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RESUMO 

 

Solos saúdaveis são a base de uma agricultura sustentável e proteção de mudanças climáticas 

no planeta. O estudo da diversidade funcional microbiana através da aplicação de técnicas 

moleculares em diferentes manejos do solo pode colaborar para avaliação da saúde do solo. 

Esta pesquisa demonstra como as ferramentas moleculares contribuem para a avaliação da 

saúde do solo em sistemas agroflorestais da Reserva Natural Vale. O estudo foi realizado na 

Reserva Natural da Vale, localizada no município de Linhares, no Estado do Espírito Santo. 

Cinco sistemas de cultivo foram selecionados, a saber, sistema agroflorestal em implantação 

(SAF); plantio de cacaueiro sob mata nativa raleada (CAB), também chamado de cabruca; 

consórcio de seringueira e cacau (SC); pastagem (PAS) e floresta nativa (MN), que foi 

utilizada como referência. Abordagens metagenômicas (Metabarcoding e Shotgun) e 

metaproteômica foram utilizadas para acessar a diversidade microbiana e suas funções. A 

metagenômica revelou o potencial funcional e a diversidade das comunidades microbianas. 

Por outro lado, a metaproteômica apontou os processos biológicos que ocorreram em um 

ambiente, por meio das proteínas expressadas pelos microrganismos. Os resultados indicaram 

uma maior similaridade entre as áreas de CAB e SC, apresentando maior diversidade de 

microrganismos, genes e proteínas que participam da fixação do carbono, contribuindo para a 

saúde do solo. A adubação verde proporcionou maior abundância de processos relacionados a 

transformações do nitrogênio no solo na área de sistema agroflorestal em implantação, porém 

proteínas relacionadas à fixação de carbono (C) estão mais presentes em áreas de SAF mais 

maduros (SC e CAB). Manejos mais conservativos estão associados a maior fixação de C ao 

longo do tempo. Foi possível demonstrar que ferramentas moleculares integradas fornecem 

um diagnóstico profundo sobre o estado funcional do solo. Genes e proteínas relacionadas aos 

ciclos do carbono e nitrogênio (N) podem incorporar índices avançados de saúde do solo e 

direcionar o manejo para aumentar a produtividade, melhorar métricas de diversidade e 

incrementar a fixação de C no solo. 

  

Palavras-chaves: biodiversidade do solo; ciclagem de nutrientes; saúde do solo. 

 

 

 

 



   
  

 
  

ABSTRACT 

 

Healthy soils are the basis of sustainable agriculture and climate change protection on the 

planet. The study of microbial functional diversity through the application of molecular 

techniques in different soil managements can contribute to the assessment of soil health. This 

research demonstrates how molecular tools contribute to the assessment of soil health in 

agroforestry systems at the Vale Natural Reserve. The study was carried out in the Vale 

Natural Reserve, located in the municipality of Linhares, in the state of Espírito Santo. Five 

cropping systems were selected, namely, agroforestry system under implementation (SAF); 

cocoa plantation under thinned native forest (CAB), also called cabruca; consortium of rubber 

trees and cocoa (SC); pasture (PAS) and native forest (MN), which was used as a reference. 

Metagenomic approaches (Metabarcoding and Shotgun) and metaproteomics were used to 

access microbial diversity and its functions. Metagenomics revealed the functional potential 

and diversity of microbial communities. On the other hand, metaproteomics pointed out the 

biological processes that occurred in an environment, through the proteins expressed by 

microorganisms. The results indicated a greater similarity between the areas of CAB and SC, 

showing a greater diversity of microorganisms, genes and proteins that participate in carbon 

fixation, contributing to soil health. Green manure provided a greater abundance of processes 

related to the transformation of nitrogen in the soil in the area of the agroforestry system 

under implementation, but proteins related to carbon fixation (C) are more present in more 

mature AFS areas (SC and CAB). More conservative managements are associated with 

greater C fixation over time. It was possible to demonstrate that integrated molecular tools 

provide a deep diagnosis on the functional state of the soil. Genes and proteins related to the 

carbon and nitrogen (N) cycles can incorporate advanced indices of soil health and direct 

management to increase productivity, improve diversity metrics and increase C fixation in the 

soil. 

 

Keywords: soil biodiversity; nutrient cycling; soil health. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

De acordo com om Painel Técnico Intergovernamental sobre Solos (ITPS), a saúde do 

solo é definida como “a capacidade do solo de sustentar produtividade, diversidade e o meio 

ambiente serviços dos ecossistemas terrestres”, sendo, portanto um elemento chave para a 

produção de alimentos, contribuindo no aumento da segurança alimentar, reduzindo a 

pobreza, desnutrição, combatendo as mudanças climáticas e fornecendo serviços 

ecossistêmicos essenciais (FAO, 2022). No entanto, alterações no solo podem promover a 

modificação da estrutura e atividade biológica. Com isso, o estudo do impacto do manejo do 

solo é fundamental para o desenvolvimento de sistemas agrícolas sustentáveis (CARNEIRO 

et al., 2009; BAVOSO et al., 2010). 

As características microbianas e bioquímicas são potenciais indicadores de saúde do 

solo por desempenharem importante papel na ciclagem do carbono e do nitrogênio, além de 

serem susceptíveis a alterações ambientais (KENNEDY; PAPENDICK, 1995; NANNIPIERI 

et al., 1990). Pesquisadores denotam que a saúde do solo e a microbiota estão diretamente 

relacionadas (GUO et al., 2020; JI et al., 2020). 

A compreensão da importância da composição biológica do solo nos revela o valoroso 

papel dos microrganismos para seu funcionamento (LEMANCEAU et al., 2015). Técnicas 

moleculares, como a metagenômica e metaproteômica, possuem o potencial de produzir 

indicadores de saúde do solo adequados devido às suas medições estarem ligadas aos 

processos ecossistêmicos (VESTERGAARD et al., 2017; SIMON et al., 2011; BOUCHEZ et 

al., 2016).  

A diversidade microbiana é essencial para a manutenção do funcionamento do 

ecossistema, pois atuam na condução dos ciclos biogeoquímicos, dentre eles, carbono e 

nitrogênio, que regulam a dinâmica do solo, sendo dois processos indispensáveis para a 

qualidade do solo. Propriedades relacionadas ao ciclo destes elementos são usadas para o 

diagnóstico da saúde do solo (CHEN et al., 2020; GUO et al., 2018; WANG et al., 2016, 

BHADURI et al., 2022 ). Os genes e proteínas podem fornecer informações a respeito do 

potencial funcional das atividades microbianas sob diferentes manejos (FINN et al., 2020). 

Muchane et al., (2020) revelam que sistemas agroflorestais aumentam  o armazenamento de 

carbono (C) e nitrogênio (N) no solo. 

A metagenômica tem a capacidade de gerar informações sobre o potencial funcional 

das comunidades microbianas do solo, permitindo entender seu comportamento em relação às 
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mudanças ambientais, e a importância das comunidades microbianas na ciclagem de 

nutrientes (HOWE et al., 2016; AGUIAR-PULIDO et al., 2016; CHU et al., 2018). Já a 

metaproteômica gera informações sobre a funcionalidade das comunidades de 

microrganismos presentes, formando um completo quadro das relações funcionais 

taxonômicas de um solo em um determinado momento, identificando a dinâmica metabólica 

dentro e entre as espécies (TARTAGLIA et al., 2020; BASTIDA et al., 2009). Mediante a 

isso, o objetivo deste estudo foi avaliar como as ferramentas moleculares contribuem na 

avaliação da saúde solo em sistemas agroflorestais da Reserva Natural Vale através da 

diversidade funcional microbiana. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar como as ferramentas moleculares podem contribuir para a avaliação da saúde 

do solo em diferentes Sistemas Agroflorestais da Reserva Natural Vale. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Identificar os diferentes táxons de bactérias e fungos presentes nos distintos sistemas 

agroflorestais. 

 

 Observar a abundância de genes e proteínas ligados ao ciclo do carbono e nitrogênio. 

