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RESUMO 
 

A Nicotiana tabacum L. é uma angiosperma popularmente conhecida como fumo ou 
tabaco. Esta planta é mundialmente conhecida por sintetizar a nicotina e sua principal 
utilização é na indústria do fumo. Embora o Brasil seja destaque na fumicultura, esta 
atividade é responsável por causar diversos impactos ambientais e sociais. O objetivo 
do presente trabalho foi obter e avaliar bioindicadores de solos sob cultivo de Nicotiana 
tabacum L., com o intuito de apontar os impactos causados no sistema biológico da 
rizosfera pelos diferentes manejos do solo realizados, a saber: M1 – tempo de cultivo 
de três anos, realizando rotação com soja e milho, com dois anos de descanso e sem 
adubação orgânica; M2 – tempo de cultivo de seis anos, realizando rotação com soja, 
milho e aveia, com três anos de descanso e com adubação orgânica anual; M3 – 
tempo de cultivo de 10 anos, realizando rotação com soja, sem descanso e sem 
adubação orgânica; M4 – tempo de cultivo de 12 anos, realizando rotação com soja, 
sem descanso e com adubação orgânica anual; e M5 - tempo de cultivo de quarenta 
anos, realizando rotação com soja, sem descanso, com cobertura verde entressafra e 
com adubação orgânica anual. Foram realizadas as análises dos atributos biológicos 
do metabolismo do solo, sendo elas: carbono da biomassa microbiana (C-BMS), 
respiração basal do solo (RBS), quociente de carbono orgânico (qCO2), quociente 
microbiano (qMIC) e unidade formadora de colônia (UFC). Além disso, as 
rizobactérias foram submetidas à classificação pelo método de Gram, caracterização 
morfológica e molecular, através da análise da região intergênica (ITS) e análise de 
restrição da região 16S do RNA ribossomal, pelas enzimas BsuRI e Mbol, para 
estudos de análise polifásica. Para analisar a diversidade da áreas, calculou-se o 
índice de diversidade de Shannon-Weaver. Pelo presente trabalho, foi possível 
apontar que o tempo de exploração do solo com o cultivo do tabaco reduz a 
diversidade logo nos primeiros anos. O M5, apesar da exploração a cerca de 40 anos, 
apresenta seu valor de diversidade próximo a do M4, sob 12 anos de cultivo, 
principalmente, devido a presença da cobertura verde que ele realiza na entressafra, 
não deixando o solo desnudo e acumulando mais biomassa a ser incorporada durante 
o preparo do solo para o próximo plantio. Porém, através da análise polifásica, 
concluiu-se que os manejos ainda não estão selecionando as bactérias pelo tempo de 
exploração. Os valores de C-BMS, alcançados pelos manejos M2, M4 e M5, refletem 
os ganhos biológicos que o sistema recebeu através dos manejos de cobertura verde, 
rotação e ou adubação orgânica. O baixo qCO2 destes manejos aponta para o 
acúmulo do bom carbono advindo dos resíduos orgânicos, das raízes e das palhadas, 
o que se reflete de forma contrária em relação aos manejos M1 e M3, não só pelos 
valores C-BMS, mas de qCO2, qMIC% e UFC. Os impactos do preparo de solo para 
o plantio do tabaco, somados a uma exploração intensiva, observados pelos valores 
obtidos para os M1 e M3, apontam que nestas áreas, a adoção de práticas mais 
sustentáveis é necessária para que a saúde do solo não seja mais prejudicada. 

 
Palavras-chave: ARDRA. Biodiversidade. ITS. Manejo de solo. Rizobactéria. Tabaco. 

 
 



 
 

ABSTRACT 

 

The Nicotiana tabacum L. is an angiosperm popularly known as smoke or tobacco. 
This plant is known worldwide for synthesizing nicotine and its main function is in the 
tobacco industry. Although Brazil is notorious in tobacco farming, this activity is 
responsible for several social and environmental impacts. The goal of the present 
monograph is to obtain and evaluate bioindicators of soils in which Nicotiana tabacum 
L. was cultivated, pointing the impacts caused in the biological system of the 
rhizosphere by the different forms of soil management namely: M1 - cultivated in 3 
years, rotating with soy and corn, with two years of rest and without organic fertilizing; 
M2 - cultivated in six years, rotating with soy, corn and oat, with three years of rest and 
annual organic fertilizing; M3 - cultivated in 10 years, rotating with soy, without rest or 
annual organic fertilizing; M4 - cultivated in 12 years, rotating with soy, without rest and 
with annual organic fertilizing and M5 - cultivated in 40 years, rotating with soy, without 
rest, with a green cover in the off season and with annual organic fertilizing. The 
biological attributes of the soil metabolism were analyzed, being them: microbial 
biomass carbon (C-MBS), basal soil respiration (BSR), organic carbon quotient 
(qCO2), microbial quotient (qMIC) and colony forming unity (CFU). Other than that, the 
rhyzobacteria were submitted to classification under the Gram method, morphological 
and molecular characterization, through analysis of the intergenic region (ITS) and 
analysis of the restriction of the 16S region of the ribosomal RNA, by the BsuRI and 
Mbol enzymes, for studies of the poliphasic analysis. To analyze the diverse areas, the 
index of diversity of Shannon-Weaver was calculated. Through this monograph, it was 
possible to point out that the time of exploration of the soil with tobacco cultivation 
reduces its diversity in the first years. The M5, although the exploration went through 
40 years, presents its diversity close to the M4, under 12 years of cultivation, mainly 
due to the presence of green cover in the off season, not leaving the soil bare and 
accumulating more biomass to be incorporated during the preparation of the soil for 
the next planting. However, through the polyphasic analysis, it was possible to 
concluded that the managements still are not selecting the bacteria through time of 
exploration. The C-BMS values, reached by the M2, M4 and M5 managements, reflect 
the biological gains that the system has received through the management with green 
cover, rotation and or organic fertilizing. The low qCO2 of these management points to 
the accumulation of the good carbon arising from the organic residue, the roots and 
straws, which reflects on contrary on the M1 and M3 managements, not only by the C-
MBS values, but the qCO2, qMIC% and UFC. The impacts of the preparation of the 
soil for the tobacco planting, added to an intensive exploration, observing the values 
obtained to the M1 and M3, point that in these areas, the adoption of more sustainable 
techniques is necessary for not harming the soil health.  

 
Keywords: ARDRA. Biodiversity. ITS. Soil management. Rhizobacteria. Tobacco. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Nicotiana tabacum L., popularmente conhecida como fumo ou tabaco, é 

uma angiosperma difundida mundialmente, caracterizada por sintetizar a nicotina, um 

alcaloide encontrado, essencialmente, nas folhas da planta (ROSEMBERG, 2004; 

CHEN et al., 2012; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014; GUIMARÃES et al., 2021). A 

principal utilização da Nicotiana tabacum L. é na indústria do fumo (MADURO, 2005).  

O Brasil é destaque na fumicultura, sendo o maior exportador de folhas de 

tabaco e o segundo maior produtor do mundo, ficando atrás apenas da China (TCI, 

2018; AFUBRA, 2021; INCA, 2020). Na safra de 2020/2021, por exemplo, foram 

produzidos 628.489 toneladas de folhas de tabaco, gerando um faturamento de mais 

de seis bilhões de reais (AFUBRA, 2021). Contudo, embora a fumicultura seja a fonte 

de renda de mais de 137 mil famílias brasileiras e empregue, direta e indiretamente, 

mais de dois milhões de pessoas, esta cultura utiliza expressivamente agrotóxicos 

durante todo o ciclo produtivo (INCA, 2021b, 2021c).  

A exposição permanente aos agentes químicos, manuseados 

constantemente durante cerca de 10 meses (duração aproximada do ciclo produtivo), 

tem prejudicado não só a saúde dos fumicultores e suas famílias, mas também a 

saúde do solo e do meio ambiente no entorno (SCHOENHALS; FOLLADOR; SILVA, 

2009; TROIAN, 2014; ASCARI; SHEID; KESSLER, 2012; AFUBRA, 2021; INCA, 

2021b, 2021c).  

A pressão exercida pela aplicação constante dos agrotóxicos, seleciona 

indivíduos com fenótipos vantajosos capazes de se adaptarem à condição específica 

a que são expostos, enquanto outros estão propensos a serem extintos ou terem suas 

frequências diminuídas (FONSECA JÚNIOR, 2014). Isto tem levado a alterações 

estruturais, funcionais e genética das comunidades microbianas e de seus serviços 

ecossistêmicos (SOUZA et al., 2012; BRÖRING, 2017). Neste cenário, bactérias 

capazes de tolerar, resistir e/ou degradar estes agentes no solo podem ser 

selecionadas (MATTOS, 2015; MORETTO, 2015; SILVA, 2021). 

Se o estreitamento da curva da biodiversidade é uma desvantagem sobre os 

microbiomas edáficos, por outro lado, solos sob o cultivo de fumo, podem ser 

considerados habitats estratégicos de extrema importância para a bioprospecção de 

microrganismos capazes de biodegradar agrotóxicos, mitigando assim os seus 

impactos nos sistemas produtivos e naturais. Isto se deve, em parte, ao fato destes 
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microrganismos estarem sendo constantemente expostos à condições hostis, 

condicionando seus genomas a uma adaptabilidade ecológica que resulta em 

readequações estruturais e metabólicas (MENDES, 2015; LIMA et al., 2017). 

