto, o sequenciamento por meio das técnicas de nova geração 

apresenta algumas limitações, como, por exemplo: a dificuldade de elucidar os mecanismos 

funcionais realizados pelas espécies, presença de sequências inespecíficas e até mesmo erros 

no próprio sequenciamento. Com isso, tornou-se necessário a busca por técnicas de 

sequenciamento mais eficientes para estudar as comunidades microbianas (BOUGHNER; 

SINGH, 2016). 

O sequenciamento do genoma total através do método shotgun nos permite compreender 

a diversidade microbiana e composição das espécies no solo a partir do DNA total do solo e 

não de regiões específicas. Para isso, é necessário fragmentar em pequenos pedaços o DNA da 
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amostra de forma aleatória para ser sequenciado através do Illumina HiSeq. A utilização de 

softwares de bioinformática para montar os fragmentos e analisar as sequências é importante 

para evitar possíveis erros na identificação dos organismos. Além disso, os bancos de dados são 

aliados imprescindíveis para conhecer as comunidades microbianas, visto que neles são 

depositados dados de trabalhos anteriores voltados para a identificação de organismos através 

de técnicas de sequenciamento (SHARPTON, 2014). 

Diante do exposto, a hipótese deste trabalho é que a Terra Preta da Amazônia é habitada 

por uma ampla diversidade de micro-organismos que atuam em vias metabólicas distintas 

relacionadas aos ciclos biogeoquímicos. Desta forma, o trabalho teve como objetivo avaliar a 

diversidade microbiana e metabólica da TPA por meio do sequenciamento do DNA 

metagenômico através da técnica de shotgun e suas possíveis relações com a ciclagem de 

nutrientes. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.2.1 Extração de DNA da Terra Preta da Amazônia e solo adjacente do Pará 

O DNA metagenômico de 20 amostras, sendo 5 repetições de cada horizonte da TPA - 

TPHA, TPHB e TPHC e 5 amostras do solo adjacente – ADJ, foi extraído a partir de 0,5 g de 

solo utilizando o kit Fast DNA Spin Kit for Soil (MP-BIO), de acordo com as instruções do 

fabricante. O DNA total extraído foi quantificado em fluorômetro portátil (Qubit 4, Thermo 

Fisher), utilizando o kit Qubit dsDNA BR para o preparo das amostras. A Tabela 1 apresenta a 

quantificação (ng.µL-1) do DNA extraído. Em média, observou-se que maiores quantidades de 

DNA foram obtidas nas amostras mais superficiais da TPA (horizontes A e B) e do solo ADJ. 

 

Tabela  1. Concentração de DNA total extraído a partir de 0,5 g das amostras de Terra Preta da 

Amazônia e solo adjacente do Pará 

Concentração de DNA Total (ng.µL-1) 

Repetição/Amostr

a 

TPHA TPHB TPHC ADJ 

R1 59,6 19,0 2,26 19,0 

R2 45,8 16,0 2,0 19,6 

R3 40,6 13,3 2,0 16,9 

R4 43,2 14,3 2,12 25,0 

R5 63,6 24,0 2,28 22,8 

Média 50,56 17,32 2,13 20,66 
TPHA – Terra Preta Horizonte A; TPHB – Terra Preta Horizonte B; TPHC – Terra Preta Horizonte C; ADJ – 

Solo Adjacente. 
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Em virtude da necessidade de concentração de DNA superior a 20 ng.µL-1 e quantidade 

mínima de 200 ng para o preparo das bibliotecas de shotgun, uma nova extração de DNA foi 

realizada a partir de 10 g de solo de duas repetições das amostras TPAHA (R1/R5), TPAHB 

(R1/R5), TPAHC (R4/R5) e ADJ (R4/R5), utilizando o Fast DNA Spin Kit for Soil - 50 mL 

Tubes (MP-BIO), de acordo com as instruções do fabricante. Além disso, o protocolo do kit 

possui mais etapas para a remoção de compostos orgânicos e inibidores, proporcionando a 

obtenção de DNA com maior pureza. 

O DNA foi ressuspendido em 5 mL de água deionizada e concentrado 10x em Speed 

Vac (Eppendorf) a 42 °C, durante 2 horas. Após a concentração, as amostras de DNA foram 

quantificadas em fluorômetro Qubit (Thermo Fisher), com a utilização do kit Qubit 1X dsDNA 

High Sensitivity (HS), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

Tabela 2. Concentração de DNA total extraído a partir de 10 g das amostras de Terra Preta da 

Amazônia e solo adjacente do Pará 

Amostra Concentração de DNA (ng.µL-1) Massa total (µg) 

TPHAR1 23,2 10,5 

TPHAR5 24,0 10,9 

TPHBR1 19,9 7,3 

TPHBR5 29,0 12,5 

TPHCR4 4,16 1,0 

TPHCR5 2,69 0,5 

ADJR4 23,4 3,8 

ADJR5 15,4 2,4 

TPHAR1 - Terra Preta Horizonte A Repetição 1; TPHAR5 – Terra Preta Horizonte A Repetição 5; TPHBR1 – 

Terra Preta Horizonte B Repetição 1; TPHBR5 – Terra Preta Horizonte B Repetição 5; TPHCR4 – Terra Preta 

Horizonte C Repetição 4; TPHCR5 – Terra Preta Horizonte C Repetição 5; ADJR4 – Solo Adjacente Repetição 

4; ADJR5 – Solo Adjacente Repetição 5. 

 

O equivalente a 100 ng de DNA das amostras foi aplicado em gel de agarose (1 %) em 

0,5x de TAE, sendo realizada eletroforese a 80 V, por 30 minutos. Na primeira linha foram 

aplicados 2 µL do marcador de peso molecular Ez Load 100 bp PCR Molecular Ruler (Bio-

Rad). Após a eletroforese, foi possível visualizar a integridade do DNA extraído das amostras 

TPHA, TPHB e AJD, porém não foi possível a observação de bandas de DNA na amostra 

TPHC, dada a menor concentração obtida após a extração. Apesar da não visualização no gel 

da amostra TPHC, todas as amostras foram encaminhadas para sequenciamento.  
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Antes do envio para sequenciamento, as amostras de DNA metagenômico foram 

liofilizadas em liofilizador de bancada modelo Alpha 2-4 LCS Basic (Christ), e encaminhadas 

em temperatura ambiente para a empresa Novogene (Sacramento, Califórnia-EUA), 

responsável pela prestação do serviço.  

 

4.2.2 Preparo das bibliotecas de sequenciamento (shotgun) 

Para a obtenção de dados de qualidade e resultados fidedignos, diversas etapas de 

controle foram aplicadas durante o pipeline de sequenciamento, iniciando pela avaliação da 

qualidade do DNA metagenômico, das bibliotecas produzidas e da filtragem dos dados obtidos 

(Figura 1).  