 

 Verificar como o manejo do solo dos sistemas agroflorestais e pastagem impacta na 

diversidade taxonômica e funcional das comunidades microbianas das áreas da RNV. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 
 

3.1. SAÚDE DO SOLO  

Doran e Zeiss et al., (2000) definem a saúde do solo como “a capacidade do solo de 

funcionar como um sistema vivo vital, dentro dos limites do ecossistema e do uso da terra, 

para sustentar a produtividade vegetal e animal, manter ou melhorar a qualidade da água e do 

ar e promover a saúde vegetal e animal”. No entanto, o solo é predisposto à degradação por 

fatores naturais ou antropogênicos, que já afeta mais de 3 bilhões de pessoas em todo o 

mundo, sendo assim, a sua qualidade deve ser protegida e restaurada para a melhoria dos 

inúmeros serviços ecossistêmicos fornecidos (GRABER et al., 1995; SINGER et al., 1996; 

SCHOLES et al., 2018).  

Os termos saúde do solo e qualidade do solo são frequentemente usados como 

sinônimo. No entanto, a distinção entre esses conceitos ainda é obscura (RODRIGUÉZ et al., 

2020). Lehmann et al., (2020) em seu artigo sobre conceito e perspectivas futuras da saúde do 

solo argumentam que a saúde do solo se diferencia por possuírem objetivos mais amplos, 

incluindo a saúde planetária referente aos efeitos climáticos, enquanto que a qualidade do solo 

retrata os serviços ecossistêmicos referentes aos humanos.  

A saúde do solo possui efeitos diretos sobre a produtividade agrícola e lucratividade 

do agricultor, bem como efeitos indiretos por meio das mitigações das mudanças climáticas 

(BAGNALL et al., 2021). Há quatro principais serviços ecossistêmicos que movem a gestão 

da saúde do solo, são eles: produção sustentável de plantas, controle da qualidade da água, 

avanço da saúde humana e mitigação das mudanças climáticas, que possuem relação direta 

com o manejo do solo, pois devem ser considerados (LEHMANN et al., 2020).  

Os solos contêm mais de 25% da biodiversidadade total do mundo. Um solo saudável 

possui alta biodiversidade contendo uma ampla gama de microrganismos que interagem entre 

si, para processar carbono e nutrientes (FAO, 2020). No âmbito da agropecuária, o solo é 

responsável pelo fornecimento de nutrientes, água, sustentação e manutenção de plantas e 

animais. No entanto, para que este exerça suas funções é indispensável que o mesmo esteja 

saudável e em equilíbrio com o ecossistema (BARBOSA et al., 2020). 

Tahat et al., (2020) expõem que a identificação da saúde do solo é imprescindível para 

o desenvolvimento sustentável dos sistemas agrícolas. Os mesmo autores afirma que a 

atividade dos microrganismos é um dos componentes principais da saúde do solo, tendo em 

vista que esta intimamente relacionada a uma agricultura sustentável. 
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3.2. DIVERSIDADE MICROBIANA E A SAÚDE DO SOLO 

A biomassa microbiana do solo é a porção ativa da matéria orgânica e inclui 

organismos com volume corporal inferior a 5 µm
3
 como microalgas, arqueas, bactérias, 

fungos e alguns membros da microfauna, como os protozoários (JENKINSON; LADD, 

1981). Porém, seu tempo de permanência no solo é pequeno em relação aos outros 

componentes orgânicos, em média, a cada 3 meses a biomassa é renovada (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006).  

A ciclagem de nutrientes é dependente da abundância dos microrganismos 

decompositores presentes no solo (FIRME, 2005), pois os mesmos aumentam a viabilidade 

dos nutrientes por meio de processos exclusivos, como a fixação biológica de nitrogênio, a 

solubilização de fosfatos ou a biodisponibilidade de nutrientes (RASHID et al., 2016). De 

acordo com Kraft et al. (2021), solos com maior diversidade geralmente apresentam uma 

maior capacidade de ciclagem de nutrientes, decomposição da matéria orgânica e estruturação 

do solo. 

Dentro das comunidades de microrganismos estão os fungos e bactérias, possuindo 

importante papel na manutenção e bom funcionamento do bioma, além de se relacionarem 

com plantas e animais, participam do ciclo do carbono e nitrogênio, facilitam a decomposição 

da matéria orgânica, contribuem para a fertilidade do solo, e produzem vários metabólitos 

secundários que são importantes para o ambiente ecológico do solo (ALTIERI, 1999; ULLAH 

et al., 2019; ŽIFČÁKOVÁ et al., 2016; BUSCOT, 2005; CHEN et al., 2020). 

Por essa razão, mudanças na comunidade microbiana do solo são indicadores dos 

efeitos de estresse ou fatores de perturbação, com isso podem ser detectadas rapidamente pela 

biomassa microbiana por esta ser integrante do compartimento da matéria orgânica, o qual é 

influenciado de forma direta por fatores abióticos e bióticos (GIUDITTA et al., 2020; 

GAMA-RODRIGUES et al., 2005).  

Entre os principais indicadores microbiológicos e bioquímicos, estão: os grupos 

microbianos funcionais (amonificadores, celulolíticos, desnitrificadores, fixadores de N, 

nitrificadores, proteolíticos e solubilizadores de fosfato), o C e os nutrientes contidos na 

biomassa microbiana do solo, a taxa respiratória do solo e a atividade de enzimas-chaves 

envolvidas na ciclagem de C e nutrientes (BATISTA et al., 2018). 
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3.3. EFEITOS DO MANEJO DO SOLO NA ATIVIDADE DA MICROBIOTA 

O microbioma desempenha um papel fundamental em todos os processos do solo, 

tendo em vista que a abundância, atividade e composição microbiana são fatores contribuintes 

para a produtividade agrícola sustentável (BARRIOS, 2007; VAN DER HEIJDEN et al., 

2008). Porém, o uso diferenciado da terra provoca modificações nas propriedades do solo, 

decorrentes das perturbações antrópicas e cobertura vegetal (AHMED et al., 2012).  

Os microrganismos vivem em constante interação, pois além de interagirem com 

outros organismos, interagem com o ambiente, possuindo uma grande diversidade metabólica, 

sendo os principais catalizadores das ciclagens de nutrientes (MADIGAM et al., 2010). 

Powlson et al., (1997) discorrem que a função dos microrganismos é mediar os processos no 

solo relacionados ao manejo, e mantendo essa relação direta, são efetivos indicadores de 

saúde do solo, tendo em vista que os mesmos possuem capacidade rápida de resposta a 

qualquer alteração no manejo.   

Moreira e Siqueira (2006) relatam que o tipo de manejo promove alterações em suas 

propriedades, afetando por consequente a atividade microbiana e o potencial de uso do solo 

para cultivo. Nesse sentido, o tipo de manejo aplicado altera a quantidade e diversidade de 

microrganismos constituintes da sua microbiota, resultando em consideráveis impactos no 

solo (NJIRA; NABWAMI, 2013).  

De acordo com Lambais et al., (2005), o manejo de solo que emprega menor 

revolvimento e maior diversidade da cobertura vegetal, oferece maior diversidade microbiana, 

o que segundo Balota (2017) pode proporcionar maior qualidade e estabilidade do solo e, por 

assim, um sistema mais sustentável. Diversas pesquisas têm demonstrado como os diferentes 

manejos de solo podem afetar a microbiota do solo, especialmente os seus grupos funcionais 

(BERNARDES; SANTOS, 2006).  

 

3.4. CARBONO E NITROGÊNIO NO SOLO 

A insegurança alimentar é um dos maiores desafios que o mundo enfrenta, e o solo é 

um recurso natural imprescindível, tendo em vista que direta ou indiretamente, cerca de 98% 

dos alimentos advêm deste. (DALAL et al., 2021; LAL et al., 2021). Além de serem 

indicadores de qualidade do solo, o carbono e nitrogênio podem contribuir para a redução do 

de gases do efeito estufa (NATH et al., 2017). 

Segundo Martin et al., (2016), o carbono no solo pode ficar acumulado por décadas, 

tendo a sua permanência mais durável do que na biomassa vegetal, tornando através dessa 

característica, o solo como o maior reservatório de carbono. No entanto, devido a sua 
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capacidade de armazenamento, uma pequena variação pode levar a uma grande flutuação no 

CO2 atmosférico (YANG et al., 2018).  

Mundialmente, os solos armazenam quatro vezes mais carbono orgânico quando em 

comparação com a biosfera, e duas a três vezes mais C do que a atmosfera. Com isso, 

mudanças no manejo e uso da terra possuem o potencial de produzir grandes efeitos nos 

balanços de C, podendo gerar consequências nas mudanças climáticas (CHEN et al., 2018).  

