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RESUMO 

A fração viva do solo é essencial para seu funcionamento, sendo a esta atribuídos 
muitos processos que regem a manutenção e a funcionalidade do mesmo. A rizosfera 
refere-se à região do solo influenciada pelas raízes, com máxima atividade 
microbiana. O nitrogênio (N) é um nutriente importante para as plantas e influencia o 
crescimento das raízes. Assim, a fertilização com este nutriente pode contribuir com 
o desenvolvimento da planta e, consequentemente, pode moldar a comunidade 
microbiana rizosférica. Este estudo levantou a hipótese de que bactérias rizosféricas, 
principalmente ligados à ciclagem de N, poderiam ser influenciados pela fertilização 
com N. O milho foi cultivado (hibrido AG1061) em tratamentos não fertilizados e N-
fertilizados e a comunidade bacteriana rizosférica foi avaliada por sequenciamento de 
16S rRNA. Observou-se que a comunidade bacteriana rizosférica em estudo 
apresentou maior riqueza nas amostras sem N, além de apresentar comunidade 
bacteriana distinta e predominância de Actinobacteria em comparação ao milho 
fertilizado com N. Bacillus aumentou na rizosfera do milho fertilizado com N, enquanto 
Sphingomonas, Bradyrhizobium e Rhizobium aumentaram na rizosfera não fertilizada. 
As bactérias generalistas superaram as especialistas na rizosfera do milho fertilizado 
com N. Os resultados deste estudo confirmam que o N é um nutriente importante que 
influencia a comunidade microbiana rizosférica do milho. 

PALAVRAS CHAVES: METAGENÔMICA, ZEA MAYS, ADUBAÇÃO; DNA DO SOLO; 
MICROBIOLOGIA DO SOLO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRATCT 

The living fraction of the soil is essential for its functioning, being attributed to many 
processes that govern its maintenance and functionality. The rhizosphere refers to the 
soil region influenced by the roots, with maximum microbial activity. Nitrogen (N) is an 
important nutrient for plants and influences root growth. Thus, fertilization with this 
nutrient can contribute to plant development and, consequently, can shape the 
rhizospheric microbial community. This study hypothesized that rhizospheric bacteria, 
mainly linked to N cycling, could be influenced by N fertilization. Maize was grown 
(hybrid AG1061) in unfertilized and N-fertilized treatments and the rhizospheric 
bacterial community was evaluated by sequencing of 16S rRNA. It was observed that 
the rhizospheric bacterial community under study showed greater richness in samples 
without N, in addition to presenting a distinct bacterial community and predominance 
of Actinobacteria compared to corn fertilized with N. Bacillus increased in the 
rhizosphere of corn fertilized with N, while Sphingomonas, Bradyrhizobium and 
Rhizobium increased in the unfertilized rhizosphere. Generalist bacteria outperformed 
specialists in the rhizosphere of N-fertilized maize. The results of this study confirm 
that N is an important nutrient that influences the rhizospheric microbial community of 
maize. 
KEYWORDS: METAGENOMICS, ZEA MAYS, FERTILIZATION; SOIL DNA; SOIL 
MICROBIOLOGY. 
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1. INTRODUÇÃO 

O milho (Zea mays L.) está entre os principais cereais cultivados no Brasil, 

sendo de grande importância econômica, social e cultural. Na safra 2021/2022 

foram cultivados cerca de 15,9 milhões de hectares da cultura no país, com 

produtividade média de 4.189 kg ha-1, havendo uma perspectiva global de 

aumento na demanda e no preço do produto (CONAB 2022).  

Os macronutrientes mais requeridos pelas plantas são o nitrogênio (N), o 

potássio e o fósforo. A cultura do milho é, geralmente, influenciada por problemas 

de estresse ambiental, dentre os quais se destacam aqueles relacionados à baixa 

fertilidade natural dos solos brasileiros, principalmente, em termos de 

disponibilidade de nitrogênio (N). (Júnior FB et al., 2000). 

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é realizada por representantes de 

diversos grupos filogenéticos bacterianos, que são denominados diazotróficos. As 

bactérias dizotróficas podem promover o crescimento vegetal tanto pela FBN como 

pela produção de substâncias que auxiliam o crescimento radicular, como o ácido 

indol acético, entre outros (De Souza Moreira et al., 2010). 

A fração viva do solo é essencial para seu funcionamento, sendo a esta 

atribuídos muitos processos que regem a manutenção e a funcionalidade do 

mesmo. A rizosfera refere-se à região do solo influenciada pelas raízes, com 

máxima atividade microbiana. O crescimento das plantas é controlado 

substancialmente pelo solo na região radicular, um ambiente que a própria planta 

ajuda a criar e onde a atividade microbiana associada exerce diversas atividades 

benéficas (Emprapa, 2022). 

A região rizosférica fornece um abrigo para a troca de componentes 

bioquímicos que estabelecem relações interespécies entre as raízes e os 

microrganismos (Upadhyay et al., 2022). A superfície da raiz ou do rizoplano é o 

local onde se produz o intercâmbio de sinais químicos que definem as 

interações microorganismos-planta-solo.  

A composição das comunidades bacterianas (CBs) no solo sem influência da 

raiz (Solo não rizosférico) e da rizosfera é muito diferente, o que sugere uma forte 

seletividade, que aumenta nos ambientes microbianos não próprios edáficos das 

plantas, como a endosfera (região dentro dos órgãos vegetais aéreos e 
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subterrâneos) e da filosfera (faixa circunscrita pelas superfícies vegetais) 

(Salamone, 2022). 