 

Figura 1. Pipeline para a obtenção dos dados metagenômico das amostras de TPA e solo 

adjacente e controles aplicados durante as etapas 

  

 

Para a construção das bibliotecas, o DNA metagenômico extraído das amostras foi 

fragmentado aleatoriamente, as extremidades dos fragmentos foram reparadas e uma cauda poli 

A foi introduzida, permitindo a ligação do adaptador para a plataforma Illumina. Os fragmentos 

com os adaptadores foram amplificados por PCR, selecionados por tamanho e purificados 

(Figura 2). As bibliotecas geradas foram checadas quanto à qualidade utilizando o equipamento 

Qubit, PCR em Tempo Real (qPCR) e Bioanalyzer. As bibliotecas aprovadas foram agrupadas 

e sequenciadas na plataforma Illumina NovaSeq 6000, pair-end 150 bp (Illumina, Inc.).  
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Figura 2. Etapas para a construção das bibliotecas metagenômicas (shotgun) 

 

 

Para o controle da qualidade dos dados obtidos foram avaliados 4 critérios: (a) 

Distribuição da qualidade do sequenciamento; (b) Distribuição da taxa de erro; (c) Distribuição 

das bases A/T/G/C e; (d) Composição dos dados brutos.  

Para a avaliação da qualidade das sequências, foi utilizado o parâmetro de qualidade Q-

score, que é a relação entre a qualidade da base sequenciada (Qphred), calculado pela equação 

abaixo, e a taxa de erro do sequenciamento (e),: 

𝑄𝑝ℎ𝑟𝑒𝑑 = −10 log10(𝑒)  
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Tabela 3. Critério para a análise de qualidade das sequências 

Phred score 
Taxa de erro na 

incorporação da base 
Bases corretas Q-score 

10 1/10 90 % Q10 

20 1/100 99 % Q20 

30 1/1000 99,9 % Q30 

40 1/10000 99,9 % Q40 

 

De acordo com esse critério, quanto maior o Q-score, melhor é a qualidade do 

sequenciamento, devendo ser removidas sequências da base de dados com Q-score ≤ 5. Os 

resultados mostraram que todas as bibliotecas apresentaram qualidade superior a 30, 

demonstrando a confiabilidade do sequenciamento e pequena taxa de erro.  

Para o presente estudo, somente a primeira premissa deve ser considerada, uma vez que 

a molécula de molde utilizada foi o DNA ao invés de RNA (RNAseq). Para a redução da 

incorporação de erros na base de dados, as sequências foram cortadas (trimadas) com tamanho 

máximo de 150 pares de base. A taxa de erro nas bibliotecas de TPA e solo adjacente cresceu 

com o aumento do tamanho do fragmento, como esperado, porém não excedeu a taxa de 0,04 

%. Para sequenciamento com a plataforma Illumina é esperado um erro < 0,1 %.  

Por fim, os dados brutos obtidos após o sequenciamento foram filtrados para a remoção 

das sequências dos adaptadores, remoção de reads contendo ambiguidades (N > 10 %) e reads 

contendo mais de 50 % de bases de baixa qualidade (Q-score ≤ 5). 

 

4.2.3 Análises de bioinformática 

Para as análises de bioinformática, foi utilizada a plataforma de acesso livre KBase (The 

Department of Energy Systems Biology Knowledgebase), criada pelo Departamento de Energia 

dos Estados Unidos (ARKIN et al., 2018).  

Primeiramente, as sequências das bibliotecas de TPA e solo ADJ foram importadas para 

a plataforma KBase, criando uma nova “narrativa”. Uma nova análise de qualidade dos dados 

foi realizada utilizando o app “Asses Read Quality with FastQC – v0.11.9”. Para a classificação 

taxonômica inicial dos reads foi utilizado o app “Classify Taxonomy of Metagenomic Reads 

with Kaiju – v1.7.3, configurado para todos os níveis taxonômicos e base de dados NCBI 

BLAST nr+euk. 

Após a classificação taxonômica, os reads foram clusterizados para a montagem dos 

contigs, utilizando o app “Assemble Reads with metaSPAdes – v3.15.3”, configurado para 

tamanho mínimo dos contigs em 2.000 pb. Em seguida, os contigs foram agrupados em 
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genomas individuais putativos ou bins, utilizando o app “Bin Contigs using MaxBin2 – v2.2.4”, 

configurado para limite de probabilidade de 0,8, base de marcadores filogenéticos “107 

Bacterial Marker Gene Set” e tamanho mínimo do contig de 1.000 pb. 

A qualidade dos bins gerados foi avaliada utilizando o app “Asses Genome Quality with 

CheckM – v1.0.18”. Essa análise avalia a cobertura e contaminações do genoma putativo 

através do posicionamento de genes de cópia única e genes conservados dentro de uma 

linhagem filogenética. Bins que apresentaram cobertura < 50 % e contaminação > 15 % foram 

removidos da base de dados utilizando o app “Filter Bins by Quality with CheckM- v1.0.18”. 

As sequências dos bins filtrados foram extraídas utilizando o app “Extract Bins as Assemblies 

from Binned Contigs – v.1.0.2 e anotadas quando quanto à taxonomia utilizando o app 

“Annotate Multiple Microbial Assemblies with RASTtk – v1.073”. 

Antes da classificação taxonômica dos bins, as bibliotecas das duas repetições de TPA 

foram aglutinadas para uma única comunidade, por exemplo, TPHAR1 e TPHAR5 foram 

aglutinadas para TPHA, e assim por diante, utilizando o app “Merge GenomeSets – v1.7.4”. A 

classificação taxonômica dos bins foi realizada usando o app “Classify Microbes with GTDB-

Tk – v1.7.0”, utilizando a base de dados “Genome Taxonomy Database (GTDB), ver R06-

RS202”. Após classificação, os bins foram agrupados em uma árvore filogenética (máxima 

verossimilhança) com base nas famílias gênicas universais definidas por COG (Cluster of 

Orthologous Groups), utilizando o app “Insert Set of Genomes Into Species Tree – v2.2.0”. 

Finalizada a análise taxonômica dos bins agrupados, foi realizada a anotação dos 

genomas com base na funcionalidade, utilizando o app “Annotate and Distill Genomes with 

DRAM”. Esta app gera um resumo das funções metabólicas e estruturais nos genomas putativos 

(MAGs), a partir das sequências codificadoras dos possíveis genes identificados e diversas 

bases de dados (SHAFFER et al., 2020). São anotadas potenciais proteínas presentes nos 

principais processos metabólicos microbianos (Module), Cadeia Transportadora de Elétrons 

(ETC complexes I, II, III, IV high affinity, IV low affinity e V), enzimas relacionadas ao 

catabolismo, degradação, modificação e criação de pontes glicosídicas em carboidratos (CAZy) 

(HUANG et al., 2018), metabolismo do nitrogênio, enxofre, outras redutases, fotossíntese, 

metanogênese e metanotrofia (SHAFFER et al., 2020). 
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 4.3 RESULTADOS 

 

4.3.1 Sequenciamento (shotgun) 

A Tabela 4 apresenta o número total de reads obtidos por biblioteca metagenômica e 

resumos dos principais critérios de qualidade avaliados. O maior número de sequências brutas 

foi obtido na amostra ADJR4 (123 milhões) e a menor quantidade na amostra TPHBR1 (88 

milhões). A amostra ADJR5 não passou nos critérios de qualidade e foi descartada da base de 

dados. 