Todavia, a eliminação das espécies não adaptáveis e, consequentemente, a 

diminuição da biodiversidade de microrganismos do solo, pode ser um fator influente 

na resiliência e no bom funcionamento, seja de sistemas naturais ou 

agroecossistemas, já que diferentes serviços são prestados pelos distintos gêneros 

nestas distintas condições (ZILLI et al., 2003; BRÖRING, 2017). Cada microbioma 

possui sua comunidade natural, complexa e diversa, enquanto alguns necessitam de 

muitas espécies para funcionar em toda a sua capacidade, como é o caso da maioria 

dos solos sob condições tropicais, outros são extremamente eficientes, mesmo sendo 

composto por um número pequeno espécies funcionais (COLARES, 2010; KÖBERL 

et al., 2020). Ainda assim, a abundância de espécies é uma característica intrínseca 

da maioria dos solos agrícolas do Brasil, fortalecendo o fato de que o país abriga a 

maior biodiversidade do planeta (BRASIL, 2021). 

Além do uso intenso dos agrotóxicos e de todos seus impactos ambientais, o 

tabaco é geralmente cultivado como monocultura, outro fator capaz de modificar o 

meio, tendo em vista, que esta prática empobrece significativamente o solo, já que o 

cultivo intensivo de apenas uma cultura, pode esgotar os nutrientes de forma muito 

severa, retirando rapidamente a matéria orgânica e estressando a comunidade 

rizosférica (REIS, 2017; WHO, 2017; STEIN; COSCOLIN, 2019).  

Especialmente quando em monocultura, a fumicultura requer o uso 

demasiado de fertilizantes inorgânicos, além de causar erosão, desagregação, 

desbalanceamento, perda de matéria orgânica e desertificação a longo prazo (REIS, 

2017; WHO, 2017; STEIN; COSCOLIN, 2019). Outros fatores como a falta de palhada 

e o revolvimento pesado do solo também contribuem para deterioração das áreas de 

produção (SIMONI, 2017). Levando todos esses fatores em conta, é essencial 1) 

conhecer a situação em que os agroecossistemas ou sistemas naturais se encontram, 

especialmente no que diz respeito ao solo da área de produção; e 2) a partir disso, 

adotar práticas de manejo sustentáveis a fim de evitar ou mitigar os vários impactos 

que a fumicultura é capaz de provocar.  

Os atributos biológicos do solo são amplamente utilizados como indicadores da 

qualidade dele, tendo em vista que a comunidade de microrganismos edáficos é 

grande, diversa e responsável por diversas atividades, além de estarem localizados 
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na camada mais superficial do solo, respondendo de forma mais rápida às mudanças 

no ambiente (PORTÔ et al., 2009; SIMONI, 2017; PINTO, 2019).  

Indicadores biológicos como o carbono da biomassa microbiana ou biomassa 

microbiana (C-BMS), respiração basal do solo (RBS), quociente metabólico (qCO2), 

quociente microbiano (qMIC) e unidade formadora de colônia (UFC) são comumente 

utilizados nos estudos de análise de qualidade do solo e avaliação do seu nível de 

degradação (CARDOSO et al., 2009; PORTÔ et al., 2009; RAMOS et al., 2012; 

VASCONCELOS, 2015; PINTO, 2019). 

Além disso, no contexto de estudos de diversidade, a biologia molecular atua 

como uma ferramenta fundamental. Técnicas como a PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase) e suas variações com marcadores para regiões repetitivas e conservadas 

(BOX-PCR, REP-PCR, ERIC-PCR), como os genes ribossomais, vêm sendo 

amplamente utilizados em estudo de filogenia microbiana (REIS JUNIOR, 2002; 

MENEZES et al., 2010; HUNGRIA; SILVA, 2011; KOCK, 2014; OLIVEIRA, 2015).  

Marcadores filogenéticos para analisar as regiões ITS (Intergenic Transcribe 

Space) e a análise de restrição do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) 

revolucionaram a caracterização de organismos, que anteriormente era realizada 

somente com base nas características fenotípicas, características estas que não são 

estáveis e podem ser alteradas dependendo do ambiente (REIS JUNIOR, 2002; 

MENEZES et al., 2010; HUNGRIA; SILVA, 2011; KOCK, 2014; OLIVEIRA, 2015). 

Posto isto e tendo em vista: 1) O histórico da necessidade e do uso intenso 

de agrotóxicos para algumas culturas; 2) A necessidade de avaliar a resiliência 

biológica de sistemas produtivos ao uso de agrotóxicos e às diferentes formas de 

manejo do solo; e 3) A necessidade de prevenir impactos ambientais futuros, é 

fundamental que pesquisas associadas à avaliação da qualidade do solo e à 

comparação entre diferentes formas de manejo sejam realizadas, a fim de apresentar 

os diferentes impactos (e seus níveis) causados, na maioria dos casos, pelos métodos 

de cultivo tradicionais, e servirem como base em tomadas de decisões e buscas por 

soluções sustentáveis que satisfaçam as dimensões econômica, ambiental e social. 
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1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

Obter e avaliar bioindicadores de solos sob cultivo de Nicotiana tabacum L., a 

fim de expor os impactos causados na comunidade rizosférica pelos diferentes 

manejos do solo realizados. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a viabilidade, realizar a caracterização morfológica e classificar 21 

estirpes da coleção de cultura de bactérias coletadas de solos sob cultivo 

de Nicotiana tabacum L. pelo método de Gram; 

● Obter fragmentos da região 16S rDNA para estudos de agrupamento 

genético por ARDRA-PCR; 

● Obter fragmentos da região ITS para estudos de diversidade por 

agrupamento genético; 

● Obter índice de diversidade de Shannon-Weaver a partir da tipagem 

morfológica das 278 colônias caracterizadas por Simoni (2017); 

● Realizar a análise dos valores de C-BMS, RBS, qCO2, qMIC e UFC 

previamente gerados a partir destes mesmos manejos de Nicotiana 

tabacum L.; 

● Interpretar o índice de Shannon-Weaver e os atributos biológicos do 

metabolismo do solo em relação ao tempo de cultivo e ao tipo de manejo da 

cultura do tabaco; 

● Revelar se a implantação de técnicas conservacionistas mitiga ou não os 

impactos do cultivo do fumo sobre a biologia do solo agrícola; 

● Apontar quais manejos foram mais impactantes para o sistema biológico do 

solo. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Nicotiana tabacum L. E A FUMICULTURA 

 

Nicotiana tabacum L., comumente conhecida como fumo ou tabaco, é uma 

angiosperma pertencente à família Solanaceae e originária da América do Sul (CHEN 

et al., 2012; GUIMARÃES et al., 2021). Acredita-se que a planta era cultivada pelos 

indígenas por todo o continente americano, sendo considerada sagrada e mística, e 

com a chegada de Colombo à América, o tabaco foi disperso também por toda a 

Europa (ROSEMBERG, 2004; GUIMARÃES et al., 2021).   

A planta do tabaco ficou muito conhecida por possuir a nicotina (CH10H14N2), 

uma substância estimulante, caracterizada por ser um alcaloide extremamente tóxico, 

sintetizado nas raízes e levado para as folhas, onde permanece armazenado nos 

vacúolos (ROSEMBERG, 2004; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014). Quando secas, 

as folhas são utilizadas para, principalmente, fumar, mastigar ou aspirar 

(FIGUEIREDO, 2008). 

A Nicotiana tabacum L. caracteriza-se por ser uma planta herbácea à 

subarbustiva, anual ou bianual, com caule principal ereto, capaz de atingir até dois 

metros de altura, com poucos ramos, dispor de folhas grandes, largas e numerosas, 

entre 18 e 26, e possuir inflorescência do tipo panícula, com flores coloridas, variando 

entre o rosa, branco e amarelo (FIGURA 1) (CHEN et al., 2012; LANDAU et al., 2020; 

VIGNOLI-SILVA; STEHMANN, 2020).  

 

FIGURA 1 – Nicotiana tabacum L. 

 

Fonte: UTAD (2021). 



16 

 

 

 

No Brasil, há ocorrências confirmadas de Nicotiana tabacum L. nos estados 

do Amazonas, Pará, Bahia, Paraíba, Pernambuco, Distrito Federal, Goiás, Espírito 

Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Rio Grande do Sul e Santa 

Catarina (VIGNOLI-SILVA; STEHMANN, 2020) (FIGURA 2). 

 

FIGURA 2 – DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DA Nicotiana tabacum L. NO BRASIL 

 

 

FONTE: VIGNOLI-SILVA; STEHMANN (2020). 

 

Atualmente, a produção brasileira de folhas de fumo é a segunda maior do 

mundo, e, desde 1993, o país caracteriza-se por ser o maior exportador deste produto, 

sendo o Sul, a região que se destaca, e o Rio Grande do Sul, o maior produtor nacional 

(TCI, 2018; INCA, 2020; AFUBRA, 2021;). Contudo, apesar de ser o sustento de 

milhares de famílias brasileiras e empregar, direta e indiretamente, mais de dois 

milhões de pessoas, o cultivo do tabaco envolve diversos riscos, tanto na dimensão 

ambiental, quanto na dimensão social (AFUBRA, 2021; INCA, 2021b, 2021c).  

O desenvolvimento de intoxicações agudas e crônicas, o desenvolvimento de 

cânceres, danos neurológicos e infertilidade são algumas das possíveis 

consequências para a saúde do fumicultor (e sua família) causadas pelo uso intenso 

de agrotóxicos nessa cultura (RIQUINHO; HENNINGTON, 2014; WHO, 2017; INCA, 

2021c).  
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Já no ecossistema, o excesso de agrotóxicos e o acúmulo destes nos 

compartimentos ambientais, promove, entre outros, a contaminação dos lençóis 

freáticos e do solo e a perda da biodiversidade (SCHOENHALS; FOLLADOR; SILVA, 

2009; ASCARI; SHEID; KESSLER, 2012). Para agravar, o produtor da cultura do 

tabaco, normalmente trabalha o solo por três safras consecutivas, o que leva o sistema 

a um grande desgaste biológico e físico, culminando em erosão e compactação do 

solo (SÁ; SANTOS JÚNIOR, 2005; STEFANOSKI et al., 2013; PINTO et al., 2018; 

STEIN; COSCOLIN, 2019).  