As raízes das plantas liberam exsudatos que alimentam as atividades 

microbianas e podem estruturar as CBs da rizosfera, mas como diferentes 

espécies de plantas usam seu exsudato radicular para potencialmente selecionar 

diferentes bactérias do solo na rizosfera não é bem compreendido. Resultados de 

estudos em plantas demonstram que os exsudatos radiculares de uma 

determinada espécie de planta têm o potencial de estimular ou suprimir bactérias 

do solo e sugere um mecanismo que diferentes espécies de plantas usam para 

selecionar seu conjunto específico de bactérias da rizosfera. (Dhungana et al., 

2022)  

Pesquisas destacam métodos que avaliam a diversidade metabólica e métodos 

moleculares utilizados para alcançar maior número de espécies e avaliar melhor a 

estrutura da comunidade bacteriana. Entre outros, como a análise do rDNA 

ribossomal (16S rDNA) para bactérias, a partir da amplificação por PCR (Reação 

em cadeia da Polimerase), e a eletroforese em gel de gradiente desnaturante 

(DGGE) (Oliveira et al., 2009) 

Com isso, a hipótese deste estudo propõe que as plantas com adubação 

nitrogenada atraem uma comunidade bacteriana distinta na rizosfera. O objetivo 

deste trabalho foi avaliar a influência do N sobre estrutura, diversidade e 

composição da comunidade bacteriana (CB) na rizosfera do milho. 
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2.REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Diversidade microbiana na rizosfera  

 

Em cada sistema, cada planta é o resultado de todas as interações entre esta 

e os microrganismos associados, que, em seu conjunto, podem ser descritos 

como microbiota ou microbioma. A planta e seu microbioma, que é o conjunto de 

genomas microbianos, são muito dependentes de um outro (Salamone, 2022). 

A rizosfera é a região do solo onde ocorrem diversos processos biológicos e 

bioquímicos em interação com as raízes das plantas (Moreira, 2006). A fração viva do 

solo é essencial para seu funcionamento, sendo a esta atribuídos muitos processos 

que regem a manutenção e a funcionalidade dos solos. No entanto, o desempenho 

de funções similares em solos distintos pode ser tanto realizado pelo mesmo grupo 

de organismos, ou por organismos distintos, o que leva à necessidade de 

compreender a composição e o funcionamento metabólico do microbioma dos solos 

que sustentam os biomas brasileiros. (Cardoso et al. 2016) 

Estudos revelam que a qualidade do solo pode ser estimada e quantificada 

através da avaliação de parâmetros físicos, químicos, bioquímicos e biológicos. No 

que diz respeito aos parâmetros biológicos, os microorganismos do solo e suas 

funções foram reconhecidos como componentes integrais da qualidade do solo 

indispensáveis ao desempenho de suas funções (Morales et al., 2021).  

Uma série de fatores influenciam na composição do microbioma da rizosfera, 

como as características químicas e físicas dos solos, o tipo de planta, taxas de 

precipitação, entre outros. O crescimento das plantas leva a seleção de 

microorganismos que irão habitar essa fração de solo mais próxima das raízes, 

conhecida como rizosfera, e levar ao estabelecimento dessa interação vital para o 

crescimento e o desenvolvimento das plantas. (Cotta et al. 2019) 

Espécies vegetais se relacionam com microorganismos em múltiplas esferas 

mediadas por suas estruturas, como folhas e raízes, por exemplo.  Essa interação 

mediada pelas raízes ocorre principalmente no âmbito da rizosfera, que corresponde 

a fração do solo que sofre uma forte pressão de seleção devido a liberação pela planta 

de diversos compostos (exsudatos) que altera a dinâmica do solo. (Cotta et al. 2019) 

Devido não só a quantidade, mas também à diversidade de compostos 

orgânicos depositados na rizosfera, assim como o ambiente físico-químico, a 

https://paperpile.com/c/j4VRC9/d0Ku
https://paperpile.com/c/j4VRC9/KCFL
https://paperpile.com/c/j4VRC9/KCFL
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quantidade de diversos tipos de microrganismos na rizosfera pode exceder mais de 

mil vezes aquela do solo não rizosférico (Moreira, 2006).  

Regiões mais próximas às raízes, principalmente o rizoplano e a rizosfera, são 

os locais preferenciais de colonização de microrganismos, sendo essa predileção 

relacionada à sinalização molecular entre plantas e microrganismos ou à grande 

disponibilidade de nutrientes oriundos da exsudação radicular no qual contribui com o 

metabolismo, multiplicação de células microbianas e interação entre as essas 

comunidades. (Costa et al. 2014) 

Os compostos secretados pela raiz da planta determinam a composição do 

microbioma além de estimular ou reprimir membros da comunidade microbiana (De 

Faria et al., 2021). Dentre os microrganismos probióticos que habitam o rizoplano 

encontramos as rizobactérias promotoras do crescimento vegetal ou PGPR, que 

incluem os gêneros cultiváveis  Bacillus, Azospirillum, Pseudomonas, Azotobacter, 

Pantoea, Burkholderia e Streptomyces (Marrero et al., 2015). 

Interações estabelecidas entre os microorganismos podem ser positivas como 

por exemplo a cooperação, como negativas, no caso da competição. Diversos autores 

argumentam que o ambiente rizosférico é um nicho extremamente competitivo em 

função de sua alta abundância microbiana, intensificando as disputas pela ocupação 

de nichos e obtenção de nutrientes. (Pii et al. 2015) 

A compreensão das interações entre a planta hospedeira e seu 

microbioma desempenha um papel fundamental para garantir a saúde e produtividade 

da mesma, pois a microbiota pode interferir no crescimento de diversas culturas em 

seus vários estágios de desenvolvimento (De Faria et al., 2021). 

Estudos mais recentes, nos quais os microbiomas da rizosfera foram 

caracterizados com base na extração direta do DNA total da comunidade, também 

fornecem fortes evidências para microbiomas específicos de espécies de plantas. 

(Cotta et al. 2019) 

Dessa forma, estudos baseados na ecologia microbiana da rizosfera buscam 

conhecer a diversidade em comunidades bacterianas que são selecionadas na 

rizosfera de diferentes espécies de plantas, bem como as funções metabólicas e 

genéticas dessas comunidades. 