 

Tabela 4. Resumo dos parâmetros de qualidade para as sequências obtidas após 

sequenciamento de bibliotecas de Terra Preta da Amazônia e solo adjacente do Pará 

Amostra 
Nº de sequências 

brutas 
Efetividade (%) Erro (%) Q30 (%) 

GC 

(%) 

TPHAR1 92.252.272 99.85 0.03 92.11 58.31 

TPHAR5 121.294.364 99.84 0.03 93.19 58.16 

TPHBR1 88.424.704 99.85 0.03 93.51 59.57 

TPHBR5 101.607.206 99.82 0.03 92.02 61.71 

TPHCR4 110.970.548 99.64 0.03 91.23 61.35 

TPHCR5 103.359.248 99.66 0.03 89.98 59.61 

ADJR4 123.430.862 99.51 0.03 89.76 62.39 

TPHAR1 - Terra Preta Horizonte A Repetição 1; TPHAR5 – Terra Preta Horizonte A Repetição 5; TPHBR1 – 

Terra Preta Horizonte B Repetição 1; TPHBR5 – Terra Preta Horizonte B Repetição 5; TPHCR4 – Terra Preta 

Horizonte C Repetição 4; TPHCR5 – Terra Preta Horizonte C Repetição 5; ADJR4 – Solo Adjacente Repetição 

4; Q30 – Q-score 30; GC – Conteúdo de guanina e citosina. 

 

A Tabela 5 apresenta um resumo do número de sequências válidas, tamanho das 

sequências e porcentagem de GC da base de dados utilizada para as análises de bioinformática. 
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Tabela 5. Resumo da base de dados válida utilizada para bioinformática de Terra Preta da 

Amazônia e solo adjacente do Pará 

Amostra 
Nº de sequências 

válidas 

Tamanho das 

sequências 
GC % 

TPHAR1 46123136 150 58 

TPHAR5 60647182 150 58 

TPHBR1 44212352 150 59 

TPHBR5 50803603 150 61 

TPHCR4 55485274 150 61 

TPHCR5 51679624 150 59 

ADJR4 61715431 150 62 
TPHAR1 - Terra Preta Horizonte A Repetição 1; TPHAR5 – Terra Preta Horizonte A Repetição 5; TPHBR1 – 

Terra Preta Horizonte B Repetição 1; TPHBR5 – Terra Preta Horizonte B Repetição 5; TPHCR4 – Terra Preta 

Horizonte C Repetição 4; TPHCR5 – Terra Preta Horizonte C Repetição 5; ADJR4 – Solo Adjacente Repetição 

4; GC – Conteúdo de guanina e citosina. 

 

4.3.2 Classificação taxonômica 

As Figuras 3 a 8 apresentam as classificações taxonômicas dos reads nos diversos níveis 

(filo, classe, ordem, família, gênero e espécie). No topo das figuras é possível observar em 

destaque a porcentagem de reads que foram classificados, sendo grande parte não classificada 

dentro dos níveis taxonômicos. Os filos mais abundantes nas amostras foram: Acidobacteria, 

Proteobacteria (Pseudomonadota), Chloroflexi e Actinobacteria. Foi observada a maior 

incidência de Archaeas nas amostras de TPA, principalmente dos filos Candidatus 

Bathyarchaeota, Euryarchaeota e Thaumarchaeota e do filo de Bactéria, Canditatus 

Rokubacteria (Figura 3).  
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Figura 3. Classificação taxonômica dos reads obtidos da Terra da Amazônia e solos adjacente 

do Pará ao nível de filo 

 

 

As principais classes observadas foram: Actinobacteria, Alphaproteobacteria, 

Acidobacteriia, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacterias, Betaproteobacteria, 

Ktedonobacteria e Planctomycetia, sendo a classe Ktenodobacteria mais presente nas amostras 

TPHC (Figura 4). Na TPA, as principais ordens observadas foram: Rhizobiales, 

Acidobacteriales, Ktedonobacterales, Streptomycetales e Burkholderiales. No solo adjacente 

foi possível observar a presença da ordem Rhodospirillales (Figura 5). 
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Figura 4. Classificação taxonômica dos reads obtidos da Terra da Amazônia e solos adjacente 

do Pará ao nível de classe  

 

 

Figura 5. Classificação taxonômica dos reads obtidos da Terra da Amazônia e solos adjacente 

do Pará ao nível de ordem 
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Ao nível taxonômico de família as amostras ADJ e TPHC apresentam maior 

diversidade, destacando-se as famílias: Acidobacteriaceae, Streptomycetaceae, 

Solibacteriaceae e Bradyrhizobiaceae (Figura 6). Não foi possível identificar a maior parte das 

sequências das amostras de TPA ao nível de gênero, sendo observado o predomínio dos 

gêneros: Streptomyces, Bradyrhizobium, Candidatus Sulfopaludibacter e Candidatus 

Sulfotelmatobacter. Actinomadura foram identificados no solo ADJ e TPHC, enquanto 

Ktenodobacter na TPHC (Figura 7). 

 

Figura 6. Classificação taxonômica dos reads obtidos da Terra da Amazônia e solos adjacente 

do Pará ao nível de família 
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Figura 7. Classificação taxonômica dos reads obtidos da Terra da Amazônia e solos adjacente 

do Pará ao nível de gênero 

 

 

Ao nível de espécie, foram identificadas Acidobacteria bacterium em todas as amostras, 

Chloroflexi bacterium, Candidatus Bathyarchaeota archeon e Terrabacteria group bacterium 

ANGP1 em maior abundância na TPA. No solo ADJ, foi possível identificar ainda 

Actinobacteria bacterium, Alphaproteobacteria bacterium, Gammaproteobacteria bacterium, 

e Planctomycetes bacterium (Figura 8). Observa-se a grande presença de grupos taxonômicos 

“candidatos” e espécies de bactérias e arqueias pouco descritas na literatura, demonstrando o 

potencial da TPA em abrigar novos micro-organismos ainda pouco estudados. 
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Figura 8. Classificação dos reads obtidos da Terra da Amazônia e solos adjacente do Pará ao 

nível de espécie 

 
 

O maior número de bins foram obtidos na amostra TPHCR4 (71) e o menor na amostra 

ADJR4 (30) (Tabela 6). Ressalta-se que nas amostras de TPA, a maior parte dos contigs não 

formaram bins, indicando a presença de possíveis novos organismos cujo genomas não foram 

mapeados, diferentemente no solo ADJ, onde 66,3 % dos contigs foram agrupados em bins 

