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RESUMO 

O Brasil é o segundo maior exportador mundial de pimenta-do-reino (Piper nigrum), com 
uma produção de cerca de 126.000 toneladas em 2023, destinadas tanto à exportação quanto 
ao consumo interno. No entanto, a produção enfrenta desafios significativos, especialmente 
relacionados a doenças causadas por fitopatógenos, que impactam diretamente a 
produtividade. O cultivo dessa espécie pode ser realizado com estacas ou com o uso de tutores 
vivos, que é  preferido por reduzir custos, diminuir o desmatamento relacionado à extração de 
madeira e demandar menor volume de fertilizantes. Devido à intensificação do uso de 
insumos agrícolas em cultivos voltados à exportação, torna-se relevante compreender os 
mecanismos naturais de defesa das plantas, como o recrutamento de microrganismos 
benéficos pela rizosfera. Entre esses, destacam-se as Actinobactérias, conhecidas por sua 
capacidade de produzir compostos antimicrobianos e atuar no biocontrole de fitopatógenos. 
Desse modo, este estudo tem como objetivo avaliar a influência dos diferentes sistemas de 
tutoragem (vivo e morto) na diversidade e composição da microbiota da rizosfera de Piper 
nigrum, com ênfase no recrutamento de actinobactérias e na caracterização dos genes de 
resistência a antimicrobianos presentes nas amostras. 
 
Palavras-chave: Piper nigrum; Actinobactérias; rizosfera; resistoma; recrutamento; 
antimicrobianos.  
 
 

 

 



 

ABSTRACT 

Brazil is the second largest global exporter of black pepper (Piper nigrum), with a production 
of approximately 126,000 tons in 2023, intended for both export and domestic consumption. 
However, production faces significant challenges, particularly those related to diseases caused 
by phytopathogens, which directly impact productivity. The cultivation of this species can be 
carried out using wooden stakes or live tutors, the latter being preferred due to lower costs, 
reduced deforestation associated with wood extraction, and a lower demand for fertilizers. 
Due to the intensified use of agricultural inputs in export-oriented cropping systems, it 
becomes relevant to understand the natural defense mechanisms of plants, such as the 
recruitment of beneficial microorganisms by the rhizosphere. Among these, Actinobacteria 
stand out for their ability to produce antimicrobial compounds and to act in the biocontrol of 
phytopathogens. Thus, this study aims to evaluate the influence of different tutoring systems 
(live and dead) on the diversity and composition of the rhizosphere microbiota of Piper 
nigrum, with an emphasis on the recruitment of actinobacteria and the characterization of 
antimicrobial resistance genes present in the samples. 

 
Keywords: Piper nigrum; Actinobacteria; rhizosphere; resistome; recruitment; 
antimicrobials. 
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​​1. INTRODUÇÃO 

O Brasil é o segundo maior produtor e exportador (15% da exportação mundial) de 

pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) no mundo, atrás apenas do Vietnã (Sociedade Nacional de 

Agricultura, 2023). A pimenta-do-reino é comercializada no mercado interno e externo para 

fins alimentícios e seus subprodutos como a piperina e a oleorresina são aproveitados pelas 

indústrias de cosméticos e farmacêuticas. No Brasil, os estados do Espírito Santo, Pará e a 

Bahia se destacam como os maiores produtores de pimenta-do-reino, responsáveis pela 

produção de 125 mil toneladas de pimenta-do-reino, cerca de 99% da produção nacional 

(IBGE, 2023).  

Essa cultura enfrenta obstáculos relacionados a doenças ocasionadas por patógenos, 

entre eles Phytophthora capsici e Fusarium, fungos causadores de apodrecimento das raízes 

que são dois dos maiores responsáveis por perdas em cultivos de pimenta-do-reino. Apesar 

disso, as plantas possuem diversos mecanismos de resistência natural ao estresse, entre eles a 

capacidade de se associar a microrganismos benéficos ao seu crescimento (Queiroga et al., 

2023; Chien & Gachomo, 2023).  

A pimenta-do-reino é uma planta trepadeira, por isso em seu plantio são utilizados 

suportes, que  podem ser de dois tipos: tutores mortos, onde são utilizadas estacas de madeira; 

e tutores vivos, onde é realizado um cultivo associado com outra planta. Porém, o  uso de 

tutores mortos resulta na exploração desordenada de madeira nativa da região amazônica, em 

especial de madeiras nobres como acapu (Vouacapoua americana) e jarana (Eicheilera 

jarana) que costumam ser utilizadas para esse fim, contribuindo para o desmatamento da 

região amazônica. No cultivo com tutor vivo, ou cultivo sombreado, são utilizadas 

principalmente plantas de Gliricídia (Gliricídia sepium), uma variedade de leguminosa, por 

sua facilidade de obtenção (Kill et al., 2005; Araújo et al., 2024). Além da preservação da 

vegetação, o uso de tutor vivo exige apenas metade da dose de fertilizante recomendada para 

o cultivo em tutor morto (Embrapa, 2004). 

Para o cultivo em larga escala de produção, a fim de proteger a lavoura de pragas que 

afetam a produtividade, é feito uso de insumos agrícolas como biocidas que podem ter efeitos 

antimicrobianos (Pignati et al., 2017). Além dessa prática exigir altos investimentos, o uso de 

defensivos químicos também representa uma ameaça à saúde do solo e lençol freático (Zheng 

et al., 2022). Ressalta-se ainda que o uso extensivo de antimicrobianos e biocidas na lavoura 

pode levar à seleção de organismos resistentes via adaptação através da aquisição de genes de 

 



  

resistência cujos mecanismos podem ser compartilhados (Rad et al., 2022). Portanto, a busca 

por alternativas mais sustentáveis é fundamental para a manutenção e melhoramento da 

produtividade agrícola (Rizvi et al., 2024).  

Nesse contexto, abordagens que exploram o potencial uso de microrganismos para a 

agricultura ganharam popularidade. Entre os alvos, destacam-se bactérias rizosféricas com 

potencial de promover o crescimento das plantas (PGPR) e bactérias que produzem 

compostos antimicrobianos que possam agir como biocontrole de fitopatógenos, como as 

Actinobactérias (Rizvi et al., 2024).   

O filo da Actinobactérias é um grupo de interesse devido a sua capacidade de produzir 

uma ampla variedade de compostos de interesse comercial. Estima-se que esse grupo esteja 

relacionado à produção de mais 10.000 antibióticos (Karthik, 2022). Dentre as principais 

classes, destacam-se macrolídeos (do tipo oligomicina e polieno), daunomycina, 

ciclopolilactona (não-actina), aminoglicosídeos, estreptomicina, poliéteres (nigericina), 

ciclopolilactonas, peptídeos de quinoxalina e actinomicinas. O gênero Streptomyces, 

pertencente a esse filo, é responsável pela produção de mais de 80% dos antibióticos 

derivados de Actinobactérias, adicionalmente o gênero também se destaca pela produção de 

compostos de ação antifúngica (Karthik, 2022; Syiemiong et al., 2023). Essas bactérias vêm 

sendo estudadas por seu potencial como agentes de biocontrole contra fitopatógenos. Além  

disso, algumas cepas foram relatadas na literatura como potencial ação contra alguns dos 

principais patógenos de Piper nigrum, como os fungos causadores de apodrecimento das 

raízes (Trindade et al., 2021). 

A rizosfera realiza o recrutamento de microrganismos do solo que têm potencial de 

beneficiar a planta, podendo ter impacto direto em seu crescimento através da facilitação da 

aquisição de nutrientes e modulação de fitohormônios, ou de maneira indireta através da 

inibição de patógenos de plantas, seja através da competição ou pela produção de compostos 

antimicrobianos (Olanrewaju et al., 2017). No entanto, ainda são escassos os estudos que 

investigam como esse recrutamento microbiano influencia a seleção e a manutenção de genes 

de resistência a antimicrobianos no microbioma rizosférico.  

Nesse contexto, as actinobactérias representam um grupo de especial interesse, pois 

são reconhecidas pela produção de uma ampla variedade de metabólitos bioactivos, incluindo 

antibióticos e compostos antifúngicos, que podem contribuir para o biocontrole de 

fitopatógenos e, potencialmente, moldar o resistoma do solo. Assim, este estudo tem como 

 



  

objetivo avaliar a influência de diferentes sistemas de tutoragem (vivo e morto) na diversidade 

e composição da microbiota da rizosfera de Piper nigrum, com ênfase no recrutamento de 

actinobactérias e na caracterização dos genes de resistência a antimicrobianos presentes nas 

amostras. 

 

 



  

​​2. OBJETIVOS 

​​2.1 Objetivo geral 

Avaliar o impacto de diferentes sistemas de tutoragem sobre a diversidade 

taxonômica e de genótipos de resistência associados à rizosfera e ao solo de Piper nigrum. 

​​2.2 Objetivos específicos 

●​ Avaliar a diversidade e composição de rizobactérias recrutadas na pimenteira com os 

diferentes tutores; 

●​ Investigar a influência da presença de actinobactérias no perfil de genes de resistência 

identificados nas amostras; 

●​ Examinar as diferenças de composição dos grupos exclusivamente recrutados nas duas 

diferentes amostras rizosféricas;  

●​ Comparar a composição de genes de resistência a antimicrobianos nas amostras 

associadas aos tipos de tutores utilizados no manejo da pimenta-do-reino. 

 

 



  

​​3. REVISÃO DA LITERATURA 

​​3.1 Saúde do solo e diversidade microbiana 

3.1.1 Fatores que afetam a saúde do solo 

​​A saúde do solo depende de uma série de fatores químicos, físicos e biológicos, 

como o pH, temperatura, biomassa microbiana, teor de compostos orgânicos e pluviosidade 

que podem ser diretamente impactados pelo uso humano do solo. O manejo correto do solo 

para práticas agrícolas é de fundamental importância para a produção sustentável de cultivos 

e garantia da segurança alimentar (Gama, 2023). 