 

2.2 Importância do nitrogênio para as plantas 

 

https://paperpile.com/c/j4VRC9/d0Ku
https://paperpile.com/c/j4VRC9/hhNM
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/bacilli
https://paperpile.com/c/j4VRC9/E0wW
https://paperpile.com/c/j4VRC9/KCFL


14 

 

A produção de culturas perenes de bioenergia em terras agrícolas que não são 

ideais para culturas alimentares pode mitigar as emissões de óxido nitroso e reduzir a 

perda de nutrientes ao produzir matérias-primas de bioenergia . A capacidade das 

culturas bioenergéticas de fornecer esses múltiplos serviços ecossistêmicos depende 

das interações entre o ciclo do N do solo e o sistema de produção de bioenergia, mas 

nossa compreensão dessas interações é limitada (Kim et al., 2022).  

O nitrogênio (N) é um dos macronutrientes demandados em maior quantidade 

pelos cultivos agrícolas e está intimamente relacionado com a produtividade e 

qualidade de grãos, tornando-se essencial e frequentemente limitante na produção 

agrícola. Desempenha papel chave na obtenção de altas produtividades, uma vez que 

ele ocupa posição de destaque na nutrição mineral de plantas (Vieira, 2017).  

No entanto, ainda existem dúvidas sobre a influência que esse nutriente pode 

exercer sobre o crescimento da planta e a qualidade das raízes de reserva (Nunes et. 

al., 2016). Autores enfatizam que as funções básicas do N estão interligadas ao 

crescimento e a cor verde escura das plantas, além de promover o desenvolvimento 

do sistema radicular, o que ajuda na a absorção dos outros nutrientes presentes no 

solo (Thomé et al., 2010) 

A absorção de nitrogênio pela planta ocorre na forma de amônio (NH4+) ou de 

nitrato (NO3-), porém estas formas representam menos de 2% do nitrogênio total do 

solo, e a maior parte do nitrogênio absorvido pela planta deriva-se da mineralização 

do nitrogênio orgânico ou da aplicação de nitrogênio na forma mineral. (Shimada et 

al. 2021). Diversos estudos avaliaram os efeitos da concentração de fertilizantes 

nitrogenados no crescimento e produtividade da planta (Thomé et al., 2010; Bertoncelli 

et al., 2017; Leite et al., 2017)   

O crescimento e produção do vegetal está associado ao excesso ou deficiência 

de N podendo ser prejudicial à planta (Alves, DKM et al. 2020). Por exemplo, quando 

a demanda de nitrogênio não é adequada, o crescimento é retardado e esse é 

mobilizado das folhas mais velhas para as áreas de novo crescimento (Batista et al., 

2003).  

Embora o ciclo global de nitrogênio (N) seja amplamente conduzido 

por bactérias do solo , os exsudatos das raízes das plantas podem modificar 

profundamente as CBs do solo e influenciar suas transformações de N (Coskun et al., 

2017).  

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/perennials
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/bioenergy
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/nitrous-oxide
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/feedstock
https://paperpile.com/c/j4VRC9/KJOP
https://paperpile.com/c/j4VRC9/KJOP
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/soil-microflora
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/root-exudate
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Estudos detalhados mostram o controle que os exsudatos radiculares exercem 

sobre dois processos principais de N no solo: nitrificação e FBN. Ainda foram 

discutidos avanços recentes nesta área, incluindo a identificação de exsudatos 

radiculares como inibidores da nitrificação e como compostos sinalizadores que 

facilitam a simbiose de aquisição de N. Indicamos lacunas no conhecimento atual, 

incluindo questões de como os exsudatos das raízes afetam os agentes microbianos 

recém-descobertos e os componentes do ciclo N (Coskun et al., 2017). 

Pesquisas evidenciam que a eficiência na utilização do N pela planta considera 

os aspectos de absorção e metabolização deste elemento. Resultados anteriores 

abordam o metabolismo do nitrato e do amônio e discutem as principais regulações 

metabólicas relacionadas à absorção e assimilação do nitrogênio nas plantas bem 

como os mecanismos de regulação do metabolismo do N na planta durante o seu ciclo 

(Oliveira et al., 2009).  

Com isso, podemos concluir que a demanda de nitrogênio pelas plantas varia 

com a espécie, e o teor de nitrogênio também varia com a parte da planta analisada. 

Estudos sobre a dosagem ideal de nitrogênio para o cultivo de diversas espécies de 

importância econômica têm sido amplamente analisadas.  

Dada a sua importância e a alta mobilidade no solo, o nitrogênio tem sido 

intensamente estudado, no sentido de maximizar a eficiência do seu uso. Para tanto, 

tem-se procurado diminuir as perdas do nitrogênio no solo, bem como melhorar a 

absorção e a metabolização do N no interior da planta. (Bredemeier et al., 2000) 

 

2.3 Efeito do nitrogênio sobre a comunidade bacteriana na rizosfera 

 

As transformações microbianas do nitrogênio (N) no solo podem ser afetadas 

pelas práticas de manejo da saúde do solo (Hu et. al., 2021). As plantas geralmente 

mostram diferentes respostas em sua fisiologia e crescimento às fontes de N 

utilizadas. A absorção do nitrato ocorre pelo processo ativo em sistema simporte, 

contra um potencial eletroquímico, com transporte simultâneo de H+ e NO3- para 

dentro das células numa relação de 2:1, sendo o custo energético para esta absorção 

de 2 moles de ATP para cada mol de NO3-absorvido. (Taiz et al. 2017) 

A capacidade de um organismo obter sua nutrição nitrogenada de uma fonte 

inexplorada pela maioria de seus competidores é uma vantagem no ambiente 

rizosférico (Cardoso et al., 2016). Determinadas bactérias utilizam como fonte de 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/root-exudate
https://paperpile.com/c/j4VRC9/6yoP
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nitrogênio para o seu metabolismo o enorme reservatório gasoso da atmosfera e estas 

possuem a capacidade de catalisar a redução do nitrogênio molecular à amônia e 

incorporar esse nitrogênio em suas moléculas orgânicas (aminoácidos e proteínas), 

processo denominado de Fixação Biológica do Nitrogênio (FBN) (Newton, 2000).  