Os estoques de C no solo estão sendo amplamente perdidos por meio de mudanças no 

uso da terra e práticas insustentáveis de manejo florestal e agrícola (JACKSON et al., 2017) 

sendo assim, a conservação do solo aliada a uma agricultura sustentável é uma opção válida 

para a contribuição no armazenamento do C, reduzindo em alguns casos a perda de CO2 

(MARTÍNEZ-MENA et al., 2021; JIA et al., 2021).  

O nitrogênio é um dos elementos necessários para a vivência de todos os organismos 

vivos, compondo 78,09 % da atmosfera (MAHMUD et al., 2021). Sua existência no solo é 

principalmente na forma de compostos orgânicos, e sua transformação no ambiente é 

conhecida como ciclo do nitrogênio, que incluem sua fixação, assimilação, nitrificação e 

desnitrificação (HIRSCH; MAUCHLINE, 2015; PASHAEI et al., 2022). 

O setor agrícola é um dos maiores contribuintes para as emissões de óxido nitroso, 

sendo a principal rota de emissão a aplicação de fertilizantes nitrogenados e a deposição de 

esterco animal (GROSSI et al., 2018; FLECHARD et al., 2007). A nitrificação e a 

desnitrificação são os principais processos que estimulam a liberação de gases de efeito 

estufa, aumentando o potencial de aquecimento de CO2 em 298 vezes (CLAGNAN et al., 

2020; JANSSON; HOFMOCKEL, 2020). 

 

3.5. METAGENÔMICA E METAPROTEÔMICA 

Em 1986, Pace et al., (1986) tiveram a ideia de clonar DNA diretamente das amostras 

ambientais com o intuito de analisar o complexo mundo das populações microbianas naturais. 

Os autores usaram como estratégia a clonagem shotgun de gene 16S rRNA utilizando o DNA 

purificado das amostras. Com isso, inferiram que apesar do DNA ser originado de uma 

população variada de microrganismos, foi possível realizar a recuperação e sequenciamento 

dos genes de rRNA individuais (ALVES et al., 2018). 

A metagenômica é um campo que combina elementos de biologia molecular e 

genética a qual permite identificar e caracterizar microrganismos do solo através de análises 

de materiais genéticos isolados diretamente das amostras (BHAT, 2013). Shrinivas et al., 

(2019) complementa que uma das funções da metagenômica também é fornecer informações 
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sobre os microrganismos, de forma a compreender suas distintas funções dentro de um 

ecossistema. 

Ao realizar a extração do DNA, duas abordagens podem ser utilizadas na 

metagenômica: metabarcoding e shotgun. Na abordagem metabarcoding, a estratégia usada é 

um iniciador que amplifica uma sequência conservada em regiões específicas do grupo de 

interesse microbiológico. Já em shotgun, todos os genomas presentes nas amostras são 

sequenciados (PAVAN-KUMAR et al., 2015; ACINAS et al., 2004). 

De acordo com Mocali et al., (2010) a metagenômica é uma ferramenta importante 

para o estudo de solos, uma vez que é poderosa para avaliar a complexa diversidade das 

comunidades microbianas, fornecendo o conhecimento para compreender sua ecologia. Além 

disso, pode fornecer subsídios para a biotecnologia e agricultura de novas espécies, genes ou 

moléculas que são relevantes para a biotecnologia e aplicações agrícolas. Steele e Streit 

(2005) relatam que há uma série de informações possíveis de serem obtidas através das 

análises metagenômicas, seja voltadas a presença de microrganismos específicos ou 

dominantes de um ambiente, composição microbiana de determinadas comunidades, e até 

mesmo a existência de rotas metabólicas ou identificação de genes. 

A diversidade microbiana em ambientes tem sido estudada pela análise de genes, 

considerados “relógios moleculares”, como os RNAs ribossômicos 16S rRNA, 18S rRNA e 

os espaçadores transcritos internos (ITS) pelo fato de estes apresentarem regiões conservadas, 

as quais podem ser usadas para comparar e classificar a taxonomia dos microrganismos 

(GOULART et al.,2022). 

Wilmes e Bond (2004) propuseram o termo 'metaproteômica' para a caracterização em 

grande escala de todo o complexo de proteínas da microbiota ambiental em um determinado 

momento. Os mesmos autores também relataram em seus estudos que ao determinar as 

proteínas que foram sintetizadas por microrganismos presentes no momento da amostragem a 

metaproteômica permite a reconstrução dos processos e vias metabólicas que são centrais para 

o funcionamento do ecossistema. 

As proteínas são extraídas, isoladas e digeridas em peptídeos, separadas e analisadas 

por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MSMS), após isso, os 

espectros obtidos são comparados com espectro gerado in silico oriundos de um banco de 

dados de sequência de proteínas, levando a correspondências de espectro de peptídeos 

(PSMs). Os peptídeos então identificados são usados para inferir as proteínas presentes na 

amostra. Assim sendo, as proteínas podem ser anotadas com táxons e funções, fornecendo 

informações sobre os níveis de expressão gênica (SCHIEBENHOEFER et al., 2019).  
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Diferentemente de algumas abordagens de sequenciamento de DNA que só podem 

determinar o potencial funcional pelo perfil do conteúdo de gene, a metaproteômica tem o 

poder de fornecer insights dos genes expressos e, assim, nos fenótipos reais no nível 

molecular (WILMES; BOND, 2004; BLAKELEY-RUIZ et al., 2019).  

A análise de proteínas de comunidades microbianas de um ambiente representa a 

expressão máxima do sistema biológico, proporcionando respostas fisiológicas às alterações 

ambientais ocorridas, além de permitir a inferência filogenética dos microrganismos 

envolvidos no processo (SANTOS, 2008). Além do mais, o uso de proteínas também tem o 

potencial de revelar a identidade dos microrganismos ativos por meio de análise de banco de 

dados usando o nível de homologia com outras espécies (BENNDORF et al.,2007).  

Para entender a comunicação complexa entre os microrganismos da planta e do solo, 

metagenômica e metatranscriptômica não são suficientes, e uma abordagem metaproteômica 

deve ser usada para avaliar a funcionalidade real dos microrganismos do solo na rizosfera. 

(WHITE et al., 2017). Sendo assim, a abordagem metaproteômica nos permite analisar os 

dados taxonômicos, pode oferecer uma caracterização funcional da biomassa presente na 

rizosfera, e tem grande potencial, pois pode ajudar a identificar a dinâmica metabólica entre e 

dentro das espécies (TANG et al., 2016).  
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Áreas de localização e coletas 

As coletas foram realizadas no ano de 2021 (análises metagenômicas) e 2022 (análise 

metaproteômica) na Reserva Natural Vale (Figura 1), localizada no Estado do Espírito Santo, 

a cerca de 30 km da sede do município de Linhares, entre as coordenadas 19º01'16" e 

19º15'13"S, e 40º04'18" e 39º52'07"W (KIERULFF et al., 2015). 

 

Figura 1- Localização da área de coleta. 

 

 

A área de coleta faz parte de um mosaico de áreas protegidas conhecida por sua alta 

diversidade biológica (PEIXOTO; SILVA, 1997).  Segundo a classificação de Koppen, o 

clima é Aw, ou seja, tropical quente e úmido, com estação chuvosa no verão e seca no 

inverno. Apresentando temperatura máxima de 29,9 
o
C e mínima de 18,7 

o
C, tendo 

precipitação anual de 1.214,6 mm (ALVARES et al.,2013; SAITER et al., 2017). A Reserva 

Natural Vale está inserida no bioma Mata Atlântica, compreendendo um dos maiores blocos 

de Floresta de Tabuleiro, onde a principal vegetação é a floresta ombrófila semidecídua. Os 

solos da região do Tabuleiro, de modo geral, apresentam pobreza nutritiva, possuindo 

fragilidade do horizonte arenoso, dificultando a retenção de nutrientes (ROLIM et al., 2016; 

PEIXOTO; GENTRY, 1990; GARAY et al., 2004). 
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4.2. Caracterizações das áreas de coleta 

Os sistemas escolhidos para a realização das coletas de solo foram sistemas cultivados 

com área Pré-SAF (SAF); SAF cabruca (CAB); SAF seringueira-cacau (SC); pastagem 

(PAS); e floresta nativa primária (MN), que foi utilizada como referência- Tabela 1. Em cada 

área selecionada, foram delimitadas 5 parcelas de 30x30 metros, sendo coletadas 3 amostras 

de cada parcela, nas profundidades de 0-5 cm, totalizando assim 15 amostras.  