​​Um solo saudável é um solo capaz de sustentar a produtividade agropecuária e 

participar e desempenhar suas funções dentro do ecossistema (Yang et al., 2020). Isso está 

intrinsecamente relacionado às práticas agrícolas, especialmente no que diz respeito ao 

agronegócio e monoculturas. O plantio em larga escala leva ao desmatamento de matas 

nativas para sua utilização, além de fomentar práticas de aração profunda com inversão das 

camadas do solo, práticas estas que podem causar problemas relacionados à erosão hídrica 

do solo, esgotamento de nutrientes, redução do teor de matéria orgânica e também ocasionar 

prejuízos ao microbioma nativo (Francaviglia et al., 2023). 

​ Outra prática agrícola que representa riscos ao solo, e ao meio ambiente como um 

todo, é a utilização exacerbada de insumos como os fertilizantes químicos à base de NPK e 

pesticidas (Gama, 2023; Saath et al., 2018). O Brasil, enquanto um dos maiores produtores 

agrícolas do mundo, também é frequentemente referido como um dos maiores consumidores 

de defensivos agrícolas e fertilizantes. A alta demanda de produtos agrícolas tanto para 

abastecimento interno quanto para a exportação torna necessária a manutenção constante 

das condições ótimas para o cultivo de interesse, com isso a utilização frequente de insumos 

agrícolas. A agricultura, de modo geral, enfrenta desafios relativos à degradação do solo e 

impactos ambientais resultantes do uso excessivo de agrotóxicos e fertilizantes (Saath et al., 

2018).  

No ano de 1991, o Brasil utilizava aproximadamente sete vezes menos defensivos 

agrícolas do que os Estados Unidos, já no ano de 2015 se aproximaram muito, 

correspondendo a cerca de 10% do consumo mundial. Em 2019, cerca de 13.000 registros 

de defensivos agrícolas foram aprovados para utilização no Brasil, aproximadamente 80% 

de todo volume de agrotóxicos são utilizados em áreas de cultivo (Pignati et al., 2017; 

 



  

Cardenas-Alegria et al., 2022).  

A utilização de defensivos agrícolas para controle de fitopatógenos é um “mau 

necessário” para garantir que a produção agrícola não sofra grandes perdas ocasionadas por 

pragas e doenças. Porém, a toxicidade desses defensivos representa um risco à saúde 

humana e ambiental, através da contaminação do solo, água e alimentos (Ahmad et al., 

2024). Além disso, o uso de nitrogênio em excesso como fertilizante altera as  

características químicas do solo, podendo causar a sua acidificação e prejudicar a 

comunidade microbiana local. Todavia, sua utilização em concentrações ótimas (ajustados 

de acordo com a demanda do ambiente) combinada com o uso de fertilizantes orgânicos 

pode auxiliar na promoção da saúde do solo (Singh et al., 2018).  

Assim, é fundamental que as práticas agrícolas possam evoluir no desenvolvimento 

de técnicas mais sustentáveis de combate aos fitopatógenos de maneira que o uso de 

defensivos químicos tóxicos possa ser substituído. O controle biológico é uma das 

abordagens que vêm sendo estudadas como alternativa, ela trata da utilização de 

microrganismos como inibidores de fitopatógenos (Boulahouat et al., 2023). 

​​3.1.2 A participação dos microrganismos na saúde do solo 

​​A diversidade microbiana no solo possui um papel fundamental na manutenção da 

ciclagem de nutrientes. O ciclo do carbono em especial sofre forte influência de diminuições 

na diversidade microbiana, parte da capacidade do solo de sequestrar carbono da atmosfera 

está diretamente relacionado às comunidades microbianas que o compõem (Maron et al., 

2018; Vieira et al., 2021).  

​​O ciclo do nitrogênio também sofre impacto direto das comunidades microbianas, 

principalmente das bactérias fixadoras de nitrogênio (diazotróficas) que são responsáveis pela 

captura do nitrogênio atmosférico e sua transformação para uma forma biodisponível através 

do processo de nitrificação, fundamental para que os demais organismos possam utilizá-lo em 

seu metabolismo, em especial os vegetais que frequentemente associam-se a esses 

microrganismos para esse fim (Singh et al., 2022).  

​​Adicionalmente, os microrganismos do solo têm papéis-chave na disponibilidade de 

outros nutrientes como o fósforo e o ferro, que são solubilizados por substâncias produzidas 

pelas bactérias, entre elas os sideróforos, substâncias quelantes que são capazes de reduzir 

compostos do solo em formas biodisponíveis para as bactérias (Vieira et al., 2021; Sun et al., 

 



  

2022). Por isso, existe uma grande preocupação acerca do impacto ambiental ocasionado pela 

ação antrópica nas comunidades de microrganismos presentes no solo (Maron et al., 2018).  

​​Além dos impactos diretos relacionados à agricultura como a utilização de fertilizantes 

e pesticidas, outros fatores relacionados a mudanças climáticas podem causar alterações nas 

características do solo e na composição de suas comunidades microbianas. O estudo de Zhou 

e colaboradores indicou que as comunidades microbianas raras são mais sensíveis a alterações 

de fatores de mudança global (GFCs) do que as espécies mais comuns ao ambiente (Zhou et 

al., 2020). 

​​A Amazônia possui uma grande biodiversidade de microrganismos em seu solo. Essas 

comunidades microbianas atuam em diversas atividades biogeoquímicas necessárias a sua 

adaptação ambiental. A observação de variações dessas comunidades e sua distribuição 

gênica em áreas afetadas pelo impacto do agronegócio é fundamental para compreender os 

mecanismos atuais de resistência ao estresse ambiental e promover o desenvolvimento de 

técnicas sustentáveis de crescimento agrícola sem acarretar perda de produtividade 

(Cardenas-Alegria et al., 2022).  

​​3.2 O cultivo da pimenta-do-reino 

​​3.2.1 A pimenta-do-reino 

​​A pimenta-do-reino ou pimenta preta (Piper nigrum L.) pertence à família das 

piperaceae. A planta é caracterizada como uma trepadeira, com raízes pivotantes (axiais) que 

realizam a absorção de nutrientes e raízes aéreas (fasciculadas) que auxiliam em sua fixação, 

ela pode alcançar até 10m de altura. A planta começa a produzir frutos 3 anos após seu 

plantio, mas sua maior produtividade ocorre após 10 anos de cultivo, e pode produzir frutos 

por até 30 anos (Tarigan et al., 2023). 

​​Em função da característica da pimenta-do-reino de ser uma planta trepadeira, para o 

cultivo da pimenteira são necessárias estacas de suporte (Figura 1). De maneira geral, o 

cultivo desta planta pode ser realizado utilizando estacas de madeira ou estacas de outros 

materiais, chamado cultivo em tutor morto, ou podem utilizar árvores de baixa estatura como 

suporte, o que se chama cultivo com tutor vivo ou sombreado (EMBRAPA, 2004).  

​​ 

 



  

​​  
​​Fonte: Infoteca EMBRAPA 

​​Figura 1 – Cultivo de pimenta-do-reino, respectivamente, com tutor morto (Figura 1A) e com tutor vivo (Figura 
1B). 
​​ 

​​Essa especiaria é consumida em todo o mundo para fins alimentares e medicinais. A 

pimenta-do-reino é nativa da Ásia, mais especificamente da Índia, e é parte importante da 

cultura alimentar da população, além de ter aplicações na medicina tradicional onde é 

utilizada como estimulante de apetite, remédio para tosse, diarreia, vermes entre outras 

aplicações (Ashokkumar et al., 2021).  

​​A pimenta-do-reino é comercializada no mercado interno e externo, movimentando 

cerca de 3,6Bi em 2024 (IBGE, 2024), sendo distribuída para fins alimentícios em todo o 

mundo, tendo o Vietnã seguido pelo Brasil como seus dois maiores produtores (Tarigan et al., 

2023; Obieze et al., 2023).  

​​O sabor picante característico dessa especiaria se dá pela substância bioativa mais 

abundante em sua composição, a piperina. Além da piperina, a pimenta-do-reino ainda é rica 

em flavonoides, fenóis, terpenos e esteróis (Ashokkumar et al., 2021). Seus subprodutos 

como a piperina e a oleorresina são aproveitados pelas indústrias de cosméticos e 

farmacêuticas (IBGE, 2023; Queiroga et al., 2023) e vêm sendo estudados por seu potencial 

antifúngico, antitumoral e antioxidante (Tarigan et al., 2023). 

​​3.2.2 A cultura da pimenta-do-reino no Brasil 

​​A pimenta-do-reino foi introduzida no Brasil por volta do século XVII, mas chegou ao 

Estado do Pará apenas em meados de 1930 por imigrantes japoneses. Essa cultura tem sido 

suporte econômico de pequenos e grandes produtores da região amazônica (EMBRAPA, 

2004). Em 2004, o Pará era responsável pela produção de cerca de 30 mil toneladas de 

pimenta-do-reino, cerca de 85% da produção nacional. Atualmente, o estado do Espírito Santo 

 



  

encabeça a produção nacional da especiaria tendo produzido cerca de 77 toneladas em 2023, 

aproximadamente 60% da produção brasileira (EMBRAPA, 2004; IBGE, 2023).   