Algumas rizobactérias são importantes bactérias fixadoras de nitrogênio 

atmosférico com destaque para as afiliadas aos gêneros Azotobacter, Acetobacter, 

Azospirillum, Burkholderia, Pseudomonas e Bacillus (KLOEPPER et al., 1989). 

Rizobactérias de uma variedade local de milho e de uma variedade híbrida de milho 

foram isoladas e identificadas exibindo características promotoras do crescimento 

vegetal (Chinakwe et al., 2019). 

Algumas PGPRs diazotróficas fornecem às suas plantas hospedeiras uma 

parte da quantidade do nitrogênio fixado que elas precisam; entretanto, o nitrogênio 

fixado é somente um componente menor do benefício geral para a planta (Chanway 

e Holl, 1991).  

Com isso, o nitrogênio fixado por associações microbiológicas pode representar 

uma alternativa de substituição para os fertilizantes químicos nitrogenados, com as 

vantagens de ser mais viável economicamente e não poluir o meio ambiente, sendo 

uma possibilidade de prevenir a degradação do meio e aumentar a segurança 

alimentar; também pode oferecer subsídios à agricultura de subsistência devido ao 

baixo custo dos inoculantes. (De Lima et al. 2021) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://paperpile.com/c/j4VRC9/Rjsz
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Instalação, condução e coleta do experimento 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação da Universidade Federal 

do Piauí (05º 05’ S; 42º 48’ W. 75 m) utilizando vasos plásticos (3,0 L) preenchidos 

com solo (Fluvic Neossol). As amostras de solo (0-20 cm de profundidade) foram 

coletadas de parcelas experimentais com histórico de cultivo de milho.  

Foram determinadas as propriedades químicas do solo, sendo o pH, Ca, Mg, K 

trocável e o P disponível estimado de acordo com a EMBRAPA (1997). O C orgânico 

total (COT) foi determinado de acordo com Yeomans e Bremner (1988). As 

propriedades químicas do solo estão de acordo com a Tabela 1. 

 

Tabela 1- Propriedades químicas do solo. Teresina, Pi, 2022. 

pH COT Ca Mg K P 

6,0 5,3 g kg-1 1,8 cmolc kg-1 0,5 cmolc kg-1 38,2 mg kg-1 4,3 mg kg-1 

 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dois 

tratamentos (não adubado e N adubado) em quatro repetições. A adubação 

nitrogenada consistiu em 334 mg de uréia por vaso, o que equivale a 100 kg de N por 

hectare. Sementes de milho (Zea mays L.), do cultivar hibrido AG1061, foram 

desinfestadas na superfície (hipoclorito de sódio 5% por 3 min) e lavadas com água 

destilada estéril.  

Foram semeadas cinco sementes por vaso e oito dias após a germinação, as 

plantas foram desbastadas, deixando-se uma planta por vaso. Tanto os vasos não 

adubados quanto os adubados com N receberam 410 mg de superfosfato simples 

(100 kg por ha) e 225 mg de cloreto de potássio (60 kg por ha). Os vasos foram 

irrigados diariamente com água esterilizada para manter a umidade do solo a 70% da 

capacidade de campo.  

As plantas foram coletadas 50 dias após a emergência das plantas (estágio de 

floração) e a amostragem do solo rizosférico foi realizada da seguinte forma: as raízes 

e o solo aderente de cada planta foram colocados em uma peneira de malha de 1 mm 

e lavados com um jato suave de água da torneira para remover a solo.  

Todas as amostras de solo foram armazenadas a -20 °C até a extração e 

análise do DNA. C e N da biomassa microbiana do solo foram estimados usando o 
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método de extração-fumigação com clorofórmio de acordo com Vance et al. (1987). A 

parte aérea foi separada das raízes, secas (65°C; 72 h) e pesadas para determinar a 

massa da matéria seca da parte aérea (SDW) e das raízes (RDW). O teor de N total 

na parte aérea foi estimado pelo método de Kjeldahl. 

 

3.2 Extração e sequenciamento de DNA 

 

O DNA foi extraído de 0,5 g (peso úmido total) de solo usando o Power Lyzer 

Power Soil DNA Isolation Kit (MoBIO Laboratories, Carlsbad, CA, EUA), de acordo 

com as instruções do fabricante. A extração de DNA foi realizada em triplicata para 

cada amostra de solo. A qualidade e a concentração do DNA extraído foram 

determinadas com o espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, 

EUA). 

A região V4 do gene 16S rRNA foi amplificada com primers de região específica 

(515F/806R) (Caporaso et al., 2011). Cada reação de PCR de 25 μL continha o 

seguinte: 12,25 μL de água sem nuclease (Certified Nuclease-free, Promega, 

Madison, WI, EUA), 5,0 μL de solução tampão 5x (MgCl2 2Mm), 0,75 μL de solução 

de dNTP's de DNA modelo.  

Além disso, uma reação de controle foi realizada pela adição de água em vez 

de DNA. As condições para PCR foram: 95°C por 3 minutos para desnaturar o DNA, 

com 35 ciclos a 98°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos e 72°C por 30 

segundos, com extensão final de 3 min a 72°C para garantir o alongamento completo. 

Após a indexação, os produtos de PCR foram limpos com Agencourt AMPure 

XP – PCR purification beads (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA), de acordo com o 

manual do fabricante, e quantificados com o kit de ensaio dsDNA BR (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) em um fluorômetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).  