Esta condição permanente desencadeia uma cascata de mortes de espécies 

e de perdas de genes, podendo estar entre estes, aqueles envolvidos nos processos 

de biorremediação natural dos biomas (BAPTISTA; BUSS; EGLER, 2003; MAHMOOD 

et al., 2016; ALI et al., 2021). 

 

2.2 OS AGROTÓXICOS NO SISTEMA SOLO-PLANTA 

 

Com o aumento constante da população, se fez, e se faz, necessária a busca 

por tecnologias que objetivam maior produtividade e menor perda, causada por 

problemas sanitários, dos produtos cultivados (MANCUSO; NEGRISOLI; PERIM, 

2011; SANTOS; POLINARSKI, 2012). Estima-se que em 2050 a população mundial 

será de quase 10 bilhões de pessoas e para suprir as necessidades alimentícias de 

toda a população, a produção de alimentos terá que aumentar em 60% (FAO, 2016; 

UN, 2019).  

Sendo assim, os agrotóxicos começaram a ser utilizados na agricultura com 

o intuito de solucionar a problemática da perda de alimentos na produção em larga 

escala (SANTOS; POLINARSKI, 2012). De acordo com Peres, Moreira e Dubois 

(2003), a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e Agricultura definiu 

agrotóxicos como i) substâncias ou misturas de substâncias, capazes de prevenir, 

destruir ou controlar pragas que causam danos ou prejudicam qualquer etapa do 

processo de produção, processamento, armazenamento, transporte e distribuição de 

alimentos, produtos agrícolas, madeira e derivados; ou ii)  substâncias ou misturas de 

substâncias que atuam no controle de insetos, aracnídeos e outras pestes que atacam 

animais de criação. 

Conforme o modo de ação, as classes de agrotóxicos mais comumente 

conhecidas e utilizadas no setor agrícola são: inseticidas, utilizados no controle de 
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insetos-praga, fungicidas e bactericidas, empregados no controle de doenças 

microbianas, e herbicidas, aplicados devido a problemas promovidos pela presença 

de plantas daninhas, sendo esta última a classe de agrotóxicos mais utilizada no 

mundo (BLASIOLI; BRASCHI; GESSA, 2011; ROSSET et al., 2014; FONSECA; 

ARAUJO, 2015). 

No histórico do uso dos agrotóxicos, foi após a Segunda Guerra Mundial, com 

a descoberta do poder biocida de organofosforados e organoclorados utilizados até o 

momento com propósitos militares, que os agrotóxicos passaram a ser vistos como 

uma possibilidade no setor agrícola (FARIA, 2003; OLIVEIRA et al., 2003; SANTOS; 

POLINARSKI, 2012). Com a Revolução Verde, na década de 50, o uso dos 

agroquímicos difundiu-se e tornou-se tecnologia fundamental na agricultura moderna, 

enquanto que no Brasil, foi durante a ditadura militar que a Revolução Verde foi 

implantada e a utilização dos agrotóxicos passou a ser incentivada (OLIVEIRA et al., 

2003).  

Atualmente, a agricultura é um dos pilares da economia brasileira e o Brasil, 

desde 2008, caracteriza-se como o país que mais consome agrotóxicos no mundo 

(REIS, 2017; INCA, 2021a). Contudo, apesar de serem amplamente utilizados, o uso 

irresponsável dos agrotóxicos, como a aplicação de doses inadequadas, aplicações 

em intervalos errôneos, utilização imprudente de herbicidas com alta persistência no 

solo e descarte incorreto das embalagens, acarretam diversas e graves 

externalidades negativas (BRITO; GOMIDE; CÂMARA, 2008; MANCUSO; 

NEGRISOLI; PERIM, 2011; MORAES, 2019).  

A seleção de plantas daninhas, patógenos e insetos resistentes, capazes de 

se reproduzirem transmitindo estes genes, levam ao agravamento o das enfermidades 

agrícolas e também ao aumento do custo da produção, em consequência dos 

alimentos para o consumidor (OLIVEIRA; BRIGHETTI, 2018; GARRIDO; BOTTOM, 

2021). Ainda, como consequências ambientais do descuido na utilização de 

agroquímicos, podem-se citar também a perda da biodiversidade, a contaminação de 

águas superficiais e subterrâneas, efeito residual no solo (carryover) e a toxicidade à 

organismos não alvos, como peixes, anfíbios, insetos e algas (SANTOS et al., 2005; 

VARGAS; ROMAN, 2006; RIBAS; MATSUMURA, 2009; CORRÊA; CAMPOS; 

MONQUERO, 2014; ALVES et al., 2016; BELCHIOR et al., 2017; HAMIA, 2017; 

LOPES; ALBUQUERQUE, 2018; PERUZZOLO, 2018).  

  



19 

 

 

2.3 OS AGROTÓXICOS E A PRESSÃO SELETIVA 

 

Após a aplicação, quando no solo, o agroquímico está sujeito à processos 

físicos, químicos e biológicos, e seu comportamento depende das características 

específicas da molécula e das particularidades do ambiente, principalmente da 

condição funcional do microbioma envolvido (MANCUSO; NEGRISOLI; PERIM, 2011; 

ANDRIGHETTI et al., 2014; SOUTO et al., 2013; LISBÔA et al., 2021).  

A exposição contínua à agroquímicos pode ser um fator indutor de pressão 

seletiva em comunidades microbianas, selecionando bactérias capazes de resistir, 

tolerar e/ou degradar agrotóxicos presentes no solo e atuando como agente 

modificador da estrutura funcional e genética das comunidades (SOUZA et al., 2012; 

FONSECA JÚNIOR, 2014; BRÖRING, 2017; SILVA, 2021). 

É importante destacar a diferença entre os organismos tolerantes e os 

resistentes à agrotóxicos, visto que os organismos tolerantes, geralmente são aqueles 

que ficam presentes no solo após doses sub-letais e passageiras dos agrotóxicos, 

entretanto, estes não possuem genes relacionados à exposição pela qual passaram 

não repassando, ainda, a característica para as próximas gerações (GARRIDO; 

BOTTOM, 2021). Já os organismos resistentes são aqueles que sobrevivem ao uso 

contínuo dos agrotóxicos e são capazes de transmitirem o gene resistente para suas 

próximas gerações (GARRIDO; BOTTOM, 2021).  

Ainda, os organismos degradadores de agrotóxicos, são aqueles capazes de 

realizar a biodegradação do agroquímico, ou através do seu próprio crescimento, 

utilizando o xenobiótico como fonte de carbono e energia, ou através do 

cometabolismo, recurso em que o organismo utiliza um substrato como fonte de 

energia para metabolizar, parcialmente na maioria das vezes, o contaminante 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; RODRIGUES et al., 2010; JOUTEY et al., 2013; 

RANGEL; NOWACKI, 2014).  

Vale destacar que os microrganismos edáficos são extremamente importantes 

para a saúde do solo e caracterizam-se por serem fator de interação na formação dele 

(MATTOS, 2015). As bactérias representam os microrganismos edáficos mais 

abundante e, assim como as outras comunidades de microrganismos presentes no 

solo, estão sujeitas às variações que ocorrem no meio (MATTOS, 2015). Sabe-se que 

indivíduos procariontes, como bactérias e cianobactérias, revelam um aparato 

genômico que possibilita maior plasticidade fenotípica frente as diferentes alterações 
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dos biomas, proporcionando uma melhor adaptação à essas variações (LEITE, 2011; 

SOUZA, 2020).  

Um bom exemplo da adaptabilidade de bactérias são as sequências de DNA 

conhecidas como transposons ou “genes saltadores” (BROWN, 2002; WATSON et al., 

2015). Estes fragmentos transponíveis conseguem se movimentar aleatoriamente de 

um local para o outro no genoma, podendo causar, por exemplo, a perda da função 

de genes, alterar o padrão de expressão genético ou gerar uma nova mutação, 

fazendo também com que a organização das comunidades bacterianas se altere com 

o tempo (BROWN, 2002; ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).  

Outro elemento fundamental para a evolução das bactérias, principalmente 

frente a condições inconstantes e nocivas, é a transferência horizontal de genes, que 

possibilita a troca de material genético entre indivíduos diferentes, processo 

extremamente vantajoso e com capacidade de distribuir rapidamente na comunidade 

bacteriana os genes favoráveis e necessários para a sobrevivência dos organismos 

(MOREIRA et al., 2013). 

Entretanto, o desaparecimento das espécies que não suportam as condições 

desfavoráveis à que são expostas, pode ser um cenário perigoso, visto que com 

seleção de espécies resilientes, que geralmente, possuem funções redundantes, 

embora fundamentais, a diversidade e a abundância de microrganismos são 

diretamente afetadas, interferindo de maneira significativa na saúde do ecossistema 

(ZILLI et al., 2003; BRÖRING, 2017; PINTO, 2019; SILVA, 2021).  