​​Na região amazônica, tradicionalmente era realizado o cultivo da pimenta-do-reino 

com estacas de madeira o que contribuía para o desmatamento de espécies nativas 

frequentemente utilizadas para esses fins, em resposta a essa problemática, a abordagem de 

cultivo com tutor vivo começou a ser introduzido na região (EMBRAPA, 2004). O cultivo em 

tutor vivo pode ser feito com diferentes tipos de plantas, na região amazônica é 

predominantemente utilizado a Gliricídia (Gliricídia sepium) por sua facilidade de obtenção e 

associação com melhoramento da qualidade do solo (EMBRAPA, 2004; Florentino et al., 

2014). 

​​O tutor G. sepium, da família das Fabaceae, se destaca por seu potencial no 

melhoramento da qualidade do solo, quando comparado não apenas ao tutor morto como 

também a outros tipos de tutores vivos. O estudo de Dinesh e colaboradores indica que G. 

sepium melhora a disponibilidade de nutrientes essenciais ao desenvolvimento das plantas 

como nitrogênio. Além disso, esse estudo destaca o aumento da biomassa microbiana no 

cultivo com esse tutor, sugerindo que os exsudatos deste tutor vivo podem estar aumentando a 

atividade microbiana ao fornecer um habitat mais favorável (Dinesh et al., 2010). Além da 

preservação da vegetação, o cultivo sombreado exige apenas 50% da dose usada para o 

cultivo com tutor morto, possivelmente em função de suas características de melhoramento do 

solo e aumento da biomassa microbiana (Queiroga et al., 2023).  

​​O cultivo de pimenta-do-reino no Brasil enfrenta obstáculos, principalmente, doenças 

associadas à presença de fungos e vírus, destacando-se a Podridão das raízes e ressecamento 

dos ramos, Podridão do pé e queima de mudas, Murcha, Podridão Brancas das raízes, Galha 

das raízes, Rubelose, Mosaico, Queima do fio, Queima da teia Micélica, Antracnose, 

Podridão preta dos frutos e Podridão das estacas (Duarte e Albuquerque, 1999; Queiroga et 

al., 2023). 

​​Dentre essas doenças, a Podridão das raízes e ressecamento dos ramos, ocasionada 

pelo fungo gênero Fusarium, tem um grande impacto na produção desse cultivo. Essa doença 

se destaca como um dos principais ocasionadores da morte precoce em pimenteiras, em geral 

a vida útil da planta é de em média 12 anos, porém em plantas infectadas por Fusarium esse 

número pode ser reduzido a metade (Duarte e Albuquerque, 1999; Trindade et al., 2021). Essa 

doença é favorecida no período chuvoso onde o solo se torna mais úmido, destaca-se que a 

região amazônica conta com chuvas frequentes em decorrência de seu clima Equatorial úmido 

 



  

e semi úmido e que esse fungo já foi identificado em plantios com Gliricídia sepium na 

República Dominicana (Fisch et al., 1998; Costa et al., 2020).  

3.2.3 Solo adequado ao plantio de Piper nigrum 

​ Existem algumas limitações quanto ao plantio de pimenta-do-reino em solos de 

trópicos úmidos, incluindo baixas reservas de nutrientes, a pimenteira precisa de um solo rico 

em nutrientes e de fácil drenagem (Dinesh et al., 2010; Queiroga et al., 2023). Na etapa de 

germinação da semente é ideal que a temperatura do solo seja pelo menos de 21°C para maior 

eficiência, com adubação orgânica, uma fina camada de cobertura morta protegendo-o, e com 

umidade constante. Essa cultura tem baixa tolerância à escassez hídrica, exigindo umidade 

percentual entre 60% e 95% e temperatura ideal em média de 28°C anuais (Queiroga et al., 

2023; Kumar et al., 2021).  

A pimenta-do-reino pode crescer em diferentes tipos de solo, como os latossolos 

amarelos e vermelhos, argilosos e basalto fértil (Queiroga et al., 2023).  Com relação a suas 

características, esse cultivo pode naturalmente reduzir o pH do solo (Zu et al., 2014; Nguyen 

Van et al., 2025), Zu e colaboradores discutem os impactos da acidez em solos de 

pimenta-do-reino. Eles observaram que o pH ideal para esse cultivo está entre 5.0 - 5.5, com 

valores inferiores a 3.5 a causando a inibição do desenvolvimento das raízes e prejudicando a 

absorção de nutrientes do solo. Foi concluído então que pH baixos estão associados a baixa 

concentração de nutrientes como Ca e Mg nas raízes, o que explicaria a redução na 

produtividade (Zu et al., 2014). 

Em 2006, Duarte e colaboradores esclareceram as condições de solo e clima 

adequados ao cultivo da pimenta-do-reino no Brasil. É esperado temperaturas entre 21°C e 

28°C, pelo menos 1.500mm de chuva anual, umidade relativa de 80% a 88%, e mais de 2000h 

de brilho solar  no ano. Os solos devem ter boa capacidade de drenagem e preferencialmente 

serem argilosos para reter a umidade durante o ano, solos de várzea não são recomendados 

por prejudicarem o desenvolvimento das raízes em função de sua baixa oxigenação, podendo 

ocasionar infecções por patógenos oportunistas (Duarte et al., 2006; Duarte e Albuquerque, 

1999; Queiroga et al., 2023). 

3.2.4 Comunidades microbianas em solo de Piper nigrum  

​ O Vietnã, maior produtor de pimenta-do-reino do mundo atualmente, é uma grande 

fonte de informações e pesquisas a respeito dessa especiaria. Um estudo realizado nesse país 

buscou identificar espécies-chave na rizosfera da pimenteira que servissem como 

 



  

bioindicadores da saúde ambiental, dessa maneira utilizaram amostras de um pomar doente e 

um saudável, curiosamente, o estudo demonstrou que as amostras de plantas doentes 

possuíam uma maior alfa diversidade em relação às amostras saudáveis (Obieze et al., 2023). 

Os filos dominantes em cultivares de pimenta-do-reino são Actinobactérias 

(Actinomycetota), Proteobacteria (Pseudomonadota) e Chloroflexota no Vietnã (Obieze et al., 

2023). Uma amostra coletada na Índia, país berço desse cultivo, indicou maior abundância 

dos filos Pseudomonadota, Firmicutes (Bacillota) e Bacteroidota. A nível de gênero, o solo 

rizosférico de Piper nigrum apresenta grande abundância de Pseudomonas (Parvathy et al., 

2024). 

Todavia, um estudo da diversidade microbiana de solo e rizosfera em um monocultivo 

de Piper nigrum apresentou uma maior abundância relativa de Acidobacteriotas nos 

cultivares, ressalta-se que essa pesquisa foi realizada na China com cultivares pelo menos 12 

anos, portanto essa variação pode ser decorrente desses fatores. Ainda, esse estudo revela uma 

redução da alfa diversidade nas amostras de solo onde o monocultivo ocorreu por mais tempo, 

inclusive houve aumento da abundância de um patógeno conhecido de pimenta-do-reino, 

Fusarium, e redução da presença de Pseudomonas/Bacillus benéficos (Li et al., 2016).  

Os estudos metagenômicos revelam que as bactérias são os organismos mais 

prevalentes em microbiomas associados à rizosfera. Além disso, embora diferentes filos 

possam compor a microbiota do solo, os filos Actinomycetota, Pseudomonadota, Bacillota e 

Bacteroidota são filos mais frequentemente identificados em microbiomas radiculares 

(Knights et al., 2021). 

3.3 Mecanismos de regulação de comunidades microbianas em rizosfera 

3.3.1 Recrutamento de microrganismos benéficos do solo 

A colonização bacteriana da rizosfera da planta pode ocorrer em múltiplas etapas 

(Figura 2), ele começa com a secreção do carbono fotossintetizado pelas plantas através das 

raízes. A disponibilidade desse nutriente no solo atrai as bactérias do solo em direção a 

superfície da raíz. A ligação entre as bactérias e a superfície da raiz pode ser mediada pela 

produção de substâncias como as adesinas de superfície e posteriormente pela produção de 

biofilme que proporciona maior adesão de comunidades bacterianas (Knights et al., 2021). 

 

 



  

 
Fonte: Knights et al., 2021 

​​Figura 2 – Processo de colonização bacteriana das raízes das plantas. 

A microbiota recrutada pela rizosfera se associa positivamente com a saúde da planta, 

através de diferentes mecanismos, entre eles a facilitação da aquisição de nutrientes e o 

controle de patógenos (Knights et al., 2021; Trivedi et al., 2020). 

O estudo de Parvathy e colaboradores avalia as diferenças na composição de 

rizomicrobiomas de duas espécies de Piper, P. nigrum e P. colubrinum, sendo a segunda 

resistente a patógenos que infectam os cultivos da espécie comercial. As diferenças na 

composição microbiana identificadas nesse estudo sugerem a influência da rizosfera no 

recrutamento da microbiota rizosférica (Parvathy et al., 2024). 

A composição microbiana da rizosfera a nível de gênero e espécie é diretamente 

influenciada por fatores abióticos, e as pressões seletivas impostas pelo genótipo dos 

hospedeiros. Em conclusão, as interações entre exsudatos radiculares e os microrganismos 

podem refletir em diferenças entre as comunidades microbianas no solo e na rizosfera 

(Knights et al., 2021). 

​ Muitos aspectos do recrutamento da microbiota rizosférica pelas plantas ainda são 

uma incógnita. Até 20% do carbono fotossintetizado pelas plantas pode ser liberado na forma 

de exsudatos, secreções ou mucilagens. A liberação desses compostos é mediada por 

estímulos ambientais (Knights et al., 2021; Mavrodi et al., 2021). Além de servirem como 

fontes de nutrientes para a rizomicrobiota, esses exsudatos também podem ser compostos por 

moléculas sinalizadoras e metabólitos secundários cujas funções ainda não estão 

completamente esclarecidas. Análises de expressão gênica indicaram múltiplos genes que são 

diferencialmente regulados pela secreção de diferentes compostos pela rizosfera (Mavrodi et 

al., 2021).  