(Tab. 6). 
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Tabela 6. Resumo dos resultados do agrupamento dos contigs (binning) em genomas 

individuais putativos de Terra Preta da Amazônia e solo adjacente do Pará 

Amostra 
Bin

s 

Contig

s 

Binned 

Contigs 

Unbinned 

Contigs 

Soma dos Contigs 

agrupados 

Soma dos Contigs 

não agrupados 

TPHAR1 45 60663 23750 (39.2 %) 36913 (60.8 %) 115622908 (38.3%) 185936047 (61.7%) 

TPHAR5 47 74863 28211 (37. 7%) 46652 (62.3 %) 135758950 (35.5%) 246893058 (64.5%) 

TPHBR1 51 65049 23157 (35.6 %) 41892 (64.4 %) 128630845 (36.6%) 222543806 (63.4%) 

TPHBR5 49 61799 22125 (35.8 %) 39674 (64.2 %) 111777252 (35.2%) 205380036 (64.8%) 

TPHCR4 71 83549 36582 (43.8 %) 46967 (56.2 %) 195575712 (42.5%) 264421725 (57.5%) 

TPHCR5 58 74157 33789 (45.6 %) 40368 (54.4 %) 183791487 (48.2%) 197442284 (51.8%) 

ADJR4 30 35900 23790 (66.3 %) 12110 (33.7 %) 90807854 (65.4%) 48021996 (34.6%) 

TPHAR1 - Terra Preta Horizonte A Repetição 1; TPHAR5 – Terra Preta Horizonte A Repetição 5; TPHBR1 – 

Terra Preta Horizonte B Repetição 1; TPHBR5 – Terra Preta Horizonte B Repetição 5; TPHCR4 – Terra Preta 

Horizonte C Repetição 4; TPHCR5 – Terra Preta Horizonte C Repetição 5; ADJR4 – Solo Adjacente Repetição 

4. 

 

Tabela 7. Número total de bins e bins filtrados (cobertura < 50 % e contaminação > 15 %) 

obtidos de Terra Preta da Amazônia e solo adjacente do Pará 

Amostra Bins gerados Bins filtrados 

TPHAR1 45 12 

TPHAR5 47 16 

TPHBR1 51 10 

TPHBR5 49 09 

TPHCR4 71 16 

TPHCR5 58 18 

ADJR4 30 10 

TPHAR1 - Terra Preta Horizonte A Repetição 1; TPHAR5 – Terra Preta Horizonte A Repetição 5; TPHBR1 – 

Terra Preta Horizonte B Repetição 1; TPHBR5 – Terra Preta Horizonte B Repetição 5; TPHCR4 – Terra Preta 

Horizonte C Repetição 4; TPHCR5 – Terra Preta Horizonte C Repetição 5; ADJR4 – Solo Adjacente Repetição 

4. 

 

A maior parte dos bins obtidos na TPHA formaram clados sem um vizinho conhecido 

(Figura 9). Apenas os bins 14 (TPHAR5), 12 e 5 (TPHAR1) foram posicionados no mesmo 

ramo das espécies Nitrospira defluvii e Nitrospira moscoviensis. Outros vizinhos sugeridos 

foram representantes dos gêneros Geobacter sp., Geobacter uraniireducens e Geobacter 

sulfurreducens. 
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Figura 9. Árvore filogenética (máxima verossimilhança) dos bins obtidos na biblioteca do 

horizonte A de Terra Preta da Amazônia (TPHA) do Pará 

 

 

Os bins 3 (TPHBR5) e 7 (TPHBR1) também foram agrupados com os gêneros 

Nitrospira defluvii e Nitrospira moscoviensis (Figura 10). O bin 6 (TPHBR1) foi agrupado com 

o representante do filo Acidobacteria, Candidatus Koribacter versatillis Ellin345. 
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Figura 10. Árvore filogenética (máxima verossimilhança) dos bins obtidos na biblioteca do 

horizonte B de Terra Preta da Amazônia (TPHB) do Pará 

 

 

No caso da TPHC, os bins 6, 12 (TPHCR5) e 26 (TPHCR4) apresentaram similaridade 

com a espécie Nitrososphaera viennensis. Os bins 28, 30 (TPHCR4) e 34 (TPHCR5) 

apresentaram similaridade com a bactéria Rhodospirilalles bacterium.  Já os bins 17, 27 

(TPHCR4) e 33 (TPHCR5) foram agrupados no mesmo ramo que as bactérias Actinomycetes: 

Corynebacterium renale e Microbacterium sp. (Figura 11). 
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Figura 11. Árvore filogenética (máxima verossimilhança) dos bins obtidos na biblioteca do 

horizonte C de Terra Preta da Amazônia (TPHC) do Pará 

 

No solo adjacente, os bins 3, 6 e 20 apresentaram similaridade com uma delta 

proteobacterium PSCGC 5451, não identificada. O bin 13 foi agrupado com acessos do gênero 

Bacillus e Lactobacillus, além da bactéria Calditerricola satsumensis. O bin 10 apresentou 

similaridade com o Actinomycetes Kutzneria, Microbacterium e Promicromonosporaceae 
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bacterium, além da Coriobacteriia, Gordonibacter pamelaeae. O bin 26 apresentou 

similaridade com Deinococcus sp. UR1 e o bin 17 com bactérias do gênero Mycoplasma (Figura 

12). 

 

Figura 12. Árvore filogenética (máxima verossimilhança) dos bins obtidos na biblioteca do 

solo adjacente (ADJ) do Pará 

 

 

4.3.3 Metabolismo microbiano 

O perfil metabólico da amostra TPHA apresentou principalmente potenciais proteínas 

relacionadas à glicólise, via pentose fosfato, ciclo de Krebs, ciclo do glioxalato, ciclo de Calvin, 

ciclo de Amon-Buchanan (quimioautotrofía). Em relação à cadeia transportadora de elétrons, 

foram identificadas enzimas putativas como: NADH (quinone oxirredutase), succinato 

desidrogenase, fumarato redutase, citocromos bc1, bd, c e ATPases.  

No ciclo dos carboidratos, foi identificada uma celulose amorfa e uma glucana de 

ligação mista. No metabolismo do N foram identificadas enzimas putativas dos processos de 

nitrificação, desnitrificação e fixação biológica de N. No ciclo do enxofre foram identificadas 
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proteínas putativas relacionadas à redução dissimilatória do enxofre (genes dsrA ou drsB) e 

oxidação do tiossulfato em sulfato (complexo SOX). Além disso, foi identificada uma enzima 

envolvida na redução do mercúrio (E.C: 1.16.1.1.). No ciclo do metano foram identificadas 

enzimas putativas para conversão do acetato em metano. Também foram reconhecidas enzimas 

associadas a conversão de álcoois e ácidos graxos de cadeia curta, como álcool desidrogenase 

(Figura 13). 