Uma vez quantificadas, as concentrações equimolares de cada biblioteca foram 

reunidas em um único tubo. Após a quantificação, a molaridade do conjunto foi 

determinada e diluída para 2 nM, desnaturada e, em seguida, diluída para uma 

concentração final de 8,0 pM com um pico PhiX de 20% (Illumina, San Diego, CA, 

EUA) para carregamento no Illumina MiSeq máquina de sequenciamento (Illumina, 

San Diego, CA, EUA). 
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3.3 Análise de dados 

 

Os dados de sequência bruta foram processados usando QIIME versão 1.9.1 

(Caporaso et al. 2011). Resumidamente, as sequências foram desmultiplexadas, 

filtradas e quiméricas e as sequências de baixa qualidade foram removidas para 

procedimentos posteriores.  

Aproximadamente 298.774 sequências de alta qualidade foram obtidas, com 

uma média de ~27.161 sequências por amostra. Singletons e doubletons foram 

removidos, e as amostras foram rarefeitas para 27.003 sequências, seguindo o 

número da amostra mais baixa. A afiliação taxonômica foi realizada com 97% de 

similaridade utilizando a base de dados SILVA v. 138 (Quast et al., 2013), e a matriz 

gerada foi posteriormente utilizada para análises estatísticas. Arquivos FASTQ brutos 

estão disponíveis no Mendeley Data System. 

Para análise estatística, a homogeneidade-normalidade das variâncias dos 

dados foi verificada pelos testes de Levene e Shapiro-Wilk. Além disso, adotamos o 

teste ANOVA, e as médias dos grupos foram comparadas pelo teste de Tukey (5%). 

Métricas de diversidade alfa, por exemplo, riqueza microbiana (ou seja, número de 

OTU) e índice de diversidade de Shannon foram calculados.  

Correlacionamos a estrutura bacteriana com as propriedades químicas da 

planta usando análise de redundância baseada em distância (db-RDA) juntamente 

com uma análise de variância permutacional multivariada (PERMANOVA) para 

verificar as diferenças entre os grupos (Anderson 2001). A composição microbiana foi 

comparada entre os tratamentos com base no nível de filo. Além disso, acessamos as 

funções microbianas putativas usando a abordagem FAPROTAX v. 1.2.3 incluindo 

todos os gêneros detectados (Louca et al. 2016).  

O teste de correlação de postos de Spearman foi aplicado para acessar a 

relação entre grupos bacterianos com propriedades químicas da planta. Por fim, a 

ocupação do nicho foi analisada por meio da metodologia de classificação multinomial 

de espécies, colocando as comunidades bacterianas em especialistas, generalistas e 

grupos ecológicos raros (Pedrinho et al. 2020). 
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4. RESULTADOS   

4.1 Estrutura e diversidade da comunidade bacteriana 

 

Usando a análise RDA (Análise de redundância das comunidades microbianas) 

para comparar a CM em solo não rizosferico e rizosfera de milho, foi possível observar 

nos dois eixos 97% de similaridade total dos dados na estrutura das CB encontradas 

nesses ambientes com uma diferença significativa (p< 0,05) para a dose de N aplicada 

(PERMANOVA F= 3,4547; P= 0,0009), sendo o eixo x explicado por 76,27% e o eixo 

y explicado por 21,2% (Fig.1(a)).   

As principais características avaliadas foram a Biomassa bacteriana (MBC), 

massa da matéria seca da parte aérea da planta (SDW), massa da matéria seca da 

raiz (RDW) e Nitrogênio na planta (N-plant). Nota-se uma maior correlação entre as 

características da planta na rizosfera com aplicação de Nitrogênio, evidenciando um 

maior agrupamento com valores mais elevados no crescimento da SDW e MBC (Fig. 

1(a)).  

Quanto à riqueza microbiana, a maior variação ocorreu na rizosfera sem 

adubação nitrogenada com aproximadamente 2500 OTUs (Fig. 1(b)). Havendo uma 

diferença significativa em comparação com solo não rizosférico onde apresentou uma 

média de 1000 OTUs, no entanto entre as duas rizosferas não foi observado uma 

grande divergência (Fig. 1(b)).  

A diversidade da CB apresentou menor índice em solo não rizosférico efeito 

contrário mostrou-se na rizosfera com nitrogênio, não expressando diferença 

significativa em comparação com a rizosfera sem nitrogênio (Fig. 1(c)). Assim, a maior 

riqueza de espécies foi observada em rizosfera sem nitrogênio enquanto que valores 

mais elevados da diversidade foram evidenciados na rizosfera nitrogenada.  
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Figura 1. Estrutura e diversidade das comunidades microbianas em bulk soil e rizosfera de milho com e sem adubação nitrogenada. 

(a) Análise de redundância das comunidades microbianas comparando bulk soill e rizosfera de milho com e sem adubação 

nitrogenada. (b) Medições do índice de riqueza e diversidade de Shannon das comunidades microbianas no nível da OTU. As barras 

de erro representam o desvio padrão de três réplicas independentes. Diferentes letras minúsculas referem-se a diferenças 

significativas entre cada pool com base no teste HSD de Tukey (p < 0,05).  
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4.2 Composição da comunidade microbiana  

 

A análise da composição taxonômica da CB foi avaliada em nível de filo, sendo 

as mais abundantes em ordem crescente Proteobacterias, Actinobacterias, 

Firmicutes, Acidobacterias, Chloflexi e Planctomycetes Fig. 2(a). As Proteobacterias 

foram menos abundantes no solo não rizosférico em comparação entre rizosfera com 

e sem adubação nitrogenada. Não há diferença significativa na variação das 

Actinobacterias nos três tratamentos.  

Quanto às Firmicutes podemos notar uma maior quantidade na rizosfera N-

fertilizada. O filo Acidobacterias mostrou-se em menor quantidade em solo não 

rizosferico quando comparado entre as rizosferas. Já para as Chloflexi e 

Planctomycetes não foi observada diferenciação na abundância entre as três 

amostras de solo. 