 



  

​ 3.3.2 A regulação das comunidades rizosférica 

A rizosfera é um ambiente química e biologicamente muito ativo, uma série de 

reações e interações entre a planta-microrganismo ocorrem simultâneamente nela (Knights et 

al., 2021).  As zonas bióticas da rizosfera são compostas pelos microrganismos dessa região e 

o gradiente de substâncias bioquímicas liberadas pelas raízes chamados de rizodepósitos 

(York et al., 2016), alterações na composição destes rizodepósitos afeta a comunidade 

microbiana, especialmente a comunidade aderida a superfície da raiz (York et al., 2016). 

A composição dos rizodepósitos pode afetar as comunidades microbianas de 

diferentes maneiras, seja secretando compostos antimicrobianos contra patógenos que 

infectam a planta ou proporcionando um ambiente apto a sobrevivência de microrganismos 

benéficos (York et al., 2016; Knights et al., 2021). Além disso, o gradiente de nutrientes da 

rizosfera pode ocasionar a necessidade de competição entre as comunidades rizosféricas pelo 

nicho. Entre os mecanismos de sobrevivência e competição dos microrganismos pelo nicho 

está a produção de antimicrobianos (Mullis et al, 2019). 

Existem dois mecanismos de competição entre os microrganismos, a competição 

indireta, que se dá através da disputa pelo consumo dos nutrientes, e a direta quando um dos 

microrganismos ativamente inibe a proliferação do outro através da produção de substâncias 

inibidoras e toxinas (Mullis et al. 2019).  

Embora genes para a produção de antimicrobianos esteja amplamente distribuída entre 

os mais diversos táxons, os estudos em Actinobactérias recebe destaque pela predisposição de 

membros do seu filo em produzirem uma gama de metabólitos secundários com potencial 

antimicrobiano (Mullis et al., 2019). A capacidade desse filo em aplicações biotecnológicas 

para regulação de comunidades de interesse através da produção de antimicrobianos vem 

sendo muito explorado por sua potencial aplicação no melhoramento da qualidade produtiva 

de cultivos agrícolas (Wang et al., 2021).   

3.4 Ocorrência de genes de resistência no solo 

O solo é um grande reservatório de genes de resistência a antimicrobianos, muitos 

deles com histórico evolutivo de milhões de anos em associação com  a presença de bactérias 

produtoras (Kunhikannan et al., 2021; Chen et al., 2022). A pesquisa de Yuan e colaboradores 

realizada na Antártica, área pouco alcançada pela ação humana,  identificou a presença de  

genes de resistência associados a bombas de efluxo para múltiplas drogas. Ao mesmo tempo, 

 



  

análises filogenéticas indicaram que alguns desses genes têm origem evolutiva anterior à 

descoberta da penicilina (Yuan et al., 2019). 

Em função da disponibilidade de nutrientes, e por consequência a alta diversidade de 

microrganismos, o solo é um hotspot para a troca de genes entre os microrganismos através da 

transferência genética horizontal, o que favorece a disseminação de ARGs (Nesme and 

Simonet, 2014). A presença desses genes, embora natural, tem aumentado com o descarte 

inadequado de antibióticos nos mais diversos ambiente, isso cria uma pressão seletiva que 

induz a disseminação de genes de resistência na comunidade bacteriana (Shi et al., 2023; 

Kunhikannan et al., 2021).  

A resistência a antimicrobianos pode se dar por meio da transferência vertical ou 

horizontal. Na transferência vertical, o gene que é parte do DNA bacteriano e está associado a 

um fenótipo de resistência é passado para as próximas linhagens (Pontes et al., 2018). A 

transferência horizontal, por outro lado, ocorre quando a bactéria adquire o gene através de 

mecanismos de transferência entre bactérias presentes no mesmo ambiente, esse método de 

transferência é fundamental para o surgimento de cepas resistentes (Shi et al., 2023; Goh et 

al., 2024).  

A transferência horizontal de genes é mediada por elementos genéticos móveis 

(MGEs), como os plasmídeos, phagos e DNA extracelular (Shi et al., 2023; von Wintersdorff 

et al., 2016). Ela ocorre por três diferentes mecanismos: a transformação, quando ocorre a 

absorção de DNA livre no ambiente, por conjugação, transferência direta do DNA de uma 

bactéria para outra mediada por transposons ou plasmídeos, e por transdução onde a 

transferência de DNA é mediada por vírus (Goh et al., 2024).  

Além da pressão seletiva imposta pela presença de compostos antimicrobianos, como 

os antibióticos, a presença de genes de resistência pode persistir no ambiente em função de 

outros mecanismos: como a co-seleção, quando um gene de resistência necessário à 

sobrevivência no ambiente está ligado em um mesmo elemento genético móvel (MGE) a 

outros genes que conferem diferentes capacidades adaptativas a estressores. Outro mecanismo 

é a resistência cruzada, quando um mesmo gene confere múltiplas capacidades de resistência 

a exemplo de bombas de efluxo multirresistentes. Adicionalmente, processos de co-regulação 

também contribuem para a permanência desses genes no ambiente, ocorrendo quando genes 

relacionados à resistência a diferentes compostos possuem um mesmo regulador. Nesses 

casos, a exposição a um único estressor leva a ativação de ambos os genes (Gilliaett et al., 

2024). 

 



  

Dessa maneira, o impacto antrópico tem desempenhado um papel significativo na 

disseminação de genes de resistência a antimicrobianos (Cardenas-Alegria et al., 2024). No 

contexto agropecuário, a utilização de antibióticos pela indústria pecuária e de biocidas, que 

contenham metais pesados em sua composição, e desinfetantes na produção agrícola são 

fortes impulsionadores da disseminação de genes de resistência a antimicrobianos em solo 

através da resistência cruzada entre esses compostos e os antibióticos (Gilliaett et al., 2024; 

Thomas et al., 2020).  

Diante desse cenário, estratégias de manejo sustentáveis, como a utilização de 

bioinsumos, vêm sendo exploradas (Wang et al., 2021; Araújo et al., 2020). Nessas 

abordagens, destacam-se microrganismos com potencial de promover o crescimento vegetal e 

inibir fitopatógenos, entre os quais as Actinobactérias ocupam um papel-chave, não apenas 

por sua ampla disseminação em solos agrícolas, mas também por sua gama de metabólitos 

secundários com ação antimicrobiana, tornando-os elementos centrais para compreender o 

potencial biotecnológico e os riscos associados a disseminação de genes de resistência em 

solo (van Berjeik et al., 2020; Wang et al., 2021). 

3.5 Actinobactérias 

As Actinomycetotas compõem um dos filos de bactérias mais abundantes de 

microrganismos. Suas colônias são caracterizadas por possuírem filamentos semelhantes a 

micélios fúngicos, com alta variabilidade morfológica e metabólica, elas são bactérias 

gram-negativas de alto conteúdo G+C em seu DNA (Kathrik et al., 2022; Wang et al., 2021). 

As actinobactérias estão entre os filos mais abundantes em solo, inclusive em cultivos de 

Piper nigrum, e desempenham papéis fundamentais em sua saúde (Obieze et al., 2023; Araújo 

et al., 2020). 

Esse filo é conhecido por sua capacidade de produzir uma ampla variedade de 

metabólitos secundários e bioativos com aplicações em diversos campos da biotecnologia 

(Kathrik et al., 2022; Araújo et al., 2020).  Em especial, destaca-se por possuir uma diversos 

membros conhecidos pela capacidade de produzir antibióticos de utilização clínica e outros 

compostos de ação antifúngica e anti-helmíntica. Entre os membros desse filo, a família 

Streptomycetaceae destaca-se como um dos mais relevantes na produção de antimicrobianos 

(Kathrik et al., 2022; Bergeijk e al., 2020). 

    As Actinobactérias em ambiente natural podem ser induzidas a produzir antibióticos 

através de estímulos ecológicos. Alguns membros deste filo são capazes de estabelecer 

 



  

relações de simbiose com as plantas, onde as plantas secretam exsudatos através de suas 

raízes e podem mediar a ativação ou inativação da biossíntese de antimicrobianos pelas 

bactérias, atuando como inibidores de patógenos das plantas (van Berjeik et al., 2020). 

Pesquisas anteriores correlacionam actinobactérias produtoras de antibióticos e a presença de 

genes de resistência. Isso ocorre como mecanismo de defesa da própria bactéria contra o 

antibiótico que ela produz (Fatahi-Bafghi, 2019).  

Conjuntos de estudos indicam o potencial deste filo na inibição de patógenos de 

plantas como o oomiceto Phytophthora capsici e o fungo Sclerotium rolfsii (Anusree et al., 

2017), através da produção de metabólitos de ação antimicrobiana. Dessa forma, as pesquisas 

sobre a capacidade de diferentes cepas desse filo atuarem como bactérias benéficas (van 

Berjeik et al., 2020) no solo de cultivos de interesse agrícola vem se mostrando cada vez mais 

promissora (Anusree et al., 2017; Araújo et al., 2020; Wang et al., 2021). 

3.6 Métodos moleculares para a caracterização do microbioma do solo e rizosfera  

Um dos métodos moleculares comumente utilizados para prospecção de microbioma 

trata do isolamento e sequenciamento de genomas. De maneira geral, esse método busca 

compreender a composição de um organismo de interesse prospectado do solo, geralmente 

buscando por genes ou grupos de genes de interesse (Bouchez et al., 2016). 

O surgimento e evolução das tecnologias de Next Generation Sequence (NGS) trouxe 

consigo um aumento no número de pesquisas no campo de estudos de microbiomas. Enquanto 

entre 2010 e 2020 haviam mais de 60.000 publicações para a busca por “Microbiome” no 

pubmed, entre 2020 e 2024 o número já ultrapassa 100.000 publicações. Isso se deve em 

grande parte à evolução dos métodos de análise molecular e o desenvolvimento de técnicas 

otimizadas para o estudo desses microbiomas (Bollmann-Giolai et al.,  2020). 