 

Tabela 1- Caracterização das áreas de coleta da Reserva Natural Vale 

 

 

4.3. Análises físico-químicas do solo 

As amostras foram identificadas e encaminhadas para análise de solo (pH , fósforo 

Mehlich, alumínio, acidez potencial, matéria orgânica, nitrogênio total, boro, cobre, ferro, 

manganês, zinco, cálculos de soma de bases, capacidade de troca catiônica, porcentagem por 

saturação de bases e porcentagem de saturação por alumínio, argila, silte e areia total) pelo 

Laboratório Brasileiro de Análises Ambientais e Agrícolas-LABRAS (Monte Carmelo, MG). 

 

4.4. Análises moleculares 

As análises das amostras foram realizadas no Laboratório do Instituto Tecnológico 

Vale- Desenvolvimento Sustentável, localizado em Belém-PA.  

4.4.1. Metabarcoding e Shotgun 

Na extração de DNA para os estudos de biodiversidade da comunidade microbiana foi 

utilizado o kit DNeasy PowerSoil Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com as 

Sistemas de Uso 

 

Características  

Pré-SAF (SAF) 

 

 

   Área com implantação de SAF 

em andamento 

Cabruca (CAB) 

 

 

 

Lavoura de Cacau implantada 

sob mata nativa.  

Seringueira-Cacau (SC) 

 

 

Consórcio de cacau com 

seringueira em plena produção. 

Pastagem (PAS) 

 

 

 

Vegetação composta por 

gramíneas em estágio elevado de 

degradação. 

Floresta Nativa Primária (MN) 

 

Área com mata nativa protegida 

pertencente à RNV. 
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instruções do fabricante.  As amostras foram quantificadas no fluorômetro Qubit ® 3.0 

(Thermo Fisher Scientific). 

As reações de amplificação foram realizadas de acordo com Samarakoon et al., 

(2013). Os primers utilizados e os ciclos de amplificação estão na tabela 2. 

 

Tabela 2- Primers utilizados por tipo de abordagem e os respectivos ciclos de amplificação. 

Primers Ciclo de amplificação 

S-D-Bact-0341-b-S-17-N  

5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTG

TATAAGAGACAGCCTACGGGN

GGCWGCAG-3’ 

3 min. a 95 °C, seguida por 25 

ciclos a 95 °C por 30 seg., 55 

°C por 30 seg., 72 °C por 30 

seg. e 72 °C por 5 min. S-D-Bact-0785-a-A-21-N  

5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGT

GTATAAGAGACAGGACTACHV

GGGTATCTAATCC-3’ 

fITS7i 

5’-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGT

ATAAGAGACAGGTGARTCATC

GAATCTTTG-3’ 

94 °C por 2 min., seguida por 

35 ciclos de 94 °C por 30 seg., 

56 °C por 1 min., 72 °C por 30 

seg. e 72 °C por 7 min. 
ITS4i 

5’-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTG

TATAAGAGACAGTCCTCCGCTT

ATTGATATGC-3’ 

 

Após a amplificação, os produtos de PCR foram purificados, seguindo o protocolo do 

fabricante. Posteriormente, as bibliotecas foram processadas com o Nextera XT kit (Illumina, 

San Diego, CA, USA). O produto de PCR foi purificado novamente, e as bibliotecas foram 

quantificadas no fluorômetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific). A verificação dos 

tamanhos dos fragmentos foi realizada em Tapestation System 4200 (Agilent Technologies). 

A corrida de sequenciamento foi realizada utilizando o kit de corrida MiSeq V3 600 ciclos 

(Illumina) em plataforma Illumina MiSeq. 

Para Shotgun, as bibliotecas foram construídas e submetidas a uma reação de 

fragmentação enzimática aleatória, na qual o DNA foi simultaneamente fragmentado e ligado 

a adaptadores específicos utilizando o kit Illumina DNA Prep (Illumina, San Diego, EUA) 

conforme instrução do fabricante.  

Os fragmentos do DNA foram purificados utilizando AMPure XP purification kit 

(Beckman Coulter, Inc., Brea, EUA) e sujeitos a uma reação de amplificação utilizando 

primers complementares aos adaptadores da flowcell da Illumina. As bibliotecas amplificadas 

foram novamente purificadas usando AMPure XP purification kit (Beckman Coulter, Inc., 

Brea, EUA) e quantificadas utilizando o fluorômetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific 
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Inc.). Os tamanhos dos fragmentos foram verificados com o fluorômetro Bioanalyzer 2100 

(Agilent Technologies®) usando um kit de DNA de alta sensibilidade.  

O sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeq 500/550 Illumina, usando um 

kit NextSeq 500 v2.5 kit high-output de 300 ciclos. 

 

4.4.2. Metaproteômica 

A extração de proteínas foi realizada utilizando protocolo adaptado de Qian e Hettich 

(2017). O preparo para a digestão das proteínas foi realizado de acordo com Trindade et al., 

(2021). As amostras foram analisadas em cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 

massa de alta resolução. Os resultados das corridas das 5 amostras de cada área (SAF, SC, 

PAS e MN) foram combinados em uma amostra para cada área. 

 

4.4.3. Análise de dados 

 Para a análise Metabarcoding, as reads paired-end foram aparadas e filtradas usando o 

PRINSEQ v0.20.4, mescladas usando o Paired-End reAd mergeR (PEAR) v0.9.10 e 

posteriormente analisadas usando o pipeline PIMBA (OLIVEIRA et al., 2021) utilizando os 

bancos de dados Ribossomal Database Project RDP v11.5 (COLE et al., 2014) para as 

sequências de 16S e o UNITE v8.2 (NILSSON et al., 2018). 

Na análise de Shotgun, as reads paired-end foram montadas em contigs usando o 

MEGAHIT v1.2.9. A classificação taxonômica foi realizada usando Kaiju v1.4.4. Como 

banco de dados de referência para a classificação taxonômica, utilizou-se as sequências de 

proteínas NCBI Blast não redundantes para a obtenção de informações de abundância relativa 

dos grupos taxonômicos (Bacteria, Archaea e Fungi). 

Para a análise funcional, as reads paired-end foram mescladas utilizando o Paired-End 

reAd mergeR (PEAR) v0.9.10 e submetidas à ferramenta online Ecofun-MAP 

(http://iegst1.rccc.ou.edu:8080/ecofunmap/) (parâmetros: 10 threads; e fluxo de trabalho: 

ultra-sensitive). 

Para a identificação e quantificação de proteínas, os dados da metaproteômica foram 

analisados no Software Proteinlynx, utilizando o banco de dados público de bactérias, fungos 

e plantas do Uniprot (https://www.uniprot.org/) além de dados baseados nos metagenomas 

dos solos da RNV. As análises filogenéticas e funcionais baseadas em peptídeos foram 

realizadas no software Unipept 4.3 (https://unipept.ugent.be/). 

 

https://unipept.ugent.be/
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Propriedades físico-químicas do solo 

As áreas de PAS e SAF apresentaram menores acúmulos de matéria orgânica e 

nitrogênio, comparativamente às áreas de CAB, SC e MN (Fig.2). Os valores de pH variaram 

entre 4,0 e 7,2, sendo os menores valores médios encontrados para as áreas de MN e PAS. 

Estas duas áreas também apresentaram os maiores valores para saturação por alumínio (m) e 

os menores valores de saturação por bases (V). A área de CAB destacou-se em relação às 

demais áreas por apresentar os maiores teores de fósforo (P), manganês (Mn) e cobre (Cu). 

No que diz respeito à porcentagem de N, esta se apresentou maior nas áreas de MN, CAB e 

SC não apresentando diferença significativa entre si. Em contrapartida, as mesmas áreas 

apresentaram diferença para zinco (Zn). 

Os solos das áreas de CAB e SC apresentam textura argilosa, enquanto as demais 

áreas apresentam textura média (PREZOTTI et al., 2007). Verificou-se também tendência de 

os valores de Capacidade de Troca Catiônica (CTC) acompanhar os teores de matéria 

orgânica (MO), sendo maiores na área de MN.   
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Figura 2- Atributos de fertilidade dos solos estudados. Letras iguais sinalizam as áreas que não se diferem entre 

si de acordo com o teste de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn (p<0.05). 