 

Figura 13. Mapa metabólico microbiano anotado na biblioteca do horizonte A de Terra Preta 

da Amazônia (TPAHA) do Pará 
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Figura 13. Mapa metabólico microbiano anotado na biblioteca horizonte A de Terra Preta da Amazônia (TPAHA) do Pará 
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O perfil metabólico da amostra TPHB também apresentou potenciais proteínas 

relacionadas à glicólise, via pentose fosfato, ciclo de Krebs, ciclo do glioxalato, ciclo de Calvin, 

ciclo de Amon-Buchanan. Em relação à cadeia transportadora de elétrons, foram identificadas 

enzimas putativas como: NADH (quinone oxirredutase), succinato desidrogenase, fumarato 

redutase, citocromos bc1, bd, c e ATPases, assim como na TPHA. 

No ciclo dos carboidratos, foram identificadas somente a celulose amorfa e glucana de 

ligação mista. Quanto ao metabolismo do N, foram identificadas enzimas putativas dos 

processos de nitrificação (oxidação de amônia), desnitrificação pela redução do nitrito em óxido 

nitroso, redução dissimilatória do nitrito em amônia (DNRA) e redução do óxido nítrico em 

oxido nitroso. No ciclo do enxofre, apenas a enzima responsável pela oxidação do tiossulfato 

em sulfato (complexo SOX) foi identificada. Também foram identificadas enzimas envolvidas 

na redução do mercúrio (E.C: 1.16.1.1.) e do arsenato (E.C. 1.20.4.1). No ciclo do metano, 

foram identificadas enzimas putativas para conversão do acetato em metano. Também foram 

reconhecidas enzimas associadas a conversão de álcoois e ácidos graxos de cadeia curta, como 

álcool desidrogenase e conversão do piruvato em Acetil-CoA (Fig. 14). 

 

Figura 14. Mapa metabólico microbiano anotado na biblioteca horizonte B de Terra Preta da 

Amazônia (TPAHB) do Pará 
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Figura 14. Mapa metabólico microbiano anotado na biblioteca horizonte B de Terra Preta da Amazônia (TPAHB) do Pará 
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O perfil metabólico e da cadeia transportadora de elétrons, na amostra TPHC, foi 

bastante similar aos outros dois perfis da TPA. No ciclo dos carboidratos, além da celulose 

amorfa e glucana de ligação mista, foram identificadas enzimas degradadoras de xiloglucanas 

e arabinose, podendo ter aplicação biotecnológica na produção de etanol de segunda geração. 

No metabolismo do N, foram identificadas enzimas putativas dos processos de 

nitrificação (genes amoA, hao, nxrA), desnitrificação e fixação de N (redução do N em amônio). 

No ciclo do enxofre, foram identificadas proteínas putativas relacionadas à redução 

dissimilatória do enxofre (genes dsrA ou drsB), tiossulfato redutase (genes phsA e psrA) e 

oxidação do tiossulfato em sulfato (complexo SOX). Também foram identificadas enzimas 

envolvidas na redução do mercúrio (E.C: 1.16.1.1.) e do arsenato (E.C. 1.20.4.1). No ciclo do 

metano, foram identificadas principalmente enzimas putativas para conversão do acetato em 

metano e conversão do metano em metanol (pmoA). Também foram reconhecidas enzimas 

associadas a conversão de álcoois e ácidos graxos de cadeia curta, como álcool desidrogenase 

e conversão do piruvato em Acetil-CoA, D-lactato desidrogenase, acetato e butirato kinases 

(Fig. 15). 

 

Figura 15.  Mapa metabólico microbiano anotado na biblioteca horizonte C de Terra Preta da 

Amazônia (TPAHC) do Pará 
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Figura 15. Mapa metabólico microbiano anotado na biblioteca horizonte C de Terra Preta da Amazônia (TPAHC) do Pará 
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O perfil metabólico no solo ADJ também apresentou potenciais proteínas relacionadas 

à glicólise, via pentose fosfato, ciclo de Krebs, ciclo do glioxalato, ciclo de Calvin, ciclo de 

Amon-Buchanan. Em relação à cadeia transportadora de elétrons, foram identificadas enzimas 

putativas como: NADH (quinone oxirredutase), succinate desidrogenase, citocromos bc1, bd, 

c e ATPases.  

No ciclo dos carboidratos, além da celulose amorfa e glucana de ligação mista, também 

foram identificadas enzimas degradadoras de xiloglucanas e arabinose, assim como na TPHC. 

No metabolismo do N, somente foram identificadas enzimas putativas dos processos de 

nitrificação (gene hao) e desnitrificação (redução do nitrito em óxido nítrico e redução do óxido 

nítrico em óxido nitroso). Não foram identificadas enzimas relacionadas ao ciclo do enxofre e 

redutases de outros metais, como observado na TPA. 

 No ciclo do metano, foram identificadas enzimas putativas para conversão do acetato 

em metano e conversão da trimetilamina em dimetilamina. Também foram reconhecidas 

enzimas associadas do piruvato em Acetil-CoA, acetato quinase, propionato CoA transferase e 

álcool desidrogenase (Fig. 16). 

 

Figura 16. Mapa metabólico microbiano anotado na biblioteca do solo adjacente (ADJ) do Pará 
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Figura 16. Mapa metabólico microbiano anotado na biblioteca do solo adjacente (ADJ) do Pará 
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4.4 DISCUSSÃO 

 

O solo abriga uma ampla diversidade de micro-organismos ainda pouco conhecida. O 

sequenciamento de alto rendimento a partir do DNA de alta qualidade tem sido utilizado como 

ferramenta de estudo para acessar as comunidades microbianas no solo, entender suas vias 

metabólicas e respostas a flutuações ambientais em uma dimensão de detalhes inexistentes na 

literatura ou pouco estudada (DELMONT et al., 2012). O predomínio de representantes do 

domínio Bacteria pode ser atribuído ao desbalanço das sequências nos bancos de dados, fazendo 

com que haja uma menor proporção dos domínios Eukarya e Archaea conforme foi verificado 

no presente estudo. Além disso, as sequências não classificadas podem pertencer a esses 

domínios que apresentaram menos representantes (SOUZA et al., 2013).  

Na análise metagenômica de diferentes solos foi identificada a predominância dos filos 

Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Chloroflexi, 

Planctomycetes, Gemmatimonadetes e Firmicutes, sendo Proteobacteria o filo dominante e 

mais abundante (DELMONT et al., 2012; JANSSEN, 2006; ROESCH et al., 2007; SOUZA et 

al., 2013; YIN et al., 2010). A diferença entre os filos identificados pode ser explicada pela 

complexa diversidade microbiana e o ambiente de estudo, bem como a presença de regiões 

limitantes para a montagem do genoma (DELMONT et al., 2012). Os resultados do presente 

trabalho corroboram com estudos anteriores, diferindo apenas em relação ao filo predominante 

que nesse caso foi Acidobacteria, o que pode ser justificado pelo pH ácido dos solos de Terra 

Preta da Amazônia e solo adjacente. Navarrete et al. (2013), avaliaram a abundância do filo 

Acidobacteria em solos da Amazônia e observaram que esse grupo de bactérias se correlaciona 

de forma positiva com altos teores de alumínio no solo e pH elevado, condições relatadas no 

presente estudo,  sugerindo a utilização das acidobactérias como indicadoras de mudanças no 

uso da terra relacionadas a conversão da floresta em terras agrícolas. 