O sequenciamento de próxima geração de amostras ambientais, em especial em solo 

onde existe uma alta diversidade de microrganismos, permite uma melhor compreensão da 

estrutura microbiana do ambiente e as associações entre os organismos, além de proporcionar 

insights valiosos sobre o impacto antropogênico nesses ambientes (Cardenas-Alegria et al., 

2022). 

O sequenciamento genômico em ambientes pode se dar por duas técnicas diferentes: o 

amplicon e a metagenômica shotgun. Ambas as técnicas propiciam informações acerca da 

 



  

diversidade ambiental e funcional no ambiente através de metodologias diferentes, sua 

utilização depende do objetivo e condições do experimento (Usik et al., 2023). 

A técnica de sequenciamento amplicon, realiza a amplificação de regiões específicas 

da amostra de DNA coletada. A amplificação acontece com base em biomarcadores das 

espécies, geralmente caracterizados como genes house-keeping. Alguns marcadores mais 

comuns em análises de DNA ambiental são as regiões 16S para identificar bactérias, e a 

região ITS, utilizada em estudos de ecologia de fungos. Todavia, a abordagem amplicon 

permite a análise apenas de regiões conhecidas tornando-o menos eficiente a análises 

funcionais mais detalhadas, gênicas ou de vias metabólicas (Chen et al., 2020; Bouchez et al., 

2016). 

A técnica metagenômica shotgun, por outro lado, tem se destacado por fornecer uma 

abordagem única da análise das comunidades microbianas como um todo, permitindo inferir 

relações entre as espécies encontradas nas amostras, seus mecanismos de ação e sua relação 

com o ambiente onde foi coletado. Essa técnica caracteriza-se pela extração e sequenciamento 

total das amostras de DNA ambiental, possibilitando insights a respeito das funções 

biológicas codificadas nos genomas. De forma geral, a abordagem metagenômica shotgun 

permite maior compreensão das dinâmicas das comunidades encontradas (Nesme et al., 2016; 

Vieira et al., 2021). 

Assim, técnicas moleculares baseadas em sequenciamento de nova geração 

destacam-se em campos de pesquisa que visam compreender de que maneira os diferentes 

manejos agrícolas impactam as interações entre as plantas e os microrganismos do solo 

(Knights et al., 2021; Cardenas-Alegria et al., 2022). Essas abordagens permitem observar 

alterações na diversidade taxonômica, assim como na distribuição de genes funcionais, 

incluindo os genes associados à resistência a antimicrobianos (Cardenas-Alegria et al., 2022). 

Dessa maneira, a escolha entre as abordagens deve ser baseada no objetivo do estudo e 

na complexidade do ambiente analisado (Vieira et al., 2021). Essas considerações 

fundamentaram a seleção das técnicas e ferramentas utilizadas no presente trabalho para 

identificar os possíveis impactos da seleção do sistema de tutoragem na diversidade 

microbiana e seleção de genes de resistência associados ao solo e rizosfera de 

pimenta-do-reino. 

 



  

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Coleta da amostra 

As diferentes amostras experimentais de solo foram coletadas no Plantio experimental 

da empresa TROPOC - Produtos Tropicais de Castanhal localizada no município de 

Castanhal, Pará (1°17'36.9"S 47°49'34.1"W). A coleta de solo foi realizada na fase orgânica, 

foram considerados dois cultivos de pimentas-do-reino cv. Bragantina (Piper nigrum L) com 

idade de 3 anos, um cultivo realizado com tutor vivo, utilizando a espécie Gliricídia sepium 

L., e o segundo cultivo com estacas, tutor morto, mas com o mesmo manejo agronômico. O 

manejo agronômico das plantações consistia em adubação química com NPK 20-60-80 FTE 

30g/L adubação orgânica com 2L Torta de Mamona por planta.  

Das amostras de solo foram consideradas para as coletas dois tipos de amostras em 

cada um dos campos de cultivo: solo bulk, que são amostras de solo total, e de solo de 

rizosfera, cujo material está aderido às raízes (TABELA 1). Os dois tipos de amostras de solo 

foram coletadas, introduzindo uma draga com uma profundidade entre 15 e 30 cm, sendo 

repetido cinco vezes o mesmo procedimento ao redor do caule da planta com distância de 

20cm, estas amostras foram colocadas em um recipiente para fazer o pool e saí compor uma 

das réplicas da amostra de solo e raiz. Foram feitas três réplicas biológicas (cada réplica de 

uma diferente planta de pimenta-do-reino) para cada tipo de amostra, totalizando 12 réplicas  

amostrais no total. A seguir, foram selecionadas todas as raízes da planta e amostras de solo e 

colocadas, separadamente, em tubos falcon de 50 mL,e depositadas em uma garrafa com 

nitrogênio líquido e transportadas para o laboratório.   

 
TABELA 1 – Descrição das amostras utilizadas no estudo, indicando os códigos atribuídos a cada 

tipo de solo com base na presença ou ausência de rizosfera e no tipo de tutor (vivo ou morto). 

Amostra Tipo 

STM Solo bulk com tutor morto 

RTM Solo rizosférico com tutor morto 

STV Solo bulk com tutor vivo (Gliricidia sepium) 

RTV Solo rizosférico com tutor vivo (Gliricidia sepium) 

 

 



  

4.2 Extração de DNA 

As amostras coletadas das diferentes plantas de solo bulk foram conservadas em 

nitrogênio líquido, inicialmente foram fragmentadas em tubos eppendorf de 2 mL, e 

conservados à -20 oC, uma destas alíquotas foram utilizadas na extração do material genético 

segundo as indicações do kit comercial DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen). Para as amostras 

de rizosfera, no tubo contendo a raiz com solo aderido foram colocados 50 mL de buffer 

(0.75% KH2PO4, 0.95% K2HPO4, and 1% Triton X-100 in ddH2O, filter-sterilized at 0.2 

μM), a seguir foram colocados em shaker por 30 min com rotação de 200 rpm, a suspensão 

foi centrifugada e concentrada em tubos eppendorf de 2 mL para posterior extração de DNA.  

A qualidade do material genético foi verificada com eletroforese horizontal, e a concentração 

do índice de pureza foi determinada mediante absorbância.  

 

Figura 3 – Metodologia de coleta e extração de DNA. 

4.3 Sequenciamento 

A preparação das bibliotecas de sequenciamento foi realizada com o kit Nextera XT 

DNA Library (Illumina) para leituras paired-end (2x150 pb) na plataforma Illumina NextSeq 

500/550 High Output.  

4.4 Análises bioinformáticas 

4.4.1 Análises de diversidade 

As análises de diversidade foram realizadas conforme o fluxograma da figura 4. Os 

dados brutos foram filtrados utilizando o software Trimmomatic (Bolger et al., 2014) para 

 



  

remover as leituras e/ou extremidades das leituras com qualidade inferior a Phred 20 a partir 

de uma janela de 4 pares de bases e mantendo apenas as leituras com tamanho superior a 49 

pares de base. 

A atribuição taxonômica dos dados foi realizada com o software Kraken 2 (Wood et 

al., 2019), utilizando o banco de dados "PlusPFP" (v.12/28/2024). Pela plataforma Pavian 

(Breitwieser and Salzberg, 2019) foram obtidas as tabelas de abundância para os níveis 

taxonômicos. A análise de alfa diversidade de Shannon foi calculada utilizando o pacote 

alfa.diversity da biblioteca scikit-bio do Python. A avaliação da beta diversidade foi realizada 

utilizando ANOSIM e NMDS através do Microbiome Analyst (Lu et al., 2023).  

Para as análises de composição das comunidades bacterianas inicialmente foi realizada 

a normalização dos dados com MinMaxScaler da biblioteca sklearn do python para então ser 

processada com um o algoritmo IForest da biblioteca Alibi-detect (v.0.12.0) que realiza a 

remoção de outliers extremos, daqui foi feita a filtragem para a criação da tabela com as 

Actinomycetotas. Para melhor visualização das famílias de bactérias, foi aplicado um filtro do 

intervalo entre a mediana dos dados e o limite superior (IQR +3). Os gráficos foram gerados 

pela ferramenta do Orange Data Mining (v. 3.38.1).  

 

Figura 4 – Metodologia de análises de diversidade. 

4.4.2 Análises dos genes de resistência a antibióticos 

A análise de genes de resistência a antimicrobianos (Figura 5) foi realizada pelo 

CARD (Alcock et al., 2023) utilizando o banco de dados WildCard (v.3.2.6). A normalização 

 



  

da abundância para os genes de resistência foi realizada segundo descrito por Inda-Diaz et al. 

(2023), utilizando apenas aqueles com cobertura média percentual >75%. 

 

Figura 5 – Metodologia de análises de resistência. 

4.4.3 Análises estatísticas 

Os testes de Shapiro-Wilk, Anova/Kruskal-Wallis e T-test para avaliação, 

respectivamente, da normalidade dos dados e busca por diferenças significativas foram 

realizados através de um script em Python utilizando as bibliotecas SciPyStats e 

scikit.posthocs (Figura 6).  

Para a avaliação de presença das espécies de Actinobactérias, utilizou-se como critério 

a presença da bactéria nas três réplicas do grupo. Para genes de resistência, o critério foi a 

presença de pelo menos duas leituras alinhadas por grupo (abundância > 0.6), pois a análise 

dos genes de resistência realiza uma filtragem prévia baseada no percentual de cobertura 

(>75%). Os genes de resistência foram avaliados a partir do método de agrupamento 

hierárquico utilizando uma matriz de similitude com o método de Morisita através da 

ferramenta Orange Data Mining (v.3.38.1). 