 

 

A acidez ativa (pH médio) dos solos nas áreas de CAB e SC pode ser classificada 

como fraca (6.0-6.9). Diferentemente das áreas de MN e PAS, as quais puderam ser 

classificadas como elevada (<5.0), e a área de SAF classificada como acidez média (5.0-5.9) 

(PREZOTTI et al., 2007). Esses valores de pH consequentemente influenciaram os valores de 

saturação por alumínio (m%), sendo que as áreas de CAB, SC e SAF apresentaram valores 

baixos (<20%) e MN e PAS valores altos (> 40%). Amponsah-Doku et al., (2022) destacam 

que altas taxas de  saturação por alumínio em sistemas de cultivo de cacau são altamente 

prejudiciais, tendo em vista que interferem na absorção de nutrientes por reduzir o 

crescimento foliar e radicular.  

Os valores de pH observados para a área de pastagem do presente estudo são próximos 

aos valores reportados por Júnior et al., (2017). Esses autores avaliaram o pH do solo sob 
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diferentes usos da terra no Estado do Espírito Santo e observaram valor médio de pH 4.93 em 

áreas de pastagens. Diversos fatores podem levar a acidificação dos solos, dentre elas a 

compactação do solo, a qual resulta em um menor fluxo de O2 e aumento de CO2 no solo 

(MOREIRA et al.,2005). Na área de MN, a acidificação do solo pode estar relacionada à 

matéria orgânica, a qual ao mineralizar libera H+ elevando a acidez, como também ao fato de 

que solos tropicais tendem a serem ácidos devido à intensa lixiviação de bases (ex.: Ca, Mg, 

K) (LIMA et al., 2018; ALEXANDER; CRESSE et al.,1995;  JOHAN et al., 2021; SOUZA 

et al., 2017).  

Considerando os valores de saturação por bases (V), verificou-se que as práticas de 

manejo adotadas nos sistemas de CAB e SC possibilitaram a elevação da saturação por base a 

faixas consideradas adequadas para a cultura do cacaueiro (V= 70%, irrigado-60% não 

irrigado) e seringueira (V= 50%) (PREZOTTI et al., 2007). Uma das práticas utilizadas para 

se alcançar os níveis adequados de saturação por base do solo é a aplicação de calcário, a qual 

eleva tanto a saturação por bases, como o pH do solo. O nível de saturação por base 

observado para cabruca no presente estudo foi semelhante ao reportado por De Souza et al., 

(2018), ao avaliaram as propriedades físico-química do solo para determinar a dinâmica do 

nitrogênio em áreas de MN e CAB no bioma Mata Atlântica. 

Dos sistemas cultivados, apenas a área de PAS apresentou saturação por base 

classificada como baixa. Nessa área, encontra-se cultivada a espécie Brachiaria sp e os 

valores de saturação por base observados são 22% inferiores ao preconizado para essa 

espécie. De certa maneira, esse fato era esperado, visto o avançado estágio de degradação 

observado nessa área. As perdas de solo por erosão, a lixiviação das bases e a exportação das 

bases pela cultura e a ausência de práticas de manejo para a reposição dessas bases são fatores 

que contribuíram para os baixos níveis observados. 

Dos micronutrientes avaliados, boro (B), Cu e Zn encontram-se em níveis 

classificados como baixo (CANTARELLA et al., 2022). Exceção é verificada para os teores 

de Zn no sistema SC, o qual os teores são classificados como médio (5.0-10.0). Em alguns 

solos a elevação do pH pode diminuir a disponibilidade de Zn (MALAVOLTA, 2006). Ferro 

(Fe) e Mn não representam limitação nutricional para as áreas cultivadas. 

Os maiores teores de matéria orgânica foram observados para as áreas de MN, SC e 

CAB. Em geral, verifica-se que os agrossistemas florestais de cacau produzem alta quantidade 

de biomassa vegetal, fornecendo um fluxo contínuo de matéria orgânica no solo (GAMA-

RODRIGUES et al., 2011). Ao avaliarem o armazenamento de carbono em diferentes 

sistemas agroflorestais de cacau, Monroe et al., (2016) relataram que a deposição do material 
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vegetal do cacau, resultou em uma espessa camada de serrapilheira, que consequentemente 

contribui no aumento da matéria orgânica.  

As áreas de MN, CAB e SC também tiveram os maiores valores de N em relação às 

áreas de SAF e PAS. Resultado semelhante de N em áreas de floresta foi relatado por 

Thomazini et al., (2015) ao quantificarem os efeitos de diferentes práticas de manejo em 

sistemas agroflorestais. Gama-Rodrigues et al., (2011) expôs que sistemas agroflorestais de 

cacau possuem serapilheira rica em N, o que infere a capacidade de armazenamento desse 

nutriente no solo. 

A maioria das áreas avaliadas apresentou baixo teor de P no solo, exceto CAB que 

apresenta teor médio (PREZOTTI et al., 2007). Resultado contrário foi reportado no estudo 

de Aleixo et al., (2019), ao qual ao determinarem o P orgânico em distintos sistemas 

agroflorestais de cacau comparados à PAS e MN, constataram teor de P médio apenas no 

sistema SC. Os mesmos autores atribuem essa diferenciação às práticas de manejo adotadas 

em cada área. 

 

5.2. Diversidades de fungos e bactérias baseadas em DNA 

O agrupamento por similaridade identifica subgrupos que apresentam características 

semelhantes dentro de uma área (ALLEN; GOLDSTEIN, 2013). Nas áreas estudadas, o 

agrupamento revelou que as bactérias (Figura 3-A) apresentaram agrupamento definido, 

destacando a semelhança entre áreas de cabruca e seringueira-cacau. As áreas de pastagem e 

pré-SAF apresentaram similaridade, com probabilidade em torno de 40, presente nos nós 21 e 

22. Todavia, a comunidade bacteriana da área de floresta nativa, apresentou agrupamento 

intermediário quando comparada às demais áreas. 

Em relação às áreas, não houve agrupamento distinto entre as áreas no agrupamento 

por similaridade das comunidades fúngicas (Figura 3-B). 
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Figura 3- Análise de agrupamento por similiaridade de A) comunidades bacterianas (gene 16S rRNA) e B) 

comunidades fúngicas (ITS).  

 

 

 

Ao observar a abundância relativa das comunidades microbianas em nível de gênero 

(Figura 4), constatou-se nas áreas de cabruca e seringueira-cacau gêneros de bactérias 

relacionadas ao ciclo do nitrogênio (Bradyrhizobium e Nitrospira) e metabolização de 

compostos orgânicos (Pedomicrobium) para a incorporação da matéria orgânica e acúmulo de 

nutrientes. Já as demais áreas apresentaram gêneros relacionados à resposta ao estresse e 

generalistas benéficos (Bacillus, Bryobacter, Solirubrobacter, Streptomyces) (LIU et 

al.,2021), mostrando dinamismo e competitividade no funcionamento desses ambientes. 
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Figura 4- Abundância relativa em nível de gênero das principais sequências bacterianas do gene 16S rRNA das 

áreas de cabruca (CAB), florestanativa (MN), pastagem (PAS), pré-SAF (SAF) e seringueira-cacau (SC). 

 

 

 

Nas áreas pré-SAF é relevante salientar a diversificação de bactérias presentes na 

classe Alphaproteobacteria e no filo Actinobacteria, as quais contribuem para o ciclo global 

do carbono (PURKAMO et al.,2017). Além de gêneros de bactérias benéficas como os 

envolvidos na mineralização da matéria orgânica (Bryobacter, Pedomicrobium e 

Sphingomonas) e na fixação de nitrogênio (Bradyrhizobium) (ALVAREZ et al., 2017; 

EICHORST et al., 2018). 

O filo Actinobacteria possui genes que codificam enzimas-chaves associadas à via 

Wood-Ljungdahl (WLP), que é considerada uma via de fixação do carbono (JIAN-YU et al., 

2021). Complementado, Trivedi et al.,(2013) destacam que ambientes dominados por 

Actinobacterias são promissores no armazenamento de carbono por produzirem 

polissacarídeos que proporcionam a estabilidade do solo. Uma das características da maioria 

das bactérias que compõe este filo é a degradação de substâncias complexas, sendo 

importantes para o melhoramento do solo (CANHOS et al.,1997). 