 

2.4 BIOINDICADORES DE QUALIDADE DO SOLO 

 

O solo é um sistema dinâmico e complexo, caracterizado por ser o habitat de 

diversas espécies (MENDES et al., 2009). Além disso, a sua preservação é essencial 

para a sobrevivência do ser humano (MENDES et al., 2009) 

Para a avaliação da qualidade de solo e análise de seu nível de degradação, 

são utilizados os atributos biológicos do solo, que atuam como bioindicadores desses 

corpos naturais, devido à sensibilidade em responder a alterações ambientais, 

podendo-se citar, como exemplo, análise da fauna edáfica, avaliação do 

desenvolvimento das plantas e raízes, e as análises de biomassa, atividade e 

diversidade dos microrganismos (MENDES et al., 2009). 
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Atributos como o carbono da biomassa microbiana ou biomassa microbiana 

(C-BMS), a respiração basal do solo (RBS), o quociente metabólico (qCO2), o 

quociente microbiano (qMIC), unidade formadora de colônia (UFC) e atividade 

enzimática são amplamente utilizados como bioindicadores (CARDOSO et al., 2009; 

PORTÔ et al., 2009; RAMOS et al., 2012; VASCONCELOS, 2015; PINTO, 2019). 

O C-BMS é o componente vivo da matéria orgânica e abrange as bactérias, 

os fungos, as actinobactérias, as algas e a microfauna, sendo a seção principal do 

ciclo do carbono (DIONÍSIO; PIMENTEL; SIGNOR, 2016). Este atributo é fortemente 

influenciado pelo manejo do solo, tendo em vista que a variabilidade no meio pode 

influenciar a densidade, a diversidade e a atividade microbiana (DIONÍSIO; 

PIMENTEL; SIGNOR, 2016). 

A RBS caracteriza-se como todas as atividades metabólicas nas quais CO2 é 

produzido, sendo que as bactérias e os fungos são os principais responsáveis pela 

liberação de CO2, principalmente por conta da degradação da matéria orgânica 

realizada por esses microrganismos (SILVA; AZEVEDO; DE-POLLI, 2007). Esse 

indicador está estreitamente relacionado com as condições abióticas do solo e, a partir 

da razão dele com o C-BMS, é possível a determinação do qCO2, um indicador da 

eficiência da utilização do substrato pela comunidade de microrganismos edáficos, 

com grande sensibilidade a perturbações sobre o C-BMS (SILVA; AZEVEDO; DE-

POLLI, 2007). 

O qMIC está relacionado diretamente com a qualidade da matéria orgânica do 

solo, definido como a relação entre C-BMS e Carbono Orgânico Total (COT) (REIS 

JUNIOR; MENDES, 2007). Já a UFC é o dado que permite avaliar a densidade 

populacional microbiana do solo, além de identificar grupos de microrganismos 

edáficos específicos e avaliar a interação entre eles (LIMA et al., 2014).  

A UFC caracteriza-se como uma técnica simples e direta, porém de grande 

utilidade quando o número de amostras é alto e são necessários resultados em um 

curto período de tempo (VIEIRA; NAHAS, 2000). Além disso, essa técnica ainda é 

bastante utilizada, como, por exemplo, no trabalho de Leal et al. (2021), em que os 

autores analisaram o efeito dos sistemas de manejo e do uso do solo na população 

de microrganismos do solo, utilizando, como uma das metodologias, a UFC. 

Outra técnica muito utilizada, que apesar de também ser simples, pode 

auxiliar em estudos de qualidade de solo, é a Coloração de Gram. Demichelli (2016), 

por exemplo, demonstrou que em meios contendo glifosato, bactérias Gram-negativas 
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são predominantes. Já Shultz (2010), demonstrou que em um solo contaminado com 

hidrocarbonetos, todas as bactérias isoladas em seu estudo, que totalizavam oito, 

eram Gram-negativas. Estudos como esses podem indicar que em solos 

contaminados, há o predomínio de Gram-negativas, e isso pode ser por conta da 

presença da dupla bicamada lipídica que estes organismos têm (PADILHA et al., 

2017). 

Ainda, Mendes (2016) destaca que o solo possui memória relacionada ao seu 

manejo. A autora demonstra, através de um estudo de longa duração, que a atividade 

enzimática é uma das vias de formação da memória do solo, podendo atuar como 

impressões digitais que nos fornecem informações dos sistemas de manejo que os 

solos foram submetidos.  A atividade enzimática é considerada hoje um dos melhores 

bioindicadores.  

Portanto, a utilização dos bioindicadores de qualidade do solo, são essenciais 

na avaliação da sustentabilidade em sistemas de produção, expondo a real situação 

da área de cultivo e direcionando às práticas que devem ou não ser adotadas. 

 

2.5 BIOLOGIA MOLECULAR EM ESTUDOS DE DIVERSIDADE 

 

Nos últimos anos, com o advento da biologia molecular e com o avanço da 

genética molecular, os métodos para a caracterização de indivíduos e populações 

progrediram (BUENO-SILVA, 2012). A caracterização se faz extremamente 

importante na identificação de organismos e pode ser realizada com bases nas 

características fenotípicas, que podem ser alteradas conforme o meio onde o indivíduo 

está inserido, ou genotípicas, que não se alteram com relação ao ambiente onde o 

organismo se encontra (HUNGRIA; SILVA, 2011).  

Na caracterização genotípica/molecular, a PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase) é uma tecnologia indispensável na maioria dos estudos (REIS JÚNIOR 

et al., 2002). Essa técnica é uma reação enzimática in vitro que se baseia na 

amplificação exponencial de uma região específica do DNA (ácido dioxirribonucleico) 

ou cDNA (DNA complementar), gerando uma quantidade significativa desta para 

posteriores análises (FONSECA JÚNIOR, 2014; ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 

2014). 

Na maioria das vezes, em estudos taxonômicos e filogenéticos, utilizam-se 

marcadores moleculares para regiões conservadas e que possibilitam a identificação 
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dos organismos analisados (SHERER, 2016). O gene 16S rRNA (RNA ribossomal) é 

frequentemente utilizado nessas pesquisas, tendo em vista que se caracteriza como 

uma frequência altamente conservada e que permite classificar bactérias ao nível de 

gênero e até espécie (HUNGRIA; SILVA, 2011; SHERER, 2016). Variações da PCR 

como a BOX-PCR, REP-PCR e ERIC-PCR, utilizam primers que se ligam a regiões 

repetitivas e conservadas do genoma de bactérias, possibilitando também a 

diferenciação de isolados (REIS JÚNIOR et al., 2002).  

A Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) é bastante 

utilizada em estudos de caracterização gênica. Esta técnica consiste na amplificação 

da região do gene 16S rRNA e posterior digestão com enzimas de restrição, revelando 

polimorfismos, tanto nos fragmentos estudados, quanto no nível de conservação dos 

sítios reconhecidos (NAVROSKI, 2015). Outra técnica também utilizada é a análise 

da região ITS nas bactérias (Intergenic Transcribe Space), localizada entre os genes 

16S-23S, que apresenta alto grau de variabilidade e também pode ser utilizada na 

identificação de polimorfismos, tanto no tamanho, quanto na sequência de bases 

(MUNHOZ, 2009). 

Apesar da caracterização genotípica/molecular ser fundamental, esta não exclui 

a importância da caracterização fenotípica. Sendo assim, a associação dos dois tipos 

de caracterização torna os resultados obtidos mais ricos, possibilitando que as 

soluções biotecnológicas encontradas para problemas da atualidade sejam mais 

precisas e acuradas (KOCK, 2014). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1  A COLEÇÃO DE CULTURA 

 

A coleta das rizobactérias foi realizada, durante o trabalho de Simoni (2017), a 

partir de solos (profundidade aproximada de 10 cm a 15 cm) de cinco áreas sob 

distintos manejo de cultivo da Nicotiana tabacum L. (M1, M2, M3, M4 e M5) (TABELA 

1) do município de Itaipulândia, Paraná, Brasil, seguindo os padrões apresentados por 

Cardoso, Fernandes e Fernandes (2009) e Arruda, Pereira e Moreira (2014). 

Para determinação das Unidades Formadoras de Colônias (UFC), 10 g de solo 

de cada amostra foram pesados e dispostos em Erlenmeyers juntamente com 90 mL 

de solução salina esterilizada a 0,85%. As amostras foram submetidas à agitação com 

pérolas de vidro a 200 r.p.m por 20 minutos e foram posteriormente decantadas por 

30 minutos. Após, realizou-se uma diluição seriada até as concentrações de trabalho 

10-3 e 10-4 e as diferentes concentrações de cada amostra foram inoculadas em 

quadruplicata em meio DIGS (item 3.3) pelo método spread plate. Então, foram 

obtidas 278 colônias, tendo como critério de escolha, as características da colônia e 

do manejo. 

A caracterização morfológica das colônias foi realizada de acordo com Hofling 

e Gonçalves (2011) e os agrupamentos foram estabelecidos a partir do programa 

BioNumerics (Applied Mathematics, Versão 7.6), aplicando o método de Ward, com 

valores de atributos e utilizando o coeficiente cofenético para validação dos 

agrupamentos. Deste estudo prévio foram obtidos 22 agrupamentos distintos e foram 

selecionadas 40 estirpes representantes para compor a coleção para futuros estudos 

de bioprospecção. Os isolados foram armazenados na Coleção de Microrganismos 

do Laboratório de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal, utilizado pelo FIXTEC, na 

Universidade Federal do Paraná (UFPR) – Setor Palotina.  
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TABELA 1 – CARACTERÍSTICAS GERAIS DAS ÁREAS DE COLETA DAS AMOSTRAS DE SOLOS SOB CULTIVO DE Nicotiana tabacum L. 

Tratamento 
Tempo de cultivo 

(anos) 
Tamanho da área 

(hectare) 
Média de produção 

(mil/pés/ano) 
Técnicas de manejo utilizadas Agrotóxicos utilizados 

M1 3 30 120 

1) Rotação com soja e milho; 
2) Descanso de dois anos para 
retorno do fumo na mesma área; 
3) Sem adubação orgânica. 

Inseticida 

M2 6 30 50 

1) Rotação com soja, milho e 
aveia; 
2) Descanso de três anos para 
retorno do fumo na mesma área; 
3) Adubação orgânica anual. 