Os gráficos deste trabalho foram feitos por scripts em Python (3.11.11) utilizando as 

bibliotecas Upsetplot, Seaborn, Pandas, Numpy e Matplotlib.pyplot. E as Principal 

Component Analyses (PCA) foram feitas através das bibliotecas Matplotlib, com a 

padronização dos dados feita através do StandardScaler da biblioteca Scikit-learn.  

 



  

 

Figura 6 – Fluxograma das análises estatísticas. 

 

 



  

5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 Índices de diversidade bacteriana 

Através do Kraken2, observou-se que os organismos identificados pertenciam 

majoritariamente ao domínio Bacteria, compondo em média ~97% do microbioma amostras 

(Figura 7), assim foi realizada a identificação taxonômica de até 9.632 e 10.019 bactérias em 

amostras de solo rizosférico e solo bulk, respectivamente. 

 
FIGURA 7 – Composição percentual das amostras a nível de domínio taxonômico.  

De acordo com o índice de alfa-diversidade de Shannon (Figura 8), a diversidade em 

solo mostrou-se consistentemente maior que em rizosfera para ambos os sistemas de 

tutoragem (Kruskall-Wallis p-value= 0,03290). Dessa maneira, a diversidade microbiana das 

espécies que correspondem ao filo bacteriano das Actinobactérias evidenciou-se em solo bulk 

com valores de até 7.05, e em solos rizosféricos até 6.99, sendo possível observar em todas as 

amostras uma redução de diversidade bacteriana entre solo bulk e rizosfera (TABELA 2).  

 
FIGURA 8 – Índice de alfa-diversidade Shannon para bactérias (A) em geral e específicamente para o 

filo das Actinobactérias (B). 

 



  

Os índices de beta-diversidade NMDS (Stress = 0)  e ANOSIM (R = 0.88889; p-value 

< 0.1) para solo bulk e rizosfera com tutor vivo indicam que os dois grupos têm sua distância 

bem representada pela matriz e que os dois grupos estão bem separados um do outro, ou seja, 

esses índices fortalecem a possibilidade de existirem diferenças entre as composições 

ecológicas desses grupos (solo bulk e rizosfera), implicando na capacidade da rizosfera de 

recrutar organismos de interesse em detrimento de outros. Para solo bulk e rizosfera com tutor 

morto, NMDS (Stress ≈ 0) e ANOSIM (R = 0.6296) com o mesmo valor de significância 

anterior, indicam que o grupo também está bem representado pela matriz distância, mas não 

tão bem separado quanto em tutor vivo.  

 
TABELA 2 – Índices de diversidade Shannon para as amostras de solo rizosférico e solo bulk para 

os dois sistemas de tutoragem.  

Amostra Índice Shannon Índice Shannon Actinomycetota 

STM 7.95 ± 0.01 7.04 ± 0.011 

RTM 7.84 ± 0.04 6.98 ± 0.029 

STV 7.94 ± 0.02 7.05 ± 0.015 

RTV 7.83 ± 0.03 6.99 ± 0.002 

 
A rizosfera das plantas tem capacidade de atrair microrganismos de interesse do solo  

por meio da liberação de substâncias através de suas raízes (rizodepósitos), esses 

microrganismos recrutados desempenham importantes papéis relacionados a proteção e 

nutrição da planta (York et al., 2016; Knights et al., 2021). A ausência de diferenças 

significativas na diversidade pela influência do tutor é corroborada por outros estudos que 

obtiveram resultados semelhantes ao avaliar as diferenças nas comunidades microbianas na 

rizosfera de espécies de plantas diferentes (French et al., 2017; Fu et al., 2022). O estudo de 

Li e colaboradores, realizado em 4 cultivos de P. nigrum com diferentes idades, mas mesmo 

manejo agronômico, também não apresentou diferença estatística em sua alfa diversidade, 

embora sugira diferenças em sua composição (Li et al., 2016).  

O filo das Actinomycetotas também não apresentou diferenças significativas de 

diversidade entre os tutores. A homogeneidade dos resultados de diversidade bacteriana, e em 

especial do filo das Actinobactérias, podem ser atribuídos à distância geográfica entre os 

 



  

pontos amostrais neste estudo e a forte capacidade de dispersão e resiliência dos táxons 

bacterianos (Araújo et al., 2020; Na et al., 2018). 

Com base nisso, a escolha do tutor não apresentou evidências de representar um fator 

de risco à diversidade microbiana avaliada neste estudo. Observa-se que a substituição do 

tutor morto, método mais oneroso e pouco sustentável (EMBRAPA, 2004), pelo tutor de G. 

sepium não ocasionou impactos negativos nos índices de alfa-diversidade microbiana, 

incluindo o filo das Actinobactérias. 

5.2 Composição bacteriana 

Entre os filos das bactérias identificadas, a maior prevalência foi dos filos 

Pseudomonadotas (~50) e Actinomycetota (~35%), respectivamente (Figura 9). Estes filos 

identificados representam mais de 80% da composição da amostra, além disso existem 

evidências de que várias espécies desses filos estão associadas à síntese de moléculas com 

capacidade de promover o crescimento de plantas como auxinas, além da produção de 

antibióticos que auxiliam a proteção contra patógenos de plantas como Fusarium, P. capsci e 

S. rolfsii (Wang, 2023; Anusree e Suseela Bhai., 2017). 

 

 

FIGURA 9 – Abundância relativa da composição das amostras a nível taxonômico de  filo. 
 
A composição bacteriana foi observada a nível de família (Figura 10), 

Streptomycetaceae destaca-se como a mais abundante em todas as amostras, com mais 

incidência em RTM. Ressalta-se que as amostras de solo bulk agrupam-se entre si, assim 

 



  

como as de solo rizosférico, indicando que existem mais semelhanças a respeito do tipo de 

amostra (se solo bulk ou rizosférico) do que a cerca do sistema de tutoragem.  

A prevalência da família Streptomycetaceae em RTM pode ser um indicativo de que 

essas bactérias podem estar desempenhando funções no desenvolvimento da planta. Além 

dela, outras bactérias são prevalentes nas amostras, sendo elas correspondentes aos filos 

Actinomycetota e Pseudomonadota. A abundância das Actinobactérias, teve uma distribuição 

semelhante entre as amostras, com exceção da família Mycobacteriaceae cuja prevalência 

ocorre em solo rizosférico (RTM e RTV). Quanto à distribuição das proteobactérias, foram 

consistentemente mais abundantes em STM (seguido por RTM, STV e RTV, 

respectivamente). Dessa forma, a menor abundância de Pseudomonadaceae em RTV pode 

indicar que a presença do tutor G. sepium, conhecido por sua contribuição na fertilidade do 

solo, influencia no recrutamento de membros dessa família (Florentino et al., 2019). Ainda, a 

remoção das famílias com maior abundância, como dados extremos, permitiu observar mais 

diferenças no perfil de composição dos grupos. Sugerindo que as bactérias que desempenham 

funções específicas aos diferentes grupos podem não estar localizadas entre as mais 

abundantes. 

 

 

 



  

 
FIGURA 10 – Heatmap da composição bacteriana (famílias taxonômicas) das amostras usando 

agrupamento por K-mean, (A) contendo a filtragem por outlier da Alibi-detect e (B) após a filtragem dos valores 
extremos através da seleção do intervalo de dados entre a mediana e o limite superior (IQR + 3) 

 
Entre as Actinobactérias, o gênero Streptomyces foi o de maior abundância em todas 

as amostras, sobretudo em RTM (Figura 11). Esse gênero é frequentemente identificado em 

amostras de solo (Karthik et al., 2022), isso pode estar relacionado a função biológica 

desempenhada pelas diferentes espécies de Streptomyces dentro desse ambiente como a 

produção de antibióticos naturais, peptídeos antimicrobianos, sideróforos, fitohormônios e 

outros (Anusree et al., 2019; Gowdar et al., 2018). Assim, o recrutamento desse gênero pode 

estar associado à proteção contra fitopatógenos, mas também ao aumento da disponibilidade 

de nutrientes e promoção do crescimento das plantas. 

 
Figura 11: Heatmap da abundância dos gêneros de Actinobactérias em amostras de solo e rizosfera com os 
sistemas de suporte em tutor vivo e tutor morto. 

 



  

5.3 Perfis das espécies de Actinobactérias 

Observa-se que entre o total de 1.899 Actinobactérias identificadas nesta análise 

(Figura 12), 1.793 (n%) são comuns aos 4 grupos de amostras (STM, STV, RTV e RTM). Em 

solo, 44 espécies são comuns nas amostras de solo bulk e ausentes em rizosfera. Além disso, 

13 bactérias são exclusivas em STM, e 8 são exclusivas a STV. A nível de tutor, apenas o solo 

rizosférico com tutor vivo possui a bactéria exclusiva Streptomyces sp. 44414.  

Por outro lado, existem 18 bactérias presentes em todas as amostras mas ausentes em 

RTV, e outras 18 ausentes apenas em RTM. Interessantemente, Thapa et al. (2024) realizou 

uma comparação molecular entre diferentes cepas de Streptomyces e seus resultados 

indicaram que, independente da variação geográfica, pode existir uma grande semelhança 

entre os metabólitos produzidos pelas bactérias desse gênero quando crescidas nas mesmas 

condições  (Thapa et al., 2024). Isso poderia indicar que apesar das rizosferas recrutarem 

conjuntos diferentes de Streptomyces essas bactérias podem desempenhar funções 

semelhantes no ambiente. Uma análise mais aprofundada do metabolismo dessas bactérias nas 

diferentes amostras seria necessária para determinar quanta influência a rizosfera e o tutor têm 

na indução da produção de metabólitos por Streptomyces. 