Na figura 5, é possível observar a abundância de gênero de fungos encontrada nas 

áreas de estudo, onde nas áreas de cabruca e seringueira-cacau foram detectados 

Trichoderma, o qual de acordo com Shida et al.,(2020) atua como agente de biocontrole, são 

promotores de crescimento e melhoram a saúde do solo. Também foram constatados nessas 

áreas e no pré-SAF fungos que pertencem ao gênero Mortierella, ao qual são promotores de 
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crescimento de plantas, e detém a capacidade funcional de degradar uma variedade de 

orgânicos tóxicos, melhorando assim, a saúde do solo (OZIMEK et al.,2020; LI et al.,2018).  

 

Figura 5- Abundância relativa em nível de gênero das principais sequências fúngicas do espaço interno 

transcrito (ITS) em áreas de cabruca (CAB), floresta nativa (MN), pastagem (PAS), pré-SAF (SAF) e 

seringueira-cacau (SC). 

 

 

5.3. Índice de diversidade  

Analisando a diversidade de fungos (Figura 7), observa-se que para a análise 

metabarcoding, o índice de Shannon-Wiener (J’) e Índice de Equitatividade de Pielou não 

tiveram diferenças significativas. No entanto, para a diversidade de bactérias (Figura 6), o 

índice de Shannon-Wiener (J’) teve maiores valores para os as áreas de seringueira-cacau e 

cabruca. 

No sequenciamento shotgun, as áreas de seringueira-cacau e cabruca apresentaram os 

maiores valores, tanto para a diversidade de fungos, quanto para bactérias no índice de 

Shannon-Wiener (J’). Porém, a área de floresta nativa apresentou menor diversidade 

conforme o Índice de Equitatividade de Pielou para fungos e bactérias, podendo ser 

justificada por ser um sistema mais bem estabelecido. 
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Figura 6- Índices de Shannon-Wiener (H') e Equitatividade de Pielou (J) pelo Metabarcoding (A e B) e 

sequenciamento Shotgun (C e D) de amostras bacterianas. 

 

 

Figura 7- Índices de Shannon-Wiener (H') e Equitatividade de Pielou (J) pelo Metabarcoding (A e B) e 

sequenciamento de Shotgun (C e D) de amostras fúngicas. 
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5.4. Distribuição da diversidade microbiana nas áreas de estudo. 

Para explorar a diversidade sobre a estrutura das comunidades bacterianas (Figura 8) e 

fúngicas (Figura 9) das áreas, foram feitas análises diferenciais em nível de classe.  

 

Figura 8- Análise diferencial bacteriana entre as áreas (A) MN: floresta nativa; (B) PAS: pastagem; (C) SAF: 

pré-SAF; (D) SC: seringueira-cacau; e (E) CAB: cabruca, em nível de classe com correção FDR Benjamini-

Hockberg (q < 0,05). 
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A análise de informações taxonômicas apontou maior diferença média de proporção 

de duas classes de bactérias para a área de floresta nativa (MN) (Alphaproteobacteria e 

Acidobacteria). Já pré-SAF (SAF) obteve maior expressividade de Actinobateria. 

Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Planctomycetacia 

compuseram as classes mais dominantes em seringueira-cacau (SC), e em cabruca (CAB) as 

classes mais predominantes foram: Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria, 

Gammaproteobacteria e Verrucomicrobiae, apresentando semelhança com seringueira-cacau. 

A área de pastagem (PAS) foi significativamente enriquecida com Actinobacteria e 

Ktedonobacteria. 

Alphaproteobacterias possuem dominância em solos vegetados (BRUCE et al., 2013), 

e manteve presente em solos de floresta nos estudos de Karimi et al., (2018) ao qual, os 

autores relatam que esta classe tem participação importante no ciclo do nitrogênio, e são 

decompositoras de subprodutos da lignina. Os estudos de Fierer et al., (2012) apontaram 

abundancia desta classe com a adição de nitrogênio no solo. Populações de Acidobacteria são 

diretamente proporcionais a pH mais baixo (CONG et al.,2022), o que provavelmente se 

explica a presença deste filo nos solos de floresta nativa (Fig. 2). 

 As Acidobacterias habitam em ambientes que possuem elevado teor de C, possuindo 

papel significativo em seu metabolismo (LAUBER et al., 2009; KALAM et al., 2020). Ainda 

mais, são fundamentais na degradação da lignina, sendo um dos processos chaves na 

regulação do ciclo de C no solo (GAO et al., 2019; XIA et al.,2015). 

Destaca-se que Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria, 

Gammaproteobacteria são classes inseridas dentro do filo Proteobacterias, aos quais são 

atuantes na fixação de nitrogênio, em sua grande parte participando de relações simbióticas 

com as plantas (ELE et al.,2022; OGOLA et al.,2021). Este filo possui forte associação com a 

disponibilidade e ciclagem de carbono, apresentando assim então, correlação positiva com a 

relação C/N (FIERER et al., 2007; FAZI et al., 2005; SPAIN et al.,2009; REN et al.,2020), 

sendo considerado abundante em solos com maior disponibilidade de carbono (HEGYI et al., 

2021). 

Por outro lado, Actinobacterias possuem grande relevância na cooperação da ciclagem 

de nutrientes, dentre eles, carbono e nitrogênio (HILL et al., 2011; BINGLIN et al., 2019). E 

ainda, desempenham um importante papel na decomposição de resíduos vegetais, 

apresentando assim, potencial para o sequestro de carbono (BAO et al.,2021), o que também 

pode justificar sua presença na área de pré-SAF. Contudo, quando submetidas a estresses 

ambientais, as Actinobacterias entram em estado estável e quiescente pela sua capacidade de 
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formar esporos (TAKETANI et al., 2016), se tornando assim, uma possível explicação para a 

presença desta classe na área de pastagem.   

Ktedonobacteria é uma classe ramificada do filo Chloroflexi, o qual é bastante 

frequente em solos com baixa disponibilidade de carbono, e em áreas com maior incidência 

solar no ambiente como é o caso da pastagem (YU et al., 2019; XU et al., 2020; DAI et al., 

2019; WARD et al., 2018 ). 

A análise diferencial fúngica (figura 9), demonstrou semelhança entre as áreas de 

seringueira-cacau e cabruca ao apresentar as classes fúngicas Saccharomycetes, 

Agaricomycetes e Schizosaccharomycetes. Contudo, além destes, cabruca expressou 

Tremellomycetes e Ustilaginomycetes. Mata nativa obteve maior diferença de proporção 

média para as classes de Eurotiomycetes, Dothideomycetes e Leotiomycetes, pertencentes ao 

filo Ascomycota. As mesmas classes também se expressaram para pastagem. A classe 

Sordarlomycetes, também pertencente ao filo Ascomycota, apresentou maior prevalência para 

a área de Pré-SAF. 

No estudo de Cerqueira et al., (2018) o filo Ascomycota apresentou dominância nas 

áreas de floresta e pastagem, assim como neste estudo. Isto pode ser atribuído ao fato de que 

fungos deste filo podem viver em diferentes ambientes (WEBSTER; WEBER, 2007).  

Agaricomycetes atuam na decomposição da matéria orgânica e participação no ciclo 

do carbono (LEMEL et al., 2021). Clemente et al., (2006) relata que a diminuição de 

abundancia relativa desta classe, pode provocar a interrupção do ciclo do carbono. Yu et al., 

(2018) menciona que Tremellomycetes se correlacionou positivamente com o aumento da 

mineralização de carbono orgânico do solo.  

No estudo de Wang et al., (2023) sobre os efeitos da adubação verde em uma 

composição fúnngica da rizosfera, os autores observaram o aumento da abundância de 

Sordarlomycetes com a implementação da adubação verde. Já Clocchiatti et al., (2023), 

sugeriram que a celulose estimulou o crescimento desta classe fúngica. Estes fatores podem 

ser uma possível justificativa para a maior prevalência desta classe na área de pré-SAF, por se 

tratar de uma área enriquecida com adubação verde. 
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Figura 9- Análise diferencial fúngica entre as áreas (A) PAS: pastagem; (B) SAF: pré-SAF; (C) SC: seringueira-

cacau; e (D) CAB: cabruca, em nível de classe com correção FDR Benjamini-Hockberg. Para MN: floresta 

nativa não houve diferença significativa após FDR. 
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A análise de diversidade microbiana baseada em peptídeos (Figura 10 e 11) revelou 

alta diversidade nas áreas de seringueira-cacau e mata nativa com táxons que fazem parte da 

fixação e transformação do carbono, como Actinobacteria e Proteobacteria, obtendo assim, 

melhor saúde do solo. 