Inseticida 

M3 10 60 50 
1) Rotação com soja; 
2) Sem descanso; 
3) Sem adubação orgânica. 

Fungicida, Herbicida e 
Inseticida 

M4 12 16 100 
1) Rotação com soja; 
2) Sem descanso; 
3) Adubação orgânica anual. 

Inseticida 

M5 40 8 110 

1) Rotação com soja; 
2) Sem descanso, mas com 
cobertura verde na entressafra; 
3) Adubação orgânica anual. 

Fungicida e Herbicida 

FONTE: Adaptado de SIMONI (2017). 
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3.2 ATRIBUTOS BIOLÓGICOS DO METABOLISMO DO SOLO 

 

O valor do Carbono da Biomassa Microbiana (C-BMS) foi obtido pelo processo 

de fumigação-extração conforme proposto por Vance et al. (1987) e Tate et al. (1988), 

apresentado por Silva, Azevedo e De-Polli (2007). A respiração basal do solo (RBS), 

foi estabelecida pelo método proposto por Jenkinson e Powlson (1976), apresentado 

por Silva, Azevedo e De-Polli (2007). O quociente de carbono orgânico (qCO2) foi 

determinado pela razão entre a RBS e o C-BMS: qCO2 = RBS / (C-BMS x 10-3). Já o 

quociente microbiano (qMIC) foi estabelecido pela razão entre C-BMS e carbono 

orgânico total (COT), estabelecido pelo método de Walkley-Black (1934), apresentado 

por EMBRAPA (1997) e baseado na oxidação da matéria orgânica com dicromato de 

potássio em meio sulfúrico. Estes protocolos foram realizados durante as atividades 

de Simoni (2017), entretanto as análises das médias destes dados só foram realizadas 

neste trabalho, com a retomada da prospecção desta coleção.  

 

3.3 CONDIÇÕES DE CRESCIMENTO 

 

Para a avaliação da viabilidade e obtenção de colônias puras para a 

realização da caracterização morfológica e coloração de Gram, as estirpes foram 

inoculadas em meio DIGS sólido (2 g/L glicose; 2 g/L ácido málico; 1,5 g/L peptona 

bacteriológica; 2 g/L extrato de levedura; 0,5 g/L fosfato de potássio bibásico; 0,5 g/L 

sulfato de magnésio heptahidratado; 1,5 g/L ácido glutâmico; 17 g/L ágar, pH=6,5) 

(DÖBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995). Após, os microrganismos foram 

incubados por 72 horas, em estufa incubadora BOD à 27ºC. 

Para realizar a extração de DNA, as colônias puras, anteriormente inoculadas 

em meio sólido DIGS, foram inoculadas em meio DIGS líquido por 72 horas, em 

câmara incubadora com agitação orbital (Shaker) à 27ºC e à agitação de 125 rotações 

por minuto (r.p.m.).  

Considerando a viabilidade, das 40 estirpes armazenadas, 21 foram 

selecionadas como representantes por este trabalho para serem reavaliadas pela 

tipagem morfológica e submetidas à coloração de Gram e ao estudo de diversidade 

genética. 
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3.4 COLORAÇÃO DE GRAM 

 

As bactérias foram crescidas em meio de cultura DIGS sólido, nas condições 

descritas no item 3.3. Para estabelecer as classes bacterianas da coleção, os isolados 

foram submetidos à Técnica de Coloração Gram, segundo à Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ) (2018). 

 

3.5 TIPAGEM MORFOLÓGICA DAS COLÔNIAS 

 

As bactérias foram crescidas em meio de cultura DIGS sólido, nas condições 

descritas no item 3.3. Para a caracterização morfológica das colônias bacterianas 

utilizou-se o protocolo estabelecido por Hofling e Gonçalves (2011), sendo 

considerados os seguintes aspectos: tamanho (menor que um milímetro; entre um e 

dois milímetros; maior que dois milímetros), coloração (homogênea; heterogênea), cor 

(branco; creme; alaranjado; amarelo), forma (puntiforme; circular; filamentos; irregular; 

rizoide; fuso), borda (lisa; ondulada; lobada; dentado; filamentosa; anelada) e 

elevação (chata; levantada; convexa; pulvinada; protuberante). 

 

3.6 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

 

3.6.1 Extração de DNA 

 

Os isolados foram cultivados e incubados em 5 mL de meio DIGS líquido, nas 

condições descritas no item 3.3. Posteriormente, foram submetidos à extração de 

DNA total, seguindo o protocolo de Minas et al. (2011) modificado.  

Sendo assim, 2000 µL de cada suspensão foram coletados e centrifugados à 

5000 r.p.m, por 10 minutos à 4º C. Após, o sobrenadante foi descartado e os tubos 

secos com papel toalha. Repetiu-se novamente a centrifugação e o descarte do 

sobrenadante nas mesmas condições descritas anteriormente. Em seguida, foram 

adicionados 1000 μL de tampão de lise (40 mL/L CTAB 5%; 20 mL/L Tris-HCl 1M; 4 

mL/L EDTA 0,5M; 28 mL/L NaCl 5M) e as amostras foram homogeneizadas em 

agitador vortex e incubadas em banho-maria por 60 minutos à 65ºC. Logo após, 

adicionou-se 1000 μL de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) e as amostras foram 

centrifugadas a 8000 r.p.m, por 15 minutos à 4ºC. Com a formação de duas fases, o 



28 

 

 

sobrenadante foi retirado e pipetado em um novo microtubo e o restante foi 

descartado. Mais uma vez, adicionou-se 1000 μL de clorofórmio:álcool isoamílico 

(24:1) e as amostras foram centrifugadas a 8000 r.p.m, por 15 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi novamente retirado e pipetado em um novo microtubo e o restante 

foi descartado. Então, foram adicionados 1000 μL de isopropanol:acetato de amônio 

(7,5M) (9:1) gelado e as amostras foram mantidas em freezer. 

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 12000 r.p.m, por 15 

minutos à 4ºC e o sobrenadante foi descartado. Após, o pellet foi lavado com álcool 

70% gelado e a amostra foi centrifugada a 12000 r.p.m, por 15 minutos à 4ºC. Repetiu-

se a lavagem com álcool 70%, sendo a última centrifugação a 12000 r.p.m, por 10 

minutos à 4ºC. O precipitado foi ressuspendido em 50 μL de tampão TE (10 mL/L Tris-

HCl 1M e 2 mL/L EDTA 0,5M; pH = 8) e as amostras foram armazenadas em freezer. 

A quantificação do DNA extraído foi realizada através de espectofotometria utilizando 

o aparelho NanoDrop® 2000 Thermo Scientific. 

  

3.6.2 Reação em Cadeia da Polimerase do Gene do RNA Ribossomal 16S 

 

Para a reação de amplificação (PCR - Reação em Cadeia da Polimerase) do 

gene do RNA ribossomal 16s foram utilizados os primers fD1 (5'-

CCGAATTCGTCGACAACA-3') e rD1 (5'-CCCGGGATCCAAGCTTAA-3’) 

(WEISSBURG et al., 1991).  

O mix foi composto por: 0,15 mM de cada dNTP, 0,8 pmol do primer fD1; 0,8 

pmol do primer rD1, 1x Tampão EasyTaq®, 5 U de EasyTaq® DNA Polimerase e 50 

ng do DNA extraído. O volume foi completado com água ultra pura para uma reação 

de 50 μL. 

A PCR consistiu em uma desnaturação inicial de dois minutos a 95ºC; 30 

ciclos compostos por desnaturação a 94ºC por quinze segundos e 93ºC por 45 

segundos, anelamento a 42ºC por quarenta e cinco segundos e extensão a 72ºC por 

dois minutos; e um ciclo final de extensão por 10 minutos a 72ºC.  

Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese, a uma voltagem de 70 

Volts (V), corrente de 100 amperes (mA) e força de 93 Watts (W) por duas horas, em 

um gel de agarose 1,5% diluído em tampão TBE 1x (TBE 10x = 108g/L Tris; 55g/L 

ácido bórico; 9,3g/L EDTA; pH = 8). Nos poços, aplicou-se 10 μL da mistura de 10 μL 

do produto da PCR com 2 μL do tampão de amostra 10x (Invitrogen by Thermo Fisher 
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Scientific). Nos poços das extremidades aplicou-se 10 μL da mistura de 2 μL do 

padrão de peso molecular de 1Kb (Boca Scientific), com 8 μL de água ultra pura e 2 

μL do tampão de amostra 10x (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific). Após, os géis 

foram corados com brometo de etídio (0,5 μg/mL) e fotografados utilizando o 

fotodocumentador com transluminador L-PIX EX (Loccus). 

 

3.6.3 Análise de Restrição do DNA Ribossomal Amplificado (ADRA-PCR) 

 

Os produtos de amplificação, por PCR, do gene rRNA 16S foram clivados, 

separadamente, pelas endonucleases BsuRI (GG^CC) e Mbol (^GATC) através da 

técnica de ARDRA-PCR para o estudo de agrupamento genético. Todas as enzimas 

pertenciam à marca Invitrogen by Thermo Fisher Scientific. 

O mix constituiu-se de 6 μL de água ultra pura, 2 μL de tampão de clivagem 

(vermelho Anza 10x), 10 μL do produto da PCR e 1 μL da enzima. Após, as amostras 

foram incubadas em banho-maria por 15 minutos à 37ºC. 