Observamos diferentes padrões quando comparamos grupos bacterianos 

específicos em solos não rizosferico e rizosfera N-fertilizada e não fertilizada (Fig 2. 

(b)). Dentre eles Bacillus obteve resultados inferiores na rizosfera sem N. 

Sphingomonas foi menos abundante na rizosfera nitrogenada e Norcadiodies 

mostrou-se menos evidente em solo não rizosférico. 
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Figura 2. Composição da comunidade microbiana em builk soil e rizosfera de milho com e sem adubação nitrogenada baseada no 

gene 16S rRNA. Gráfico de barras mostrando a abundância diferencial de filos entre solo a granel e rizosfera de milho com e sem 

adubação nitrogenada. Diferentes letras minúsculas referem-se a diferenças significativas entre cada pool com base na análise de 

LEfSe (p < 0,05)
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4.3 Ocupação de nicho e correlação 

 

A análise da ocupação de nicho mostrou resultados distintos em comparação 

com solos não rizosféricos e rizosféricos Fig.3. As bactérias generalistas superaram 

as especialistas nos três tipos de tratamentos. Sendo que na rizosfera especialistas 

com N exibiram valores de 8,9% e especialistas sem N 2,7% Fig. 3(a).  

 Uma proporção semelhante da comunidade bacteriana foi vista comparando 

especialistas em solos volumosos sem fertilização N (14,5%) entre especialistas na 

rizosfera sem N (32,8%) Fig. 3(b), e especialistas em solos volumosos com adubação 

nitrogenada (12,9%) entre especialistas na rizosfera com N (35,5%) Fig. 3(c). 
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Figura 3. Método de classificação multinomial de espécies (CLAM) para o teste de ocupação de nicho baseado em comparação de 

pares. Os generalistas (cinza), especialistas (verde e azul) e raros (preto) são indicados com seus respectivos percentuais.
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4.4 Correlação com os caracteres agronômicos  

 

Analisou-se os parâmetros entre solo e planta dentre eles: carbono microbiano, 

nitrogênio microbiano, massa da matéria seca da parte aérea, massa da matéria seca 

da raiz, nitrogênio na planta e diâmetro das folhas. Foram observadas correlações 

positivas (na cor azul) e negativas (na cor vermelha), respectivamente, entre os filos 

bacterianos individuais encontrados na rizosfera N-fertilizada com características de 

desempenho da planta (Fig. 4).   

O componente que obteve maior destaque com correlações positivas foi o 

carbono microbiano, sendo evidenciado nos filos Cyanobacterias, Patescibacteria, 

Bacteroidetes e Firmicutes. Para o item nitrogênio na planta os maiores índices foram 

as Cyanobacterias, Bacteroidetes e Firmicutes. Quanto ao diâmetro nas folhas houve 

similaridade positiva entre Bacteroidetes e Firmicutes. O nitrogênio microbiano obteve 

maiores índices entre Actinobacterias e Proteobacterias. E por fim, Bacteroidetes 

apresentou relação positiva entre a massa seca da parte aérea da planta e 

Cyanobacterias com a massa seca da raiz (Fig. 4).  

No que diz respeito à correspondência negativa apenas os parâmetros carbono 

microbiano e diâmetro das folhas foram mais explícitos em Thaumarchaeota, e a 

massa seca das raízes no filo Verrucomicrobia (Fig. 4).  
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Figura 4. Mapa de calor mostrando os coeficientes de correlação de classificação de 

Spearman e significância estatística entre a abundância de filos e os parâmetros do 

solo e da planta. As cores azul e vermelho indicam correlações positivas e negativas 

significativas, respectivamente (P < 0,05). 

 

4.5 Perfil funcional da comunidade bacteriana 

 

Com intuito de averiguar o efeito da aplicação de N na abundância de funções 

bacterianas potenciais, foi realizada uma predição funcional da comunidade 

bacteriana associada aos genótipos do milho nos três tratamentos estudados (Fig. 5). 

As funções avaliadas foram: fixação de nitrogênio, quimioheterotrofia, fotoautotropia 

oxigênica, ureólise, redução de nitrato, degradação de compostos aromáticos, 
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oxidação de manganês, oxidação de amônia aeróbica, nitrificação, oxidação de nitrito 

aeróbico e respiração de compostos de enxofre.  

 Observamos que algumas funções potenciais foram significativamente 

alteradas pela introdução de Nitrogênio, especificamente oxidação de amônia 

aeróbica, nitrificação e oxidação de nitrito aeróbico. Sendo as mesmas mais 

desenvolvidas em solo não rizosférico e rizosfera não nitrogenada (Fig. 5). 

 Já para redução de nitrato, degradação de compostos aromáticos e oxidação 

de manganês houve um menor desempenho em solos não rizosféricos. Um aumento 

potencial das funções de fixação de nitrogênio, quimioheterotrofia, fotoautotropia 

oxigênica e ureólise pode ser observado na rizosfera com adubação nitrogenada (Fig. 

5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efeito da aplicação de N na abundância de funções bacterianas potenciais. 

As funções foram previstas com base no gene 16S rRNA bacteriano e archaeal 

usando o software FAPROTAX. Apenas funções potenciais com diferença estatística 

pelo teste post-hoc de Tukey-Kramer após correção de Benjamini-Hochberg (P < 0,05) 

são mostradas. 
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5. DISCUSSÃO 

O uso de agroquímicos nas lavouras afeta diretamente as características físico, 

químicas e biológicas dos solos. A rizosfera, é conhecida como uma zona de intensa 

atividade microbiana, onde ocorrem diversas interações solo-planta-microbiana, 

desempenhando um papel vital no crescimento e rendimento das plantas (Philip, 

2021).  

A cultura do milho demanda altas doses de fertilizantes nitrogenados o que 

acarreta um maior custo na produção (Caprio, 2021). Com isso, a busca por 

tecnologias essenciais para uma agricultura sustentável tem estimulado o 

desenvolvimento de práticas de manejo dos componentes biológicos do solo.  