 

 



  

FIGURA 12 – UpSet plot demonstrando a sobreposição e exclusividade de espécies de Actinobactérias 
entre as amostras analisadas. 

A análise do grupo recrutadas do solo por RTV (TABELA 4), mas não pela rizosfera 

com o tutor morto, permitiu observar o perfil de bactérias exclusivo a esse sistema de 

tutoragem. Entre elas, observam-se espécies associadas ao biocontrole de fitopatógenos, 

relacionadas à produção de compostos bioativos, com capacidade de degradar poluentes como 

metais pesados e sintetizar compostos de importância agrícola (Wang et al., 2021). 

Destacam-se na literatura as bactérias Streptomyces griseorubiginosus, Rhodococcus sp. 11-3, 

Paernathrobacter sp. R1 e Microbacterium sp. AIS03, por sua produção de metabólitos 

secundários promotores do crescimento das plantas (Chai et al., 2022), biocontrole de 

patógenos, aumento da disponibilidade de nutrientes no solo e biorremediação de poluentes 

como compostos organofosforados e metais pesados (Xiao et al., 2022; Iyer et al., 2017). 

Tabela 4: Tabela de bactérias recrutadas por RTV, ou seja, presentes em RTV, STV e STM, mas ausentes 
em RTM. 

Actinomycetota RTM RTV STM STV 

Actinoplanes sichuanensis Ausente Presente Presente Presente 

Actinoplanes sp. OR16 Ausente Presente Presente Presente 

Arthrobacter sp. J3.49 Ausente Presente Presente Presente 

Aurantimicrobium minutum Ausente Presente Presente Presente 

Aurantimicrobium sp. INA4 Ausente Presente Presente Presente 

Brevibacterium sp. Ap13 Ausente Presente Presente Presente 

Candidatus Planktophila vernalis Ausente Presente Presente Presente 

Gordonia ajococcus Ausente Presente Presente Presente 

Microbacterium sp. AISO3 Ausente Presente Presente Presente 

Microbacterium sp. Se5.02b Ausente Presente Presente Presente 

Microbacterium sp. Se63.02b Ausente Presente Presente Presente 

Mycobacterium orygis Ausente Presente Presente Presente 

Paenarthrobacter sp. R1 Ausente Presente Presente Presente 

Pseudonocardia sp. EC080619-01 Ausente Presente Presente Presente 

Rhodococcus sp. 11-3 Ausente Presente Presente Presente 

 



  

Streptomyces griseorubiginosus Ausente Presente Presente Presente 

Streptomyces sp. ICC1 Ausente Presente Presente Presente 

Streptomyces sp. LBUM 1475 Ausente Presente Presente Presente 

 
Com isso, é possível que a condição RTV contribua no recrutamento de bactérias 

associadas à produção de compostos promotores do crescimento das plantas e mecanismos de 

proteção contra fitopatógenos, como a regulação da resposta enzimática de defesa da planta. 

A presença de G. sepium poderia favorecer também bactérias que ajudam ao desenvolvimento 

da planta, corroborando o estudo anterior de Dinesh e colaboradores (2010)  que observou 

aumento da biomassa microbiana e disponibilidade de nutrientes no solo com o tutor G. 

sepium (Dinesh et al., 2010).  

As Actinobactérias recrutadas em RTM (Tabela 5), se caracterizam pela biossíntese e 

resistência à uma série de antibióticos entre os quais estão carbapenem, monobactam, 

clorafenicol e estreptomicina (Caradec et al., 2022; Chen et al., 2020). Dentre as bactérias 

recrutadas em RTM, temos: Dactylasporangium fulvum,  Streptomyces sp. S501 e 

Nocardioides sp. LMS-CY (Cheng et al., 2021), e  podem estar envolvidas na  disseminação 

de AMRs. 
Tabela 5: Tabela de bactérias recrutadas por RTM, ou seja, presentes em RTM, STV e STM, mas ausentes 
em RTV. 

Actinomycetota RTM RTV STM STV 

Arthrobacter sp. AQ5-05 Presente Ausente Presente Presente 

Arthrobacter sp. FW306-05-C Presente Ausente Presente Presente 

Arthrobacter sp. H16F315 Presente Ausente Presente Presente 

Candidatus Planktophila sulfonica Presente Ausente Presente Presente 

Corynebacterium caspium Presente Ausente Presente Presente 

Corynebacterium sp. sy039 Presente Ausente Presente Presente 

Dactylosporangium fulvum Presente Ausente Presente Presente 

Microbacterium sp. PAMC21962 Presente Ausente Presente Presente 

Micrococcus sp. V7 Presente Ausente Presente Presente 

Mycobacterium conspicuum Presente Ausente Presente Presente 

 



  

Mycolicibacterium sp. P1-18 Presente Ausente Presente Presente 

Nocardioides sp. LMS-CY Presente Ausente Presente Presente 

Rhodococcus sp. AD45 Presente Ausente Presente Presente  

Rhodococcus sp. AH-ZY2 Presente Ausente Presente Presente 

Rhodoluna sp. KAS3 Presente Ausente Presente Presente 

Streptomyces sp. 14R-10 Presente Ausente Presente Presente 

Streptomyces sp. S501 Presente Ausente Presente Presente 

Streptomyces sp. Tue6028 Presente Ausente Presente Presente 

 
A espécie de Streptomyces sp. 44414, identificada nas amostras de RTV não tem 

informações deste tipo de relação. Todavia, essa bactéria pode apresentar funções 

relacionadas à transferência de genes entre as espécies por meio da disseminação intramicelial 

de plasmídeos (Zhang et al., 2008).  

5.4 Genótipo de resistência 

5.4.1  Análise de diversidade de genes de resistência a antimicrobianos  

Com a avaliação do genótipo de resistência através dos índices de alfa-diversidade de 

Fisher e riqueza (Tabela 6), observou-se que RTV, quando comparado aos demais, apresenta 

uma menor diversidade de genes de resistência a antimicrobianos e também menor riqueza. 

Também é possível observar que as amostras de solo tem uma maior riqueza de genes de 

resistência, possuindo um maior arcabouço genético quando comparado a rizosfera, que pode 

ser um indicativo de que em rizosfera apenas os genes essenciais à manutenção da 

sobrevivência da sua microbiota são recrutados.   

A diversidade alfa dos genes de resistência identificada foi maior nas amostras de solo 

bulk comparado com as de rizosfera, assim como se observa nas amostras de STV (Fisher: 

0.91 ± 0.10) e RTV (Fisher: 0.36 ± 0.06), com diferenças significativas (t-test, p-value = 

0.01). No entanto, não foram identificadas diferenças na diversidade entre as amostras com o 

tutor morto RTM (Fisher: 0.89 ± 0.40) e STM (Fisher: 0.92 ± 0.01) e sem diferenças 

estatisticamente significativas (t-test; p-value = 0.89) entre os grupos.  

 



  

Esses resultados implicam na potencial participação de G. sepium na seleção dos genes 

de resistência recrutados para a rizosfera em tutor vivo, mais estudos são necessários para 

poder entender melhor como esta planta ajuda no desenvolvimento da pimenta, como neste 

caso do recrutamento de microrganismos. Por sua vez, foi possível observar que as amostras 

de solo tem uma maior diversidade de genes de resistência, possuindo um maior arcabouço 

genético quando comparado à rizosfera, indicando de que em rizosfera apenas os genes 

essenciais à manutenção da sobrevivência da sua microbiota são recrutados.   

 
TABELA 3 – Média dos índices de alfa-diversidade fisher para os genes de resistência. 

Amostras Fisher Riqueza 

RTM 0.89 ± 0.40  5.0 

STM 0.93 ± 0.02 7.3 

RTV 0.36 ± 0.06   2.6 

STV 0.91 ±  0.10 6.3 

 
 

5.4.2 ​ Genes de resistência a antimicrobianos 

Os padrões de abundância dos genes de resistência a antimicrobianos (Figura 13) 

sugerem que a estrutura microbiana nos diferentes grupos exerce um papel fundamental na 

seleção dos genes de resistência. O gene acrB associado a uma bomba de efluxo que confere 

multirresistência a diversas drogas, destaca-se em ambas as amostras rizosféricas. Esse gene é 

amplamente identificado em diferentes ambientes, inclusive em solos pouco impactados, 

como o solo Antártico (Yuan et al., 2019). Sua alta prevalência pode estar relacionada ao fato 

de que esse gene confere resistência a uma ampla gama de antibióticos, permitindo às 

bactérias um mecanismo de defesa versátil.   

 



  

 

FIGURA 13 – Análise de similitude entre as amostras realizada através da ferramenta Orange Data 
Mining v. 3.38.1 utilizando a matriz distância de Morisita com gene qacG em destaque. 

Além disso, Nishino e colaboradores (2021), indicam que acrB tem um papel na 

excreção do sideróforo enterobactina para o exterior da bactéria, esse sideróforo é excretado 

pela bactéria como mecanismo para facilitar sua obtenção de ferro do ambiente (Nishino et 

al., 2021). A secreção de sideróforos foi destacada em estudos como um dos mecanismos de 

interesse em bactérias promotoras do crescimento de plantas em função de sua capacidade de 

aumentar a biodisponibilidade de ferro para as plantas através da quelação da forma 

inorgânica de Fe³⁺ (Sun et al., 2022). Embora a participação deste gene tenha sido relatada na 

literatura em E. coli patogênicas (Nishino et al., 2021), é possível que ele possa desempenhar 

diferentes funções biológicas em bactérias ambientais presentes em cultivos agrícolas. 