Os fragmentos foram submetidos à eletroforese, a uma voltagem de 70 Volts 

(V), corrente de 100 amperes (mA) e força de 93 Watts (W) por duas horas, em um 

gel de agarose 1,5% diluído em tampão TBE 1x (TBE 10x = 108g/L Tris; 55g/L ácido 

bórico; 9,3g/L EDTA; pH = 8). Nos poços, aplicou-se 10 μL da mistura de 10 μL do 

produto da PCR com 2 μL do tampão de amostra 10x (Invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific). Nos poços das extremidades aplicou-se 10 μL da mistura de 2 μL do 

padrão de peso molecular de 1Kb (Boca Scientific), com 8 μL de água ultra pura e 2 

μL do tampão de amostra 10x (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific).  

Posteriormente, os géis foram corados com brometo de etídio (0,5 μg/mL) e 

fotografados utilizando o fotodocumentador com transluminador L-PIX EX (Loccus). A 

análise de agrupamento foi realizada no programa BioNumerics (Applied 

Mathematics, Versão 7.6), aplicando o método de Ward, com similaridade de cosseno 

e utilizando o coeficiente cofenético para validação dos agrupamentos. 

 

3.6.4 Reação em Cadeia das Polimerase da região ITS 

 

Para a reação de amplificação da região ITS (Internal Transcribed Spacer) 

foram utilizados os primers L1 (5'-CAAGGCATCCACCGT-3') e G1 (5'-

GAAGTCGTAACAAGG-3’) (CLEMENTINO et al., 2001).  
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O mix foi composto por: 0,15 mM de cada dNTP, 0,8 pmol do primer L1; 0,8 

pmol do primer G1, 1x Tampão EasyTaq®, 5 U de EasyTaq® DNA Polimerase e 50 

ng do DNA extraído. O volume foi completado com água ultra pura para uma reação 

de 50 μL. 

A PCR consistiu em uma desnaturação inicial de dois minutos a 94ºC; 30 

ciclos compostos por desnaturação a 94ºC por trinta segundos, anelamento a 50ºC 

por trinta segundos e extensão a 72ºC por um minuto; e um ciclo final de extensão por 

10 minutos a 72ºC. 

Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese, a uma voltagem de 70 

Volts (V), corrente de 100 amperes (mA) e força de 93 Watts (W) por duas horas, em 

um gel de agarose 1,5% diluído em tampão TBE 1x (TBE 10x = 108g/L Tris; 55g/L 

ácido bórico; 9,3g/L EDTA; pH = 8). Nos poços, aplicou-se 10 μL da mistura de 10 μL 

do produto da PCR com 2 μL do tampão de amostra 10x (Invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific). Nos poços das extremidades aplicou-se 10 μL da mistura de 2 μL do 

padrão de peso molecular de 1Kb (Boca Scientific), com 8 μL de água ultra pura e 2 

μL do tampão de amostra 10x (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific).  

Posteriormente, os géis foram corados com brometo de etídio (0,5 μg/mL) e 

fotografados utilizando o fotodocumentador com transluminador L-PIX EX (Loccus). A 

análise de agrupamento foi realizada no programa BioNumerics (Applied 

Mathematics, Versão 7.6), aplicando o método de Ward, com similaridade de cosseno 

e utilizando o coeficiente cofenético para validação dos agrupamentos. 

 

3.7. ANÁLISES CONJUNTAS 

 

As análises de agrupamentos pelo método hierárquico a partir da região 

intergênica (ITS), da ARDRA da região do rRNA 16S, considerando as enzimas de 

restrição, a BsuRI e a MboI, e da tipagem morfológica, realizadas, separadamente e 

por análise polifásica, no programa BioNumerics (Applied Mathematics, Versão 7.6), 

aplicando o método de Ward, com valores de atributos e utilizando o coeficiente 

cofenético para validação dos agrupamentos.  

Os atributos metabólicos do solo (C-BMS, RB, qCO2, qMIC e UFC) foram 

avaliados pela obtenção das médias a partir de três repetições realizadas para cada 

atributo e por amostra composta advinda do solo de cada área produtora escolhida. 
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3.8. ÍNDICES DE DIVERSIDADE  

 

A partir dos dados de tipagem morfológica das 278 colônias caracterizadas 

por Simoni (2017), foram estimados a taxa S e os índices de Shannon-Weaver e de 

Dominância pelo software PAST 3.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os estudos de diversidade pelos métodos de agrupamento, objetivam 

decompor um grupo original de observações em diversos subgrupos, assegurando 

que a homogeneidade dentro dos subgrupos e a heterogeneidade entre os subgrupos 

sejam alcançadas (BERTAN et al., 2006). O presente trabalho submeteu 21 isolados 

a estudos de agrupamentos por métodos hierárquicos, a partir da 1) região intergênica 

(ITS) 16S-23S do rRNA; 2) ARDRA da região do rRNA 16S, utilizando as enzimas de 

restrição BsuRI e MboI; e 3) tipagem morfológica, sendo avaliados separadamente e 

por análise polifásica.  

Dentre as ferramentas estatísticas para estudos de agrupamentos,  as 

técnicas hierárquicos são as mais comumente utilizadas (RODRIGUES, 2009). É 

possível dividir as técnicas hierárquicas em dois grandes grupos: técnicas 

aglomerativas, em que cada objeto corresponde a um grupo, e, de acordo com a 

similaridade, os grupos vão sendo unidos, originando novos grupos, até que todos os 

objetos façam parte de um grande grupo, ou técnicas divisivas, onde um grande grupo 

vai sendo dividido até que cada subgrupo seja formado por apenas um objeto (LEAL, 

2004). As técnicas hierárquicas aglomerativas são as mais utilizadas e as 

classificações hierárquicas resultantes podem ser representadas por um 

dendrograma, um modelo de diagrama bidimensional em forma de árvore (LEAL, 

2004; HAIR et al., 2009; RODRIGUES, 2009). 

Um fator de extrema importância nos estudos de agrupamentos, é a definição 

de uma medida de distância ou semelhança, que irá atuar como determinante no 

esquema de aglomeração, definindo o quanto as observações são mais ou menos 

similares (FÁVERO; BELFIORE, 2015). Existem diversas medidas de similaridade, 

entretanto as mais utilizadas são: o coeficiente de correlação de Pearson e a medida 

de distância euclidiana (VALENTIN, 1995; SMOLSKI, 2019).  

Avaliando, unicamente, o dendrograma estabelecido a partir da região 

intergênica (ITS) 16S-23S do rRNA (FIGURA 3), é possível observar, pelas partições, 

a formação de três agrupamentos, o maior deles contendo 15 isolados, seguidos de 

um com quatro e de outro com dois representantes, respectivamente representados 

na Figura 3 pelas cores verde, azul e vermelho. No entanto, considerando um 

coeficiente de similaridade acima de 80%, se observa na Figura 4, a formação de seis 

subgrupos, uma amostra individualizada (isolado 21), apresentando um perfil 
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morfológico único, e um grupo com os isolados um e trinta e sete, agrupados devido 

à baixa qualidade dos perfis polimórficos.  

 

FIGURA 3 – DENDOGRAMA CRIADO A PARTIR DA REGIÃO INTERGÊNCIA (ITS) 16S-23S DO 
rRNA DE RIZOBACTÉRIAS COLETADAS EM SOLOS SOB CULTIVO DE Nicotina tabacum L. 

 

FONTE: O autor (2021). 

 

De acordo com Valentin (2000), é possível avaliar o quanto um dendrograma 

é divergente da realidade através do coeficiente de correlação cofenético, validando 

assim o método de agrupamento. Ainda de acordo com os autores, o coeficiente varia 

entre 0 e 1, e de acordo com Crispim, Fernandes e Albuquerque (2019), um valor igual 

ou maior 0,7 é considerado na literatura como um bom ajuste do método de 

agrupamento escolhido. Porém, em estudos com microrganismos, como é o caso da 

rizobactérias de ambiente agrícola, é necessário ajustar os parâmetros da distância 

euclidiana, a fim de obter maior número de subgrupos que possam revelar, ao nível 

de genes, a biodiversidade ali presente, e como quanto maior o valor do coeficiente 

cofenético, menor é a distorção do dendograma, neste trabalho considerou-se que o 
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valor de coeficiente cofenético que demonstrasse o bom ajuste do método de 

agrupamento fosse igual ou maior que 0,8 (MOREIRA et al., 2016).  

Em estudo de diversidade e filogenia microbiana, o uso de agrupamentos por 

regiões intergênicas tem se mostrado eficiente durante os programas de 

caracterização e seleção de microrganismos. Silva et al. (2017), mostraram que por 

meio da análise da região ITS, foi possível comprovar a diversidade genética existente 

entre bactérias isoladas do sorgo e que estas foram classificadas em oito grupos, com 

semelhança de 60%. Fernandes, Fernandes e Hungria (2003) provaram, através da 

análise por agrupamento da região ITS, a alta variabilidade genética existente entre 

espécies de rizóbios nativas de tabuleiros costeiros. 

Vinticinco, Batista e Lacerda (2018) avaliaram a diversidade de cepas de 

leveduras encontradas em frutas orgânicas com potencial para fermentação cervejeira 

através da análise da ITS, e constataram o crescimento dos gêneros Hanseniaspora 

e Pichi em morangos orgânicos. Além disso, os autores relataram que os gêneros 

encontrados apresentam o potencial biotecnológico alvo do estudo. Ainda, Costa 

(2021) estudou isolados fúngicos coletados em áreas suscetíveis à desertificação, no 

Ceará, com o intuito de selecionar fungos com potencial para atuarem como 

inoculantes na recuperação do solo dessas áreas degradadas. A autora destacou que 

através do sequenciamento da região ITS, foram identificados 22 fungos em seis 

gêneros, sendo os gêneros mais abundantes Aspergillus e Penicillium. Além disso, os 

indivíduos do gênero Aspergillus foram os que se apresentaram mais promissores na 

aplicação-alvo estudada.   