Entre as sequências de Proteobacterias nas duas áreas, constata-se a presença de 

classes como: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria. Já, dentro 

do filo de Actinobacteria tanto em seringueira-cacau quanto na mata nativa detecta-se a 

existência das classes Acidimicrobia e Actinomycetia, demonstrando a semelhança entre as 

áreas.
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Figura 10- Abudância de peptídeos distribuída entre os diferentes táxons nas áreas de seringueira-cacau (SC). As arvóres filogenéticas foram construídas baseadas na lista de 

peptídeos identificados utilizando o método Menor Ancestral Comum (LCA). Com destaque para o domínio Bactéria e para os filos Proteobacteria e Actinobacteria. 
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Figura 11- Abundância de peptídeos distribuída entre os diferentes táxons nas áreas de floresta nativa (MN). As árvores filogenéticas foram construídas baseadas na lista de 

peptídeos identificados utilizando o método Menor Ancestral Comum (LCA). Com destaque para o domínio Bactéria e para os filos Proteobacteria e Actinobacteria. 
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Rocha et al.,(2021) relatam que  Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria ajudam 

a mitigar as emissões de metano por possuírem características metanotróficas, sendo 

intimamente importantes para a ciclagem de C. Betaproteobacterias são detectadas em 

ambientes que possuem diversidade metabólica como nitrificação e biodegradação de 

compostos (CHAKRABORTY et al., 2020; LU et al., 2014). Já Actinomycetia possui um 

importante papel no solo, pois realizam associações com plantas não leguminosas, 

promovendo a fixação do nitrogênio no solo, também atuando na reciclagem de matéria 

orgânica, através da produção de enzimas hidrolíticas (BHATTI et al., 2017). 

Actinobacterias detém de um arsenal altamente diversificado de enzimas 

mineralizadoras da matéria orgânica do solo (TRIVEDI et al., 2013), com ocorrência de 

espécies que fazem a fixação de dióxido de carbono. Além de serem mais abundantes onde a 

relação C/N é mais alta (JIAO et al., 2018; DE MENEZES et al., 2015). Proteobacterias 

possuem representantes que respondem positivamente ao aumento do teor de matéria orgânica 

no solo (FIERER et al., 2007) e diversas espécies que realizam a fixação de nitrogênio 

atmosférico.  

Cabe destacar que diferentemente de seringueira-cacau, mata nativa apresentou o 

gênero Solirubrobacter dentro de Actinobacteria. Além de também manifestar o filo 

Nitrospirae que possui relação com o ciclo do nitrogênio. Lee et al., (2021) afim de 

identificar marcadores de organismos do solo, afirmam que a presença de Nitrospirae é um 

potencial indicador da qualidade do solo. Já Solirubrobacter tem ocorrência em solos 

estáveis, como relatam Liao et al., (2019), os quais relacionaram este gênero a melhoria de 

condições de solo em agroecossistemas sustentáveis.  

 

5.5. Análise de rede 

A análise de rede possibilita o conhecimento sobre importantes associações entre 

espécies em função do ecossistema (KHAN et al., 2019). Com isso, neste estudo, esta análise 

foi usada para investigar as interações de espécies em função do ciclo do carbono e nitrogênio 

das áreas.   

Na tabela 3, observa-se elevado número de espécies e funções do ciclo do carbono e 

nitrogênio (nós), principalmente para as áreas de SAF’s maduros (CAB e SC), com destaque 

para o CAB com maior quantidade de conexões (arestas) e fortes relações que aumenta a 

conectividade entre os nós (diâmetro da análise de rede e distância média dos nós). Isto se 

traduz em um sistema mais denso e difícil de sofrer impactos. 
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Tabela 3- Propriedades das análises de rede dos microbiomas das áreas estudadas. 

 

Visto que quanto maior a densidade dos agrupamentos e maior quantidade de 

agrupamentos, mais resiliente as comunidades se tornam (Figura 12), mesmo tendo relações 

negativas entre essas comunidades. 

 

Figura 12-Análise de rede dos microbiomas das áreas estudadas. Linhas em verde são relações positivas entre as 

espécies e funções, linhas vermelhas são relações negativas. 

 

 

 

 

 MN PAS SAF SC CAB 

Nº de Nós 559 594 470 642 652 

Nº de arestas 3527 5692 2518 2143 9989 

Diâmetro da 

análise de rede 
11 12 12 10 7 

Distância 

média dos nós 
4,20 3,65 4,33 4,82 2,78 

Média de 

conexões 
12,62 19,17 10,72 6,68 30,64 
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5.6. Relação entre comunidades microbianas e propriedades ambientais. 

A análise de redundância (RDA) foi utilizada para evidenciar as principais relações 

existentes entre os atributos do solo e a abundância relativa dos metagenômas, em nível de 

gêneros microbianos, nos distintos manejos agroflorestais. Aproximadamente 75 % da 

variabilidade dos resultados de abundância relativa dos metagenômas pode ser associada aos 

atributos de solo. Os três primeiros eixos da RDA foram responsáveis por explicar 85,5% da 

variação total na composição (Figura 13). Dos atributos de solo examinados, somente areia, 

manganês, ferro, fósforo e zinco foram considerados significativos. 

 

Figura 13- Análise de redundância (RDA) para abundância relativa dos metagenômas (nível de gêneros 

microbianos com distância de Bray-curtis) nos distintos manejos agroflorestais, considerando os atributos do 

solo. MN – Floresta nativa; PAS – Pastagem; SAF – Sistema pré-SAF; SC - Consórcio seringueira-cacau; CAB- 

Sistema de cultivo Cabruca. 

 

 

 

. 

 

Observou-se que os atributos do solo Mn, Zn e P foram diretamente associados às 

áreas de seringueira-cacau e cabruca e inversamente as áreas de mata nativa e pastagem. 

Tendência oposta anteriormente mencionada foi observada para os atributos Fe e areia.  
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Os gêneros de bactérias dos filos Acidobacteria (Candidatus Solibacter e Candidatus 

Koribacter), Proteobacteria (Bradyrhizobium e Burkholderia) e Chloroflexi (Ktedonobacter) 

foram associados principalmente aos solos dos SAF, enquanto que os filos Actinobacteria 

(Streptomyces, Mycobacterium, Frankia, Conexibacter) e Acidobacteria (Acidobacterium) 

associado às áreas de mata nativa e pastagem.  

O estudo de Romano-Armada et al., (2020) revela que o gênero Streptomyces possui 

mecanismo que possibilitam sua adaptação em ambientes de estresse, tornando-os grandes 

competidores. Além disso, de forma geral, as bactérias do filo Actinobacteria são conhecidas 

por possuírem tolerância a ambientes em condições severas, com alta radiação, baixo níveis 

de umidade e nutrientes, o que justifica a sua presença em área de pastagem com elevado grau 

de degradação (WALSH et al., 2019; SHIVLATA et al., 2015). A associação desses grupos 

as áreas de floresta nativa, poderia estar relacionada aos baixos níveis de nutrientes. Assim 

como nos solos de pastagem, as amostras coletadas sobre floresta apresentaram os menores 

níveis de saturação por bases e os maiores níveis de saturação por alumínio, além de baixos 

níveis de P, Mn e Zn. 

Considerando as Ktedonobacterias, estas possuem condições metabólicas capazes de 

promover a adaptabilidade a condições de ambientes que vão desde a habitats com condições 

extremas a rica em nutrientes (YABE et al., 2017). Também se presuma que na área de Pré-

SAF, a adubação verde tenha favorecido a ocorrência de bactérias do gênero Frankia, tendo 

em vista que são fixadoras de nitrogênio (DIAGNE et al., 2013; ARONSO; BOYER, 1994).  

Kour et al., (2021) ao realizar uma revisão sobre os microrganismos solubilizadores e 

mobilizadores de fósforo identificaram 551 solubilizadores de P, e dentre estes o filo mais 

dominante era Proteobacteria com 38%. E ainda, Ghosh et al., (2018) ao pesquisarem a 

percepção metagenômica sobre a diversidade de microrganimos em áreas que continham 

manganês, comprovaram que os filos Proteobacteria e Acidobacteria foram os mais 

abundantes. Os mesmos autores afirmam que estes filos possuem atividade solubilizadora de 

Mn (GHOSH et al., 2015), tornando este micronutriente disponível para as plantas. 
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5.7. Genes e vias metabólicas relacionadas à ciclagem de carbono e nitrogênio observados nos 

diferentes manejos.  