Este estudo avaliou a diversidade funcional da comunidade bacteriana (CB) em 

solos não rizosféricos e na rizosfera de milho, com o objetivo de uma melhor 

compreensão de possíveis alterações na CB sob a aplicação de nitrogênio em sua 

rizosfera. Para isso, realizou-se o sequenciamento do gene 16S rRNA da CB 

encontrada nas amostras dos três tratamentos avaliados (solo não rizosférico, 

rizosfera com N e rizosfera sem N). 

De início, os resultados atestaram a hipótese de que o nitrogênio atrai uma 

comunidade microbiana distinta na rizosfera, sugerindo efeitos rizosféricos diferentes 

no milho em comparação ao ambiente com ou sem adubação nitrogenada.  Estudos 

revelam que o N também interfere na microbiota do solo, pois os microrganismos 

participam do ciclo do N, principalmente em relação ao processo de aplicação 

biológica do N (Matos, et al., 2021).  

O nitrogênio atua como um dos macronutrientes essenciais ao 

desenvolvimento das plantas, pois auxilia no desenvolvimento inicial da mesma bem 

como atua no metabolismo vegetal participando da biossíntese de proteínas e clorofila 

(Camargo et al., 2022). Grandes avanços na compreensão da complexidade do ciclo 

N foram feitos recentemente, com a descoberta de agentes microbianos anteriormente 

desconhecidos e transformações de N (Coskun D et al., 2017).  

Os dados da análise RDA de componentes principais mostraram uma evidente 

separação da CB entre os solos rizosférico e não rizosférico, essa resposta já era 

esperada levando em consideração que o processo de liberação de exudados pelas 

raízes das plantas influencia a diversidade da CB dependendo do ambiente em que 

se encontra (solo rizosferico ou não rizosferico). Enquanto que as diferenças foram 

encontradas comparando rizosfera nitrogenada e sem N em relação ao solo não 
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rizosferico. Isto indica que o processo de fixação biológica de nitrogênio pode 

modificar a estrutura da comunidade microbiana na rizosfera. 

Pesquisas revelam evidências crescentes sugerindo que os exsudatos das 

raízes iniciam e modulam o diálogo entre as raízes e os micróbios do solo.  Além disso, 

mostram que os exsudatos radiculares mantêm e suportam uma diversidade 

altamente específica de micróbios na rizosfera de uma determinada espécie de planta 

em particular, sugerindo assim uma estreita ligação evolutiva (Badri et al., 2009). 

A riqueza e a diversidade genética microbiana não foram significativas entre as 

duas rizosferas, no entanto em solo não rizosferico ocorreu o contrário. Já a 

diversidade microbiana foi diferente em comparação entre solo rizosférico e não 

rizosférico. Este comportamento é semelhante ao observado em outro estudo onde 

foram identificados genes funcionais importantes que caracterizam a comunidade 

microbiana da rizosfera para entender as capacidades metabólicas na rizosfera do 

milho usando o método de arranjo genético funcional baseado em GeoChip (Li X. et 

al., 2014).  

Nos últimos anos, houve um crescente interesse nos estudos dos exsudatos 

das raízes das plantas e sua influência no microbioma planta-solo na formação dos 

ciclos de nutrientes. Trabalhos mostram que exsudatos radiculares que inibem 

especificamente a nitrificação do solo foram identificados em importantes espécies de 

culturas, incluindo arroz, trigo e sorgo, enquanto outros estimulam a nodulação 

radicular e a fixação de N2, mesmo em plantas vizinhas (Coskun D et al., 2017). 

A composição da CB revelou uma abundancia nos filos Proteobacterias, 

Actinobacterias e Firmicutes nas três regiões analisadas. Outros trabalhos demostram 

resultados similares onde constataram que aproximadamente 32% das bactérias 

epifíticas isoladas da filosfera do milho foram identificados como diazotróficas com 

predominância dos filos Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes 

(Abadi et al., 2020). Em geral, esse grupo especifico de bactérias são conhecidas 

como rizobacterias promotoras de crescimento vegetal (PGPR), encontradas 

geralmente no solo ou colonizando raízes (Upadhyay et al., 2022). 

A atuação desses microorganismos no solo é amplamente discutida, a 

existência de Proteobacterias em áreas de pastagem ou à interação com plantas está 

intimamente ligada à participação da microbiota do solo na decomposição da matéria 

orgânica. Já para o grupo das Actinobacterias, a relação frequente é com as 
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gramíneas (Costa, et al., 2014). Firmicutes abrange algumas bactérias conhecidas 

como promotoras de crescimento de plantas (Araujo et al., 2019).  

Estudos anteriores da diversidade da CB também verificam a predominância 

dos filos Proteobacteria e Actinobacteria (Tian et al., 2017). Os filos Actinobacteria, 

Proteobacteria e Firmicutes contribuíram com mais de 95% da diferença entre os 

sistemas avaliados em produções com a cultura de milho (Campolino et al., 2022).  

Com isso, é importante destacar que as PGPR podem reduzir consideravelmente a 

dependência de fertilizantes químicos e agrodefensivos nas lavouras (Upadhyay et 

al., 2022).  

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas promovem o 

crescimento das plantas por meio da proliferação de pêlos radiculares, aumentando a 

ramificação dos pêlos radiculares; aumento na emergência de plântulas; nodulação 

precoce; funcionamento do nódulo; maior área de superfície foliar; melhoria do vigor 

e da biomassa; aumento dos níveis de hormônios vegetais indígenas; e o mais 

importante, melhorando a eficiência do uso de nutrientes ( Vocciante et al., 2022 ) 

Através dos resultados obtidos neste estudo, foi possível identificar os 

principais gêneros presentes nos ambientes analisados. Sendo eles classificados 

como Bacillus, Sphingomonas, Streptomyces, e Nocardioideseram, existindo uma 

diferença marcante na abundancia do gênero Nocardioideseram no solo não 

rizosferico equiparado às rizosferas, onde podemos observar um menor número.  