No presente trabalho, três agrupamentos foram obtidos utilizando técnica de 

ARDRA-PCR a partir da enzima BsuRI: um com oito isolados agrupados a 71% pelo 

coeficiente de correlação cofenético, seguido por um grupo com cinco isolados numa 

rama de 99% (FIGURA 4).  

A biologia agrícola tende a apresentar menor diversidade quando sua biota é 

comparada com as de solos sob sistemas nativos (NAVROSKI et al., 2015; HASS et 

al., 2019). Nestas comunidades, prevalecem, ao longo do tempo, os chamados 

indivíduos resilientes. Resiliência, na biologia do solo, é a palavra utilizada para 

descrever a habilidade que comunidades de organismos possuem de retornarem ao 

seu estado original, tanto do ponto de vista taxonômico, quanto do funcional, após um 

impacto ambiental (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Estes habitantes da rizosfera vão 

assumindo os serviços ecossistêmicos na tentativa de manter o equilíbrio metabólico 
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do solo e para isso, as bactérias alçam, quando necessário, de processos como a 

transferência horizontal de genes, uma especialidade promovida pela presença dos 

plasmídeos (MOREIRA et al., 2013; PINTO, 2019; SILVA, 2021). 

O terceiro grupo obtido pelo agrupamento com a enzima BsuRI é composto 

por sete estirpes agrupadas a 66% com poucos ou fracos perfis de bandas observados 

na Figura 4 pela imagem da corrida de eletroforese.  

 

FIGURA 4 – DENDOGRAMA CRIADO A PARTIR DA ARDRA-PCR DA REGIÃO 16S DO rRNA DE 
RIZOBACTÉRIAS COLETADAS EM SOLOS SOB CULTIVO DE Nicotina tabacum L. 

CONSIDERANDO BsuRI COMO ENZIMA DE RESTRIÇÃO 

 

FONTE: O autor (2021). 

 

Com a enzima MboI, foi possível gerar dois grupos, um composto por sete 

isolados e outro com 14 isolados agrupados pela partição a 74% (FIGURA 5). Ambas 

as enzimas reconhecem sítios de restrição de ordem comum, composto por quatro 

bases. Portanto, a probabilidade de se conseguir gerar pelo menos de quatro a oito 

perfis polimórficos pela técnica de eletroforese sob um genoma total de bactérias é 

comumente alcançada (BROWN, 2002; REIS JUNIOR et al., 2002; REIS JUNIOR; 

TEIXEIRA; REIS, 2004).  
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FIGURA 5 – DENDOGRAMA CRIADO A PARTIR DA ARDRA-PCR DA REGIÃO 16S DO rRNA DE 
RIZOBACTÉRIAS COLETADAS EM SOLOS SOB CULTIVO DE Nicotina tabacum L. 

CONSIDERANDO MboI COMO ENZIMA DE RESTRIÇÃO 

 

FONTE: O autor (2021). 

 

Enzimas de restrição, também conhecidas como endonucleases de restrição, 

são enzimas que clivam o DNA em sítios de restrição específicos, previamente 

conhecidos (MOREIRA, 2014). Existem três tipos de endonucleases de restrição: I, II 

e III (BROWN, 2002). Não há controle exato sobre os locais de corte das 

endonucleases do tipo I e III, o que resulta em fragmentos sem precisão, porém, as 

endonucleases do tipo II não possuem essa desvantagem, clivando sempre no 

mesmo local, ou muito próximo dele (BROWN, 2002).  

Posto isto, a baixa qualidade do produto da digestão neste trabalho pode ser 

advinda de diversos fatores, como: a qualidade da água ultra pura utilizada, 

contaminantes advindos da extração do DNA, digestão incompleta devido à metilação 

do DNA e proximidade do local de reconhecimento com o final do fragmento de DNA 

(TFS, 2021). 

Ainda assim, segundo Reis Junior et al. (2002) e Reis Junior, Teixeira e Reis 

(2004), a técnica de ARDRA-PCR é muito utilizada em estudos de biodiversidade e 

filogenia. Khosravi e Dolatabad (2020), por exemplo, realizaram, por meio da ARDRA, 

utilizando a enzima Hpall, a identificação e caracterização molecular de Azotobacter 
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chrococcum e Azhotobacter salinestris, espécies sem diferenças morfológicas e 

fisiológicas significativas. Ainda, Beev et al. (2021), conseguiram identificar espécies 

de Lactobacillus presentes no leite de Búfala, por meio da ARDRA utilizando EcoRI e 

HaeIII, sendo que a espécie dominando foi Lactobacillus casei.   

O dendrograma obtido a partir da tipagem morfológica, realizado utilizando o 

método de Ward, com valores de atributos e o coeficiente cofenético para validação 

(FIGURA 6), conseguiu apresentar três grupos organismos por altos valores 

cofenéticos. No primeiro grupo se identifica cinco isolados agrupados a 99%, o 

segundo grupo é composto por 6 isolados a 62%, mas com uma boa tendência de 

agrupamento, representado pela cor verde. O terceiro agrupamento é representando 

por oito bactérias a 86% de similaridade.  

 

FIGURA 6 – DENDOGRAMA CRIADO A PARTIR DA CARACTERIZAÇÃO MOROFLÓGICA DE 
RIZOBACTÉRIAS COLETADAS EM SOLOS SOB CULTIVO DE Nicotina tabacum L.  

 

FONTE: O autor (2021). 

 

Segundo Moreira (2009) e Ceretta e Aita (2008), é comum encontrar maior 

diversidade morfológica entre bactérias de ambientes abertos, como o solo, porque 

elas são ecologicamente bastantes versáteis no aproveito e transformação de 

nutrientes. Portanto, em cultivos in vitro, estas podem responder às diferenças dos 

compostos expressando distintas características morfológicas. Porém, ainda sim 
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segundo Kock (2014), a tipagem morfológica ainda se caracteriza como um método 

importante para a avaliação de diversidade e seleção de microrganismos. 

Na tentativa de buscar estirpes que possam ser representativas da coleção e 

dos agrupamentos até então obtidos para dar continuidade aos estudos de 

prospecção, o presente trabalho, realizou uma análise polifásica considerando os 

agrupamentos morfológicos e genéticos. Análise polifásica é a combinação de 

diferentes metodologias de identificação, como a morfológica, bioquímica, fisiológica 

e molecular, sendo amplamente utilizada na identificação de microrganismos, 

principalmente entre espécies estritamente relacionadas (MACIEL, 2013).   

O dendrograma da Figura 7, considerando a distância euclidiana a 80%, 

revela três grupos: o primeiro agrupado a 92% composto por cinco isolados e, 

agrupado a este a 81% se soma mais duas estirpes, representados na partição pela 

cor azul; o segundo grupo contém três bactérias agrupadas a 99%; e o terceiro grupo 

contém seis isolados juntos a 74% e associado a este, as bactérias 5 e 15 se incluem 

com 96% de similaridade. Pelo critério de 80% as bactérias 14, 20 e 21 foram 

consideradas indivíduos. 

Pela  Figura 7, o número de agrupamentos se manteve e as amostras 

individualizadas não permaneceram as mesmas, mesmo considerando o 

agrupamento das diferentes regiões genômicas e os caracteres morfológicos ao 

mesmo tempo para estabelecer as ramas e a distância euclidiana. O que se percebe 

é uma repetição no número dos agrupamentos e do perfil das ramas dentro dos 

subgrupos. No entanto, este padrão ainda não se estabelece a partir das estirpes, o 

que pode levar a seguinte consideração: em solos sob cultivo intensivo de agrotóxicos, 

a pressão seletiva já acontece nos primeiros anos de exploração (BELCHIOR et al., 

2014; RIBEIRO, 2019).  
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FIGURA 7 – DENDOGRAMA DA ANÁLISE POLIFÁSICA DE RIZOBACTÉRIAS COLETADAS EM 
SOLOS SOB CULTIVO DE Nicotina tabacum L. 

 

FONTE: O autor (2021). 

 

Os agrupamentos mostram que os manejos ainda não estão selecionando as 

bactérias pelo tempo de exploração. Esta possibilidade se apresenta não só pela 

tipagem morfológica e genética, mas também pelos resultados do teste de Gram. Dos 

21 isolados representantes da coleção dos solos sob cultivo de tabaco, sete foram 

classificados como sendo Gram-positivas, nove como Gram-negativas e cinco 

apresentaram-se transparentes, distribuídos entre os diferentes grupos nas distintas 

análises, inclusive na polifásica. 

Porém, ao se considerar os índices de Shannon-Weaver gerados a partir dos 

grupos formados considerando-se a diversidade morfológica das 278 estirpes, é 

possível observar que os manejos M1, M2 e M3, foram os que apresentaram os 

maiores índices de diversidade, e estes também são aqueles de menor tempo de 

exploração sendo, respectivamente, de 3, 6 e 10 anos sob cultivo do tabaco (TABELA 

2). Os manejos M4 e M5, sob 12 e 40 anos, foram os que apresentaram os menores 

valores para este índice. 
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Ressalta-se que o índice de diversidade de Shannon-Weaver, considera 

espécies raras e abundantes da mesma forma, além de pressupor que todas as 

espécies estão representadas e que estas estão distribuídas aleatoriamente na 

população (SEMENSATTO JÚNIOR, 2003). Além disso, o índice oferece uma 

aproximação do nível de incerteza na previsão de a qual espécie o indivíduo retirado 

aleatoriamente da população pertenceria, levando em consideração riqueza e 

uniformidade (SCOLFORO et al., 2008). Quanto maior o índice de Shannon-Weaver, 

maior é a diversidade encontrada no ambiente (SCOLFORO et al., 2008). 