Dentro do filo Proteobacteria, Alphaproteobacteria é a classe mais abundante no solo 

com destaque para a ordem Rhizobiales, composta por importantes representantes relacionados 

ao ciclo do nitrogênio, como por exemplo: Rhizobium, Bradyrhizobium e Nitrobacter. No 

presente estudo, o gênero Bradyrhizobium foi encontrado demonstrando o potencial desses 

solos para a fixação biológica de nitrogênio. A presença da ordem Rhodospirillales no solo 

adjacente sugere as contribuições desse solo não só para a fixação biológica de nitrogênio como 

também para a promoção de crescimento vegetal, uma vez que um dos representantes dessa 

ordem são bactérias pertencentes ao gênero Azospirillum (HUNGRIA et al., 2010). 

Rhodospirilalles bacterium é uma bactéria púrpura não sulfurosa, que pode utilizar ácidos 
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orgânicos para crescimento fotossintético, com grande potencial biotecnológico, como a 

produção de biohidrogênio (ASIF; MOHSIN; REHMAN, 2021). 

A ocorrência da ordem Burkholderiales (Betaproteobacteria) nos solos do presente 

estudo demonstra a importância e potencial biotecnológicos desses solos. Os micro-organismos 

pertencentes a essa ordem desempenham importantes funções no solo, tais como: controle 

biológico, promoção de crescimento de plantas e fixação biológica de nitrogênio confirmada 

pela presença do gene nifHDK (COENYE; VANDAMME, 2003; GYANESHWAR et al., 

2011; SANTOS; BUSTILLOS-CRISTALES; CABALLERO-MELLADO, 2001). As espécies 

Nitrospira defluvii e Nitrospira moscoviensis pertencentes a ordem Nitrosomonadales foram 

identificadas nas amostras do horizonte A e pertencem ao grupo de bactérias conhecidas pela 

oxidação do nitrito a nitrato, na segunda etapa do processo de nitrificação (NOWKA et al., 

2015) sugerindo contribuições da microbiota do solo de TPA na disponibilidade de N. 

Foti et al. (2007) e Hori et al. (2010) relataram a capacidade de Deltaproteobacterias 

reduzir sulfato e ferro, sendo estes utilizados como fonte de nutrientes para os micro-

organismos e as plantas. As espécies Geobacter sp., Geobacter uraniireducens e Geobacter 

sulfurreducens, identificados nas amostras do horizonte A, são conhecidas pela sua capacidade 

de oxidação da matéria orgânica, redução de metais (Fe) e enxofre, produção de eletricidade, 

transporte de elétrons e metilação de mercúrio. Além disso, em condições de anaerobiose, essas 

bactérias têm sido amplamente estudadas acerca das suas contribuições nas vias de emissão de 

gases do efeito estufa (GEE) através de reações redox (LI; ZHOU, 2020). A espécie G. 

sulfurreducens foi apontada como potencial candidata para o desenvolvimento de tecnologias 

de eletrossíntese microbiana, sendo capaz de doar elétrons para eletrodos, como uma bateria 

híbrida (TEIXEIRA et al., 2022) 

O filo Acidobacteria foi dominante nas amostras do presente estudo, encontrado no 

horizonte B da Terra Preta da Amazônia do Pará, esses resultados corroboram com o trabalho 

realizado por Navarrete et al. (2010), onde os autores avaliaram a composição da comunidade 

microbiana em um solo de Terra Preta da Amazônia e a influência do teor de biocarvão sob as 

bactérias do solo, sendo Acidobacteria o segundo filo dominante, ficando atrás apenas de 

Proteobacteria. Candidatus Koribacter versatillis Ellin345 (Acidobacteriales), é uma bactéria 

gram-negativa, aeróbica e heterotrófica, a qual está envolvida no metabolismo de carboidratos 

da família das enzimas ativas (CAZy) e é capaz de crescer em diversos tipos de açúcares, 

polímeros e ácidos orgânicos. Essa bactéria já foi isolada em solo de pastos na Austrália, tundra 

ártica e solo rizosférico de mostarda, sendo bastante comum no solo (LIU et al., 2021; RAWAT 

et al., 2012; SAIT et al., 2002). As bactérias Kutzneria sp. e Promicromonosporaceae 
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bacterium (Actinobacteria) identificadas no solo adjacente são espécies promotoras de 

crescimento vegetal de elevado potencial biotecnológico, sendo capazes de produzir diferentes 

metabolitos: celulases, fosfatases, amilases, amônia, lipases, sideróforos, proteases e AIA. 

Bousselham et al. (2022) e Devi et al. (2021) destacaram a importância da bactéria Kutzneria 

sp, na produção de antibiótico, evidenciando a importância de cepas pertencentes à ordem 

Actinomycetales e suas contribuições para melhorar o desenvolvimento das plantas conferindo 

maior resistência sistêmica e evitando o ataque de patógenos. 

A classe Bacilli apresenta muitos representantes de importância ecológica 

demonstrando a possível relação existente entre a composição dos resíduos e a influência da 

deposição desses resíduos na formação dos solos antropogênicos. Dentre eles, a espécie 

Lactobacillus pantheris, presente no solo adjacente do Pará, é uma bactéria gram-positiva, 

anaeróbia facultativa que não produz gás durante a fermentação da glicose e foi isolada de fezes 

de onça (LIU; DONG, 2002). Já Lactobacillus acidipiscis, também encontrada no solo 

adjacente, foi primeiramente isolada de peixes fermentados, e, durante o processo de 

fermentação da glicose, a bactéria produz maiores quantidades de ácido L-lático do que D-

lático (RODPAI et al., 2021). 

A identificação do Bacillus boroniphilus no solo adjacente pode ser associada à 

presença de boro (B) no respectivo solo. A bactéria foi isolada pela primeira vez de um solo da 

Turquia, sendo comprovada a dependência de B para o seu desenvolvimento, bem como a 

capacidade de tolerar concentrações acima de 450 mM de B (AHMED, YOKOTA e 

FUJIWARA, 2007). Também no solo adjacente foi identificado o Bacillus coahuilensis, fato 

que pode ser associado ao teor de sódio. A bactéria é uma halófila que desenvolveu diferentes 

estratégias adaptativas para a aquisição de fósforo em ambientes com condições limitantes 

desse nutriente (GÓMEZ-LUNAR et al., 2016), bem como a capacidade de resistência a 

ambientes salinos (DELGADO-GARCIA et al., 2018). 