Os microrganismos do solo apresentam alta diversidade metabólica 

característica que as tornam versáteis para ocupar diversos nichos ecológicos 

(MOREIRA, 2006). Em seguida comparamos a ocupação de nicho, pela proporção de 

micróbios generalistas e especialistas, para averiguar o efeito da aplicação de 

nitrogênio na rizosfera sob a ação microbiana. Em geral, os generalistas superaram 

os especialistas em todas as amostras avaliados. Esse resultado mostrou que a 

cultura do milho obteve um melhor desenvolvimento em rizosfera com adubação 

nitrogenada, pois recrutou um grupo mais especifico de bactérias.  

Efeitos semelhantes foram encontrados em trabalhos demonstrando que no 

geral, em comparação com a rizosfera de milho e outras espécies evidencia a 

predominância de maiores proporções de micróbios especialistas que generalistas 

(Dos Santos et al., 2022). Pesquisas mostram que os micróbios especialistas 

possuem uma gama estreita de nichos e maior aptidão quando encontram suas 

condições ideais, sendo muito responsivos a perturbações ambientais, incluindo 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2022.916488/full#B228
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mudanças nas propriedades físico-químicas do solo, como na rizosfera ( Merloti et al., 

2022 ; Monard et al., 2016). 

Com o intuito de identificar os prováveis bioindicadores que influenciam o 

crescimento e a saúde do vegetal, calculamos todas as possíveis 

correlações de classificação de Spearman fazendo uma correlação entre grupos 

bacterianos individuais (no nível UTO) e características específicas de desempenho 

do milho. A análise dos componentes agronômicos revelou que os filos 

Cyanobacterias, Patescibacteria, Bacteroidetes e Firmicutes apresentaram uma maior 

correlação positiva relacionada ao componente carbono microbiano. Isso sugere que 

a presença desses grupos microbianos específicos influenciou de forma substancial a 

absorção do carbono microbiano pela planta.  

As rizobacterias Cyanobacterias, Bacteroidetes e Firmicutes mostraram ligação 

positiva para nitrogênio na planta. Para o diâmetro da folha Bacteroidetes e Firmicutes 

foram mais evidentes. Actinobacterias e Proteobacterias tiveram ação expressiva no 

nitrogênio microbiano. O resultado apresentado mostrou que Bacteroidetes agiu 

positivamente no desenvolvimento da massa seca da parte aérea da planta, e 

Cyanobacterias para massa seca da raiz. Isso indica que essas bactérias auxiliaram 

no crescimento e a produtividade do milho influenciados favoravelmente pelo 

ambiente da rizosfera.  

Ainda foi possível observar que alguns grupos bacterianos específicos 

apresentaram correlação negativa com a produtividade. Este resultado indica que 

dois filos bacterianos que colonizam a rizosfera do milho, Thaumarchaeota e 

Verrucomicrobia, não contribuem para o aumento da produtividade da espécie Zea 

mays L. 

E por fim, o diagnóstico das funções bacterinas demonstraram que aplicação 

de N pode alterar as funções potenciais da comunidade bacteriana do solo envolvida 

no processo de desenvolvimento do milho. Nota-se que a oxidação de amônia 

aeróbica, a nitrificação e a oxidação de nitrito aeróbico mostraram ser os processos 

do ciclo de N mais influenciados pela presença de nitrogênio e ambiente de cultivo do 

milho.   

No processo de nitrificação biológica, em condições aeróbicas, o amônio é 

oxidado à nitrato em duas fases: na primeira, é levado até nitrito pelas bactérias 

oxidadoras de amônio (AOB), e numa etapa subsequente o nitrito é consumido pelas 

bactérias oxidadoras de nitrito (NOB), produzindo nitrato (CHANG et al., 2011). 

https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2452219822001562#bib19
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2452219822001562#bib19
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2452219822001562#bib20
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A reduzida taxa de nitrificação verificada em ecossistemas dominados por 

gramíneas, em florestas e na rizosfera de várias espécies como nabo, alface, centeio, 

trigo, cebola, girassol e algumas árvores nativas tem sido atribuída à presença e ação 

inibidora de fenólicos e terpenóides sobre as bactérias nitrificantes (Moreira, 2006) 

Estudos destacam que o N utilizado pelas plantas sofre uma pequena alteração 

no sistema solo-planta-atmosfera (mineralização, imobilização, nitrificação, 

desnitrificação, processos de perdas e FBN) é possível se observar pequenas 

variações nas concentrações da sua molécula, tornando o N mais enriquecido no solo 

e nas plantas do que na atmosfera (Santos, Tese (Doutorado) - Universidade Federal 

Rural de Pernambuco, Programa de Pós-Graduação em Ciência do Solo, Recife, 

2022). 

Trabalhos salientam que as mudanças no perfil funcional da comunidade 

microbiana na rizosfera de plantas de milho podem ser explicadas pela diversidade 

genética, pelos efeitos ambientais na expressão gênica e pelas interações ecológicas 

entre as diferentes populações (Reis, 2018).  
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6.CONCLUSÕES 

 

A análise da comunidade bacteriana na rizosfera de milho revela que a 

adubação nitrogenada influencia na diversidade, estrutura e composição do 

microbioma. O solo não rizosferico teve maior diversidade de bactérias que o solo 

rizosférico, tanto em amostras com adubação nitrogenadas quanto as sem adubação, 

para todos os grupos bacterianos.  

Com isso, os resultados deste estudo confirmam que o N é um fator importante 

que influencia a comunidade microbiana rizosférica do milho. A análise genômica por 

meio de técnicas independentes de cultivo permitiu avaliar as interações entre 

comunidade bacteriana e rizosfera de milho, bem como permitir estabelecer 

estratégias de gestão das mesmas que sejam supressoras de doenças. 
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