 

TABELA 2 – ÍNDICES DE DIVERSIDADE E ANÁLISES CONJUNTAS DOS ATRIBUTOS BIOLÓGICOS 
DOS SOLOS SOB CULTIVO DE Nicotiana tabacum L. 

Tratamento Taxa S Dominância 
Índice de 
Shannon-
Weaver 

C-BMS RBS qCO2 
qMIC 
(%) 

UFC  
(10-3) 

M1 18 0,1352 2,446 99,19 0,13 0,0013 7,922524 12000 

M2 15 0,176 2,188 178,85 0,16 0,0008 12,22488 93000 

M3 13 0,180 2,100 66,53 0,26 0,0039 5,032526 23000 

M4 8 0,1828 1,849 227,77 0,06 0,0002 17,69775 39000 

M5 9 0,1734 1,937 269,34 0,15 0,0005 23,7304 13000 

FONTE: O autor (2021).  

 

Semensatto Júnior (2003) afirma que os índices de diversidade são 

ferramentas importantes em pesquisas que abrangem caracterização ambiental e 

monitoramento de ambientes, tendo em vista que expressam, por meio de valores 

numéricos, a complexidade do ambiente e até o nível de estresse em que ele se 

encontra. O autor ainda coloca que muitas vezes o valor dos índices de diversidade 

são reflexos da qualidade do ambiente.  

Carneiro et al. (2012), comprovaram em sua pesquisa que o índice de 

Shannon-Weaver caracteriza-se como sensível na indicação de alterações na 

diversidade de fungos micorrízicos arbusculares de áreas degradadas. Outro trabalho 

como o de Silva, Everton e Melo (2016), utilizou, entre outros, o índice de Shannon-

Weaver na avaliação da qualidade da água do Rio Oricuri, no Pará, e através dele foi 
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possível constatar que o rio apresenta indícios de impacto ambiental por ações 

antrópicas.  

Além dos trabalhos citados, Santos e Barros (2021) realizaram um 

levantamento entomológico de uma área de Caatinga para avaliar a qualidade 

ambiental do fragmento. Os autores, por meio do índice de Shannon-Weaver, que foi 

baixo, concluíram que a área se encontra em um alto grau de degradação.  

Sendo assim, pelo presente trabalho, é possível apontar que o tempo de 

exploração do solo com o cultivo do tabaco reduz a diversidade em aproximadamente 

20% quando comparado o M1, sob três anos de plantio, com M4 e M5, sob 12 e 40 

anos de plantio. O M5, apesar da exploração a cerca de 40 anos, apresenta seu valor 

de diversidade próximo a do M4, sob 12 anos de cultivo, principalmente, devido à 

presença da cobertura verde que ele realiza na entressafra, não deixando o solo 

desnudo e acumulando mais biomassa a ser incorporada durante o preparo do solo 

para o próximo plantio (CARVALHO et al., 2018). 

 A necessidade de proteger a vida dos solos agrícolas vem tomando 

importância emergencial diante das adversidades edafoclimáticas. A tendência nas 

regiões mais produtoras do Brasil são chuvas espaçadas, torrenciais e localizadas 

que precisam ser armazenas no solo para que as plantas cultivadas possam ser 

atendidas na sua necessidade pluviométrica por mais tempo durante os seus 

diferentes ciclos de crescimento (OLIVEIRA, 2019; DINIZ et al., 2021). 

Souza, Borges e Souza (2011) afirmam que o manejo de cobertura vegetal e 

a adubação verde colabora fundamentalmente no auxílio do armazenamento de água 

nos solos. A presença destas plantas também possibilita mitigar os impactos das 

gotas das chuvas, principalmente em terrenos de grande declive, evitando a erosão e 

carreando água filtrada pelas suas raízes, seguindo limpas para os córregos e rios 

próximos às propriedades (ESPÍNDOLA; GUERRA; ALMEIDA, 1997). 

Considerando ainda os índices de Shannon-Weaver gerados pelo estudo de 

diversidade pela região ITS em relação aos outros atributos biológicos avaliados, vale 

ressaltar que os manejos M1 e M3 foram os que apresentaram os valores mais baixos 

de C-BMS, de qMIC e de UFC, confirmando que nestes não há o manejo de nenhuma 

cobertura ou adubação verde, nem tão pouco a aplicação de resíduo orgânico. 

Além do manejo de cobertura, a aplicação de resíduos orgânicos tem sido 

uma alternativa na recuperação da saúde de solos cultivados. No trabalho de 

Machado et al. (2014), os autores observaram que o resíduo orgânico (macrófitas 
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aquáticas) afetou, de maneira positiva, a fertilidade do solo e a comunidade de 

microrganismos edáficos. Melo Neto e Araújo (2016) realizaram um estudo utilizando 

quatro resíduos orgânicos na recuperação de solos degradados: dejeto de suíno, lodo 

de esgoto, esterco bovino e cama de frango, e concluíram que todos proporcionaram 

resultados positivos na fertilidade do solo, porém para diferentes nutrientes.  

Os valores mais altos de qCO2 confirmam o estado exploratório dos M1 e M3. 

Normalmente o qCO2 alto sob baixa condição de C-BMS, é sinal de que aquele 

sistema biológico está se desgastando para manter a respiração que apresenta, isto 

é, em situações de estresse, a qCO2, geralmente, se apresenta com valores mais 

altos, indicando maior consumo de energia, pois o carbono a ser mineralizado é 

advindo de adubos minerais e agroquímicos (CUNHA et al., 2011).  

Quando se observa os agrotóxicos utilizados nestas propriedades (TABELA 

1), o M3 é o que aplica todos os tipos de agentes (fungicidas, herbicidas e inseticidas). 

Ainda, o M1 aplica somente o inseticida no fumo, mas faz todas as aplicações padrões 

da soja e do milho com pouco período de descanso. Ainda sim, pelo pouco tempo de 

uso, o solo tem se mantido produtivo.  

Considerando os valores de produtividade, é possível observar que o M1 (120 

mil/pés/ano), o mais recente, ainda possui nutrientes armazenados para salvaguardar 

a produção de grão. O M2 e M3, apresentaram os piores valores de produtividade (50 

mil/pés/ano), valor este, esperado para o M3 devido à condução altamente 

exploratória, porém para o M2, este valor de produtividade só pode ser advindo da 

falta de boas práticas de manejo, de um solo com histórico de contaminação ou ainda 

de baixa fertilidade. A produtividade do M5 (110 mil/pés/ano) se apresenta a contento 

quando comparado com a média de produtividade da época de avalição (90 

mil/pés/ano). 

Vale ainda ressaltar que, um dos grandes impactos do cultivo do fumo é o 

preparo do solo para o plantio. No entanto, os dados coletados pelas indústrias de 

tabaco na assistência aos produtores mostram que a aplicação de práticas de cultivo 

que primam pela conservação do solo tem aumentado de maneira significativa. 

Atualmente, 76% das lavouras de tabaco são cultivas usando as técnicas de plantio 

direto ou cultivo mínimo (SINDITABACO, 2020).  

Estudos mostraram que no ano de 2007, 83% dos fumicultores ainda 

utilizavam técnicas tracionais, utilizando a aeração do solo na preparação do solo das 

lavouras, enquanto apenas 17% já utilizavam de técnicas conservacionistas 
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(SINDITABACO, 2020). Entretanto, em 2011 e 2014 a porcentagem de fumicultores 

que recorreram a técnicas conservacionistas ultrapassou a porcentagem do 

fumicultores que utilizavam técnicas tradicionais. A utilização de técnicas como o 

plantio direto e cultivo mínimo aumentou em mais de 25% dos cultivos, enquanto que 

a porcentagem de fumicultores que utilizam de técnicas convencionais diminuiu em 

mais da metade (SINDITABACO, 2020). 

É importante relembrar que o cultivo mínimo se caracteriza como o método 

em que o produtor diminui ao máximo o uso de maquinários, objetivando menor 

revolvimento e compactação do solo, e aplica cobertura no solo, a fim de proteger 

parcialmente a superfície, enquanto que o plantio direto na palha, visa evitar o 

revolvimento do solo, fazendo com que a palhada dos cultivos de cobertura sobre a 

sua superfície seja preservada (SINDITABACO, 2015). 

Portanto, vale ressaltar que se estes manejos não agregarem mais técnicas 

conservacionistas no histórico das suas conduções, os índices de diversidade 

alcançados poderão cair para os níveis de exploração de longo prazo. 
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5 CONCLUSÃO 

 

O índice de diversidade de Shannon-Weaver mostrou que, comparando os 

valores da área M1, com apenas três anos de cultivo, com os da área M4 e M5, que 

possuem, respectivamente, 12 e 40 anos de cultivo, a diversidade diminuiu em mais 

de 20%. Porém, através da análise polifásica, concluiu-se que os manejos ainda não 

estão selecionando as bactérias pelo tempo de exploração. 

Os valores de C-BMS, alcançados pelos manejos M2, M4 e M5, refletem os 

ganhos biológicos que o sistema recebeu através dos manejos de cobertura verde, 

rotação e/ou adubação orgânica. O baixo qCO2 destes manejos aponta para o 

acúmulo do bom carbono advindo dos resíduos orgânicos, das raízes e das palhadas. 

Isto se reflete de forma contrária em relação aos manejos M1 e M3, não só pelos 

valores C-BMS, mas de qCO2, qMIC% e UFC.   

Os impactos do preparo de solo para o plantio do tabaco, somados a uma 

exploração intensiva, observados pelos valores obtidos para os M1 e M3, apontam 

que devem, urgentemente, buscar adotar mais práticas sustentáveis, de modo a não 

prejudicarem a saúde destes solos cultivados.  
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