A Coriobacteriia, Gordonibacter pamelaeae, está presente na microbiota intestinal e foi 

isolada de fezes humanas (SELMA et al., 2017), sugerindo a participação antrópica na formação 

dos solos de TPA. Além disso, G. pamelaeae apresenta sequências que permitem inferir a 

capacidade de transferência lateral do gene nifH (GTARI et al., 2011). A Nitrososphaera 

viennensis (Thaumarchaeota), presente no horizonte C do solo de Terra Preta do Pará, é uma 

arqueia aeróbica, mesofílica e oxidante de amônia (presença do gene AOA), de grande 

importância para o ciclo do nitrogênio isolada de solo de jardim na Áustria (STIEGLMEIER, 

et al., 2014; TOURNA et al., 2011). 
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A presença de moléculas ligadas ao ciclo de carboidratos complexos sugere a 

capacidade dos micro-organismos de mineralização desses carboidratos, utilizando como fonte 

de carbono, atuando também na decomposição da matéria orgânica e consequentemente 

liberando nutrientes para as plantas. Estudar a participação dos micro-organismos nos ciclos 

biogeoquímicos permite compreender suas atribuições e como, ao longo do tempo, eles 

desenvolveram estratégias adaptativas para continuar desempenhando suas funções ecológicas, 

mesmo diante das mudanças que ocorrem nos ambientes (FONSECA et al., 2018). Andrade et 

al. (2017) realizaram um estudo em dois ambientes diferentes a fim de compreender como os 

micro-organismos atuam no ciclo do carbono levando em consideração as enzimas ativas de 

carboidratos (CAZymes). As enzimas são responsáveis pela quebra e biossíntese de 

carboidratos, além de despertar interesse biotecnológico e ambiental devido aos papéis 

ecológicos desempenhados por diferentes micro-organismos (ANDRÉ et al., 2014).  

No solo, uma das adaptações de sobrevivência desenvolvidas pelas bactérias é a 

capacidade de utilizar diferentes fontes de energia (BONNET et al., 2020).  Desta forma, em 

condições aeróbicas algumas bactérias, conhecidas como metanotróficas ou oxidantes de 

metano (CH4), presentes no solo de TPA, realizam a oxidação do CH4 utilizando a molécula 

como única fonte de carbono e energia (VENTURINI et al., 2022). Para oxidar o metano, as 

bactérias metanotróficas utilizam a enzima metano monooxigenase particulada que é codificada 

pelo gene pmoA, identificado no horizonte C do perfil de Terra Preta da Amazônia (KNIEF, 

2015). Sengupta; Dick (2017) sugeriram que a atividade de bactérias metanotróficas pode ser 

afetada pela concentração de metano à medida que o gás é produzido no solo e liberado para a 

atmosfera. Além disso, vale ressaltar a importância do regime chuvoso da região amazônica 

que impacta diretamente na umidade do solo e consequentemente no ciclo do metano. 

No presente trabalho, foram identificados grupos microbianos e genes ativos 

relacionados aos ciclos biogeoquímicos. Os procariotos participam ativamente do ciclo do 

enxofre (S) por meio de processos de oxidação e redução, podendo impactar o ciclo do carbono, 

nitrogênio, e acarretar em mudanças globais (VENTURINI et al., 2022). Yu et al. (2020) 

realizaram um estudo baseado em um banco de dados de genes envolvidos no ciclo do S. Para 

acessar esses genes têm sido utilizadas técnicas de sequenciamento de última geração devido a 

confiabilidade dos dados obtidos, tais genes codificam para oxidação (fcc, sqr, dox, glp, sse, 

tsd, soe e sor), redução (asr, mcc, fsr, otr, ttr, ser, psr, hyd, timid, rdl e sud), redução 

assimilatória (cys, sat e sir), redução e oxidação dissimilatória (apr, qmo e dsr), sistemas SOX 

(sox) transformação (dsy, ddd, dmd, acul, acu, prp, dms, ddh, tmm, sqd, yih, tau, toa, tpa, ise, 

xsc, pta, hps, slc e beta) e desproporcionamento (phs, tet e sor). 
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Nas amostras dos horizontes A e C foi relatada a presença do gene dsr, enquanto 

proteínas relacionadas ao complexo SOX foram relatadas nos horizontes A, B e C da Terra 

Preta demonstrando a diversidade metabólica funcional e a possibilidade de utilização de 

diferentes vias para acessar o ciclo do enxofre nesses solos. A oxidação de compostos 

inorgânicos ocorre através do complexo de enzimas de oxidação do enxofre, SOX, presente em 

bactérias anaeróbias (fototróficas) e aerobias (quimiotróficas) (ROTHER et al., 2005). Além 

disso, um complexo composto por 15 genes sox e dsr codificam para a oxidação do S atuando 

através de múltiplas vias. A presença dos genes sox confere aos micro-organismos 

características quimiotróficas tendo como fonte essencial de energia o tiossulfato. Entretanto, a 

expressão desses genes está condicionada à presença da tiorredoxina, uma proteína 

periplasmática. Já os genes do complexo dsr atuam na oxidação anaeróbica do enxofre por meio 

de bactérias fototróficas e fotoautotróficas (FRIEDRICH et al., 2005).  

No horizonte C do perfil de Terra Preta da Amazônia foram identificados os genes phsA 

e psrA ambos relacionados ao ciclo do enxofre. A transformação de tiossulfato em sulfito e 

sulfeto se dá com o auxílio da enzima tiossulfato redutase sendo o gene phsA utilizado como 

alvo para o estudo desse mecanismo. Outra via estudada no ciclo do S é a redução do 

polissulfeto sendo psrA o gene alvo (YU et al., 2020), tanto o gene phsA quanto o gene psrA 

foram encontrados no horizonte C do perfil de Terra Preta sugerindo a presença de micro-

organismos que participam do ciclo do S. O estudo realizado por Yu et al. (2020) revelou 

algumas dificuldades para identificar e autenticar a presença de genes envolvidos no ciclo do 

enxofre, mas salientou a importância de conhecer quem são os micro-organismos que estão no 

solo e quais seus respectivos papéis e contribuições para a ecologia microbiana. 

A presença dos genes amoA e nxrA nos solos de TPA sugerem relações homólogas com 

o gene hao, diversidade funcional e taxonômica dos grupos microbianos garantindo a ciclagem 

do nitrogênio. No processo de nitrificação os genes relacionados a oxidação são: amoA que 

codifica para a enzima amônia monooxigenase oxida amônia (NH3) a hidroxilamina. Já hao 

codifica para a hidroxilamina desidrogenase oxidando hidroxilamina a nitrito (NO-2) e nxr 

codifica para a nitrito oxidoredutase, convertendo nitrito em nitrato (NO-3). No processo de 

desnitrificação, a redução do nitrato é caracterizada pela presença dos genes nar e nap, e a 

conversão de NO2
- para N2 pela presença dos genes nir (nitrito redutase), nor (óxido nítrico 

redutase) e nos (óxido nitroso redutase) (NICOL; SCHLEPER, 2006). 