O metagenôma revelou alta abundância de genes chaves na ciclagem de nitrogênio, 

como UreC (amonificação), sendo expresso nas áreas floresta, pastagem, cabruca e 

seringueira-cacau (Figura 14-A). Em relação às pathways, os genes envolvidos nos processos 

de desnitrificação (narG, nirK, norB e nosZ), principal mecanismo de remoção de nitrogênio 

e transformação em gases não apresentam representatividade nas áreas de estudo, tendo em 

vista que se trata de genes contribuem substancialmente para o aquecimento global 

(BACHAND et al., 1999). 

Na figura 14-B é possível observar a abundância de genes envolvidos na fixação do 

carbono, principalmente tktA nas áreas de floresta, seringueira-cacau e abruca, seguidos por 

pcc, FTHFS. Ao avaliarmos as pathways, é importante destacar maior representatividade de 

participantes do ciclo do carbono nas áreas de seringueira-cacau, cabruca e floresta. 

Ressalta-se que a fixação de carbono foi mais aprimorada em áreas de SAF’s maduros 

(SC e CAB). Em contrapartida, o ciclo do nitrogênio obteve maior destaque em pré-SAF, 

onde houve a recente introdução de leguminosas como adubo verde. Além disso, em 

pastagem observam-se genes relacionados à degradação do carbono, indicando estresse, visto 

que se trata de uma pastagem em elevado grau de degradação. Com isso, as comunidades 

microbianas se proliferam e utilizam a energia gerada para lidar com o estresse ambiental. 

 

Figura 14-Heatmap mostrando a abundância dos genes funcionais e vias metabólicas ligadas às transformações 

do Carbono (A) e Nitrogênio (B) nos solos estudados. MN: floresta nativa, PAS: pastagem, SAF: pré-SAF; SC: 

seringueira-cacau e CAB: cabruca. 
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As vias de ciclagem de nitrogênio são aprimoradas em pré-SAF, o que pode ter 

relação com o uso recente de adubação verde com leguminosas, sendo assim então, 

condizente com os estudos de Hu et al., (2021), os quais inferiram que leguminosas podem 

proporcionar a estimulação de microrganismos que participam da ciclagem de N.  

De todos os genes encontrados nas áreas avaliadas, glutamate synthase foi o que 

apresentou abundância na área de pré-SAF. Estudos discorrem que glutamate synthase está 

envolvida na assimilação de nitrogênio inorgânico e balanço carbono-nitrogênio (KONISH et 

al., 2014; YANG et al., 2016).O gene UreC é codificador da urease, onde no solo, sua 

produção é oriunda principalmente de microrganismos, sendo assim então, uma importante 

enzima para o ciclo do N no solo, a qual gera N disponível para as plantas (WANG et al., 

2022; SINSABAUGH et al., 2000). Os genes que participam da redução dissimilatória de 

nitrogênio a amônio e redução assimilatória de N (napA, nrfA, nirA e nirB) também 

encontram-se presentes nas áreas de estudo (GAO et al., 2021).  

tktA é um gene codificador de transcetolase, enzima chave envolvida no ciclo de ciclo 

de Calvin-Benson-Bassham, considerada a via mais importante de fixação do carbono entre os 

processos de metabolismo microbiano (HU et al., 2011; TABITA et al., 2007). FTHFS 

codifica a enzima formiltetrahidrofolato sintetase, que participa da via Wood-Ljungdahl, 

também considerada via de fixação de carbono (SINGH et al., 2020; LIU et al., 2016; BERG , 

2011). Os genes pcc, mcl, mcm  também participam da via metabólicas da carboxilação de 

acetil-CoA e propionil-CoA por acetil-CoA/propionil-CoA carboxilase, todas essas são 

reações de fixação de CO2  na biomassa microbiana (HÜGLER; FULCHS, 2005).   

As áreas de pré-SAF e pastagem apresentaram similaridade em relação aos genes de 

fixação e degradação do carbono. Contudo, é válido destacar que pré-SAF ainda é uma área 

em implantação, com isso, as comunidades microbianas estão começando seus processos de 

sucessão ecológica, podendo provocar competição por nichos disponíveis. 

Em contrapartida, seringueira-cacau e cabruca obtiveram maior abundância de genes 

voltados para a fixação do carbono, mostrando que o manejo nessas áreas foi eficaz na 

melhoria das condições ambientais, com importante participação da microbiota para a saúde 

do solo e mitigação da emissão de CO2. 

 

5.8. Abundância de enzimas  

A análise metaproteômica (Figura 15) apontou a similaridade de enzimas envolvidas 

na mineralização da matéria orgânica nas áreas de seringueira-cacau e mata nativa, o que se 

justifica pela maior presença de matéria orgânica, de acordo com a análise de atributos do 



 

    
  

35 

  

solo (Figura 2) possibilitando assim, maior atividade microbiana na transformação da matéria 

orgânica e liberação de componentes orgânicos absorvidos por microrganismos. 

 

Figura 15-Abundância de enzimas entre as áreas SC (seringueira-cacau), MN (floresta nativa), SAF (pré-SAF) e 

PAS (pastagem). Figura A- Enzimas responsáveis pela mineralização da matéria orgânica do solo, Figura B-

Enzimas responsáveis pela fixação de carbono e Figura C - Transportadores ABC encontrados no estudo. Quanto 

maior a intensidade do azul, maior a abundância. 

 

 

 

 

Constatou-se a presença de 24 enzimas envolvidas na fixação do carbono, sendo a 

grande maioria nas áreas de seringueira-cacau e mata nativa. Cabe destacar que pastagem e 

pré-SAF foram às áreas que apresentaram baixa quantidade de enzimas fixadoras de carbono. 

Esses resultados estão de acordo com as análises metagenômicas, mostrando a importância da 

participação das comunidades microbianas ao fixarem carbono, e assim, mitigarem os efeitos 

de dióxido de carbono na atmosfera. 
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Na figura 15-B, também nota-se a presença de 6 enzimas de atividades 

desidrogenases, uma enzima chave na determinação da vida do fluxo de carbono, sendo 

importante indicadora de atividade microbiana no solo por serem ativas apenas em células 

vivas (MIERZWA-HERSZTEK et al., 2020 ;BEHESHTI  et al., 2018). 

Foi possível verificar maior abundância e similaridade de transportadores ABC entre 

seringueira-cacau e mata nativa do que nas demais áreas. Os transportadores ABC estão 

envolvidos em vários processos biológicos, capazes de transportar diversos substratos através 

das membranas celulares por hidrólise de adenosina trifosfato (ATP) (SAHA et al., 2015). No 

solo, algumas bactérias possuem relevante número desses transportadores, que são benéficos 

às comunidades bacterianas, sendo importantes na absorção de nutrientes e também na 

proteção contra estresses ambientais (GUILIANI et al., 2011; KIM et al.,2021).  

São enzimas fundamentais na absorção de aminoácidos, di/oligo peptídeos, ribose, 

mono e oligossacarídeos e outros componentes orgânicos (GUILIANI et al., 2011; MALIK et 

al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

    
  

37 

  

6. CONCLUSÕES  
 

Os sistemas agroflorestais cabruca e seringueira-cacau apresentaram maior diversidade 

de fungos e bactérias que desempenham importante papel para o funcionamento do ambiente. 

Além de constatarem a abundância de genes e proteínas relacionadas à fixação do carbono 

quando comparados à pastagem, por consequinte, refletindo a saúde do solo.  

No sistema agroflorestal em implantação, observou-se que o uso da adubação verde 

incrementou a abudância de microrganismos que contribuem para a ciclagem do nitrogênio, 

justificando a contribuição do manejo para a qualidade biológica do solo nos estágios iniciais 

do plantio. Porém as enzimas do ciclo do C eram mais abundantes em SAFs mais maduros 

(cabruca e seringueira-cacau).  

A metagenômica e a metaproteômica se demonstram ferramentas valiosas na descrição 

dos efeitos do manejo sobre a comunidade microbiana, revelando que uma maior saúde do 

solo pode proporcionar maior fixação de carbono e nitrogênio, mitigando os danos causados 

por gases do efeito estufa, e fornecendo o diagnóstico sobre o estado funcional do solo. 

Valores derivados destas análises devem compor um índice de saúde que incorpore métricas 

de diversidade microbiana e do status bioquímico do solo.  
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