Em RTM, os genes SHV-160 e VanR destacam-se por sua abundância, e estão 

relacionados à resistência a betalactâmicos e glicopeptídeos através da inativação do 

antibiótico e da alteração do alvo, respectivamente. Isto sugere uma comunidade com maior 

diversidade de resistência, possivelmente associada ao maior recrutamento de espécies 

potencialmente relacionadas à produção de antibióticos que possam atuar como inibidores de 

fitopatógenos (Yasir et al., 2022, Alonso-Reys et al., 2021).  

Por outro lado, RTV possui uma menor diversidade de genes de resistência, onde o 

gene qacG destaca-se por sua relação com uma bomba de efluxo relacionada a resistência a 

desinfetantes e antissépticos. A ocorrência desse gene em maior abundância em rizosfera de 

tutor vivo, pode indicar uma maior demanda deste gene na adaptação das comunidades 

 



  

microbianas relacionadas a este cultivo, possivelmente em decorrência da aplicação de 

biocidas ou do protocolo de desinfecção das mudas de G. sepium. 

Em solo com tutor morto (STM) houve prevalência de genes relacionados à resistência 

a aminoglicosídeos, glicopeptídeo e multirresistência a antimicrobianos através dos genes 

AAC(3)-iib, VanR e acrB. Da mesma forma, em STV, destacam-se as abundâncias relativas 

dos genes opcM, que é uma bomba de efluxo da família RND, e gene VanR, do cluster VanO.  

Com base na abundância e riqueza dos genes, a amostra RTV apresenta um perfil de 

resistência distinto com relação às demais amostras. Isso sugere a influência do tutor vivo na 

seleção de AMRs na rizosfera. Adicionalmente, através dos clusters de genes é possível 

associar essa diferença não apenas ao gene qacG, cuja incidência ocorre apenas em RTV, mas 

também com a maior variedade e abundância de AMRs nas demais amostras. 

As análises anteriores de presença de Actinomycetota poderiam indicar que a rizosfera 

com tutor morto possui um maior número de bactérias exclusivas relacionadas à produção e 

resistência à antibióticos em comparação com o tutor vivo, cujas bactérias exclusivas são 

frequentemente relacionadas à promoção do crescimento da planta. A maior diversidade de 

genes de resistência observados na amostra RTM pode estar associada à diferença no 

recrutamento das actinobactérias pelas rizosferas com tutor vivo e com tutor morto.  

Portanto, é possível que a seleção de AMRs esteja sendo influenciado pela presença do 

tutor vivo Gliricidia sepium, através da atenuação da necessidade de amplificação gênica 

adicional, ao suprir parcialmente as demandas metabólicas do microbioma (Juanico et al., 

2023). Em contraste, na ausência do tutor vivo, tais necessidades poderiam intensificar o 

incremento da abundância desses genes, favorecendo sua persistência e disseminação no 

ambiente. 

​ Dessa maneira, os genes de resistência em solo agrícola não devem ser interpretados 

unicamente sob a ótica de resistência a antimicrobianos relacionada ao impacto antrópico, 

mas deve-se considerar a participação desses genes no metabolismo fundamental das 

comunidades microbianas presentes no solo e as interações entre elas. Assim, esses genes 

podem ter participação na disponibilidade de nutrientes e competição entre os 

microrganismos. Sugere-se, a partir desses resultados que o perfil de resistência em RTM 

talvez seja ocasionado pela maior disputa pelo nicho em função da menor disponibilidade de 

 



  

nutrientes quando comparado ao tutor vivo que conta com o G. sepium além da 

pimenta-do-reino para a secreção de substâncias no horizonte rizosférico. 

5.4.3 Mecanismos de resistência 

Entre os mecanismos de resistência identificados (TABELA S1), observa-se em 

rizosfera a prevalência de mecanismos relacionados a bombas de efluxoem RTV e inativação 

do antibiótico seguido por bombas de efluxo em RTM  (Figura 14) . Em solo, destacam-se os 

mecanismos relacionados ao efluxo, inativação de antibióticos e a alteração do alvo.  

 

 

 
FIGURA 14 – Catplot-swarm da distribuição normalizada média dos tipos de mecanismos de 

resistência. 
 
As bombas de efluxo são um mecanismo importante para a sobrevivência de bactérias 

em ambientes com pressão seletiva, por isso são fortemente disseminadas nos mais diversos 

ambientes. Desse modo, tendo em vista que esses genes possuem uma história evolutiva 

anterior à disseminação do uso antrópico de antimicrobianos como é sugerido por estudos 

realizados em solo antártico (Yuan et al., 2019), a  presença de genes relacionados a bombas 

de efluxo não são necessariamente sinais de contaminação por antibiótico causada pela ação 

 



  

antrópica, mas uma resistência natural induzida pela presença de microrganismos produtores 

de antibióticos (Ramakrishna et al., 2019).  

Além da sobrevivência bacteriana a antimicrobianos, as bombas de efluxo estão 

envolvidas em diversas funções do metabolismo das bactérias como à excreção de substâncias 

que solubilizam nutrientes como o ferro (Nishino et al., 2021). Sua maior incidência nas 

amostras rizosféricas em detrimento das de solo pode indicar que esse mecanismo realiza 

funções relacionadas à disponibilidade de nutrientes captados pelas raízes. 

5.4.4 Perfil de resistência AMRs 

Foram identificados 28 genes de resistência entre os grupos amostrais (Figura 15). 

Entre os resultados obtidos na análise de presença de genes (TABELA 4), observa-se a 

ausência de genes de resistência exclusivos de tutor vivo e a presença de apenas um gene 

exclusivo no conjunto tutor morto.      

 

FIGURA 15 – Análise das intersecções e exclusividades dos genes de resistência entre as amostras 
utilizando genes com cobertura >75% e pelo menos duas leituras alinhadas para o grupo. 

 

 



  

Todas as amostras compartilham a presença de TEM-230, gene relacionado à 

resistência a drogas da classe dos betalactâmicos: monobactam, cephalosporin, penam e 

penem através da inativação do antibiótico. Esse gene pertence à família TEM beta-lactamase 

e é comumente identificado em enterobactérias, pertencentes ao filo das Pseudomonadotas 

(Ranjbar e Sami, 2017). 

TABELA 4: Genes relacionados à resistência antimicrobiana exclusivos a cada amostra. 
RTM RTV STM STV 

CTX-M-11 mdtB AAC(3)-IIb MexC 

Klebsiella 
pneumoniae 

KpnF qacG BKC-1 OprZ 

SHV-160 - KPC-22 TriC 

qacJ - MexD YajC 

- - 

Pseudomonas 
aeruginosa 

CpxR amrB 

- - lfrA mphA 

- - rosA rsmA 

- - smeS - 

 
O gene opcM está relacionado a uma bomba de efluxo que confere resistência a 

fluoroquinolona e aminoglicosídeo. Independente do tutor, identificou-se o gene opcM nas 

amostras de solo bulk, enquanto nos grupos da rizosfera o gene não foi identificado, o que 

poderia indicar que os microrganismos que carregam esse gene não estão envolvidos no 

metabolismo rizosférico nem na promoção do crescimento da planta. 

O gene dfrB3 está ausente apenas na amostra RTV (Tabela 5), esse gene tem relação a 

resistência a diaminopyrimidine através da alteração do alvo do antibiótico. Apesar de 

relatado em maior proporção em solos sem adubação com esterco bovino (Macedo et al., 

2021), o manejo de todas as amostras avaliadas neste estudo é realizado com adubo de torta 

de mamona. O estudo de Kneis e colaboradores (2023) indica a possibilidade desse gene ter 

parte de suas cópias compondo cassetes de resistência, assim, existe a possibilidade desse 

gene estar presente na amostra não por ativação pelo estressor diaminopyrimidine, mas pelo 

mecanismo de co-seleção de outros genes (Kneis et al., 2023). 

TABELA 5 – Genes identificados em bulk solo (STM e STV) e solo rizosférico com tutor morto 
(RTM), mas não identificados nas amostras de  solo rizosférico com tutor vivo (RTV). 

 



  

GENE Classe da Droga RTM RTV STM STV 

TriB Agentes 
antissépticos e 
desinfetantes 

Presente Não 
detectado Presente Presente 

dfrB3 Agentes 
antissépticos e 
desinfetantes 

Presente 
Não 
detectado Presente Presente 

vanR gene in 
vanO cluster 

Agentes 
antissépticos e 
desinfetantes 

Presente 
Não 
detectado Presente Presente 

 
Observa-se ainda que o gene VanR do cluster VanO, parte do cluster que codifica a 

resistência à vancomicina e a teicoplanina, antibióticos associados a actinobactérias, também 

está ausente apenas em rizosfera que utiliza o tutor vivo. A ausência desse gene em RTV pode 

ter relação com o fato que o grupo exclusivo de actinobactérias recrutado por RTV é 

principalmente composto por bactérias associadas à promoção do crescimento da planta 

(Binda et al., 2018). 

Esse padrão fortalece a hipótese de que RTV é menos propício à manutenção de genes 

AMRs, favorecendo microrganismos promotores do crescimento das plantas em detrimento 

daqueles que atuam em antagonismo químico. Da mesma maneira, o arcabouço mais diverso 

em RTM sugere um ambiente mais competitivo, o que pode demandar um maior arsenal de 

defesa microbiano. 

Quanto aos genes exclusivos ao solo, em STM foram identificados 8 genes de 

resistência com os mecanismos de efluxo e inativação do antibiótico, relacionados às famílias 

RND, Beta-lactamase, aminoglicosídeos e MFS. Entre os 7 genes observados em STV houve 

predominância de bombas de efluxo RND, com exceção apenas mphA, que confere resistência 

a macrolídeos, através do mecanismo de inativação do antibiótico.  

Observa-se em RTM, um perfil de resistência composto por bombas de efluxo 