O nitrogênio é um dos elementos requerido em maior quantidade pelas culturas, assim, 

compreender o funcionamento do seu ciclo é de grande importância para otimizar os manejos 

agrícolas e reduzir os impactos ambientais (LI; CUPPLES, 2021). O ciclo do N, assim como o 
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do S, ocorre em várias diferentes etapas onde pode ser detectada a presença de genes com as 

mais diversas funções. Dentre os que mais se destacam estão o gene nifH presente em bactérias 

e arquéias, o gene codifica para a enzima nitrogenase responsável por quebrar a tripla ligação 

existente no nitrogênio atmosférico (N2) e tem sido utilizado como alvo no estudo de micro-

organismos diazotróficos (TU et al., 2017). A presença e abundância de genes funcionais estão 

intimamente relacionados com o ecossistema em questão e condicionados a fatores como 

disponibilidade de oxigênio, pH, matéria orgânica, disponibilidade de N e outros nutrientes. 

Assim, identificar a população microbiana presente nos solos de TPA bem como 

caracterizar suas funções, permite compreender a diversidade funcional desses solos, como os 

micro-organismos atuam na ciclagem de nutrientes para assegurar o bom funcionamento do 

ecossistema e quais os impactos ambientais e científicos dessas descobertas. 

 

4.5 CONCLUSÕES 

 

✔ Existe uma ampla diversidade de micro-organismos atuando através de diferentes vias 

metabólicas relacionados aos ciclos biogeoquímicos nos solos de Terra Preta da 

Amazônia. 

✔ O presente trabalho contribuiu para aumentar o conhecimento sobre as comunidades 

microbianas dos solos de Terra Preta da Amazônia e demonstrar que a abordagem 

metagenômica através do sequenciamento shotgun é uma poderosa ferramenta para 

conhecer a diversidade taxonômica, potencial funcional e metabólico desses solos. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os isolados obtidos da Terra Preta da Amazônia apresentaram resultados promissores 

quando testados “in vitro” para os mecanismos de promoção de crescimento de plantas, tais 

como: solubilização de fosfato de cálcio, produção de AIA e sideróforos, e fixação biológica 

de nitrogênio . Para confirmar a eficiência dessas bactérias são recomendados testes em casa de 

vegetação para fins de autenticação, seguidos de experimentos em condições de campo e assim 

obter dados complementares para a recomendação e formulação de um bioproduto para 

aplicações futuras na agricultura. Quanto à análise metagenômica, a presença de muitos bins 

sem agrupamento com vizinhos conhecidos nos solos de Terra Preta pode indicar organismos 

que ainda não tiveram seu genoma mapeado confirmando o fato de que existe maior diversidade 

taxonômica do que no solo adjacente. Já a identificação de representantes do ciclo do carbono, 

nitrogênio, enxofre e metano confirmam a importância ecológica e biotecnológica dos micro-

organismos presentes no solo de Terra Preta, reafirmando a diversidade microbiana e funcional 

ainda pouco conhecida e a importância desses micro-organismos na manutenção da fertilidade 

do solo desempenhando seus respectivos papéis na ciclagem de nutrientes. Embora seja uma 

análise complexa devido à quantidade de matéria orgânica presente no solo, a utilização da 

metaproteômica como ferramenta complementar de estudo nos solos de Terra Preta é uma 

excelente alternativa para estudos futuros a fim de entender o metabolismo dos micro-

organismos bem como suas vias metabólicas. 
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE A – Meio de cultura King B (KING; WARD; RANEY, 1954) 

Peptona bacteriológica-------------------- 20g/L 

MgSO4.7H2O------------------------------- 1,5g/L 

K2HPO4--------------------------------------1,5g/L 

Ágar------------------------------------------ 15g/L 

Glicerina------------------------------------- 10 mL/L 

pH 7,2 

 

APÊNDICE B – Meio de cultura sólido para avaliar solubilização de fosfato de cálcio 

bibásico (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001) 

Glucose--------------------------------------10g/L; 

NH4Cl----------------------------------------5g/L 

NaCl------------------------------------------1g/L 

MgSO4.7H2O--------------------------------1g/L 

CaHPO4------------------------------------- 4 g/L 

Ágar------------------------------------------15g/L 

pH 7,2 

 

APÊNDICE C – Meio de cultura Tryptone Soya Broth (TSB) 

Peptona de caseína-------------------------17g/L 

Peptona de soja-----------------------------3,0 g/L 

Glicose--------------------------------------2,5g/L 

NaCl ----------------------------------------5,0g/L 

K2HPO4-------------------------------------2,5g/L 

pH 7,3 

APÊNDICE D – Meio de cultura King B (KING; WARD; RANEY, 1954) 

Peptona bacteriológica-------------------- 20g/L 

MgSO4.7H2O------------------------------- 1,5g/L 

K2HPO4--------------------------------------1,5g/L 

Glicerina------------------------------------- 10 mL/L 

pH 7,2 
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APÊNDICE E – Solução cromo azurol S – CAS  

Solução A 

Cromo azurol S ------------------------------------- 12,2 mg 

Água deionizada ----------------------------------- 10,0 mL 

 

Solução B 

HCl ---------------------------------------------------- 84,0 µl 

Água deionizada ------------------------------------- 100 mL 

FeCl3.6H2O ------------------------------------------ 27,0 mg 

 

Solução C 

HDTMA ------------------------------------------------ 21,9 mg 

Água deionizada -------------------------------------- 25,0 mL 

 

Solução D 

Piperazina anidra --------------------------------------- 4,307 g 

Água deionizada --------------------------------------- 40,0 mL 

pH da solução final 5,6 

 

APÊNDICE F – Meio de cultura JNFB semi-sólido (DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 

1995) 

Ácido málico --------------------------------------------------- 5 g/L 

K2HPO4 --------------------------------------------------------- 0,6 g/L 

KH2PO4 --------------------------------------------------------- 1,8 g/L 

MgSO4.7H2O --------------------------------------------------- 0,2 g/L 

NaCl ------------------------------------------------------------- 0,1 g/L 

CaCl.2H2O ------------------------------------------------------ 0,02 g/L 

Fe EDTA (1,64%) ---------------------------------------------- 4 mL 

KOH ------------------------------------------------------------- 4,5 g/L 

Solução de micronutrientes ----------------------------------- 1 mL 

Solução de vitaminas ------------------------------------------ 1 mL 

Azul de bromotimol ------------------------------------------- 2 mL 

Ágar -------------------------------------------------------------- 2,350 g/L 

pH 6,8
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APÊNDICE G - Dendrograma de similaridade entre os 149 isolados obtidos no horizonte A 
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APÊNDICE H - Dendrograma de similaridade entre os 194 isolados obtidos no horizonte B 
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APÊNDICE I - Dendrograma de similaridade entre os 123 isolados obtidos no horizonte C 
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APÊNDICE J - Percentagem de isolados por características morfofisiológicas avaliadas no perfil de Terra Preta da Amazônia 

 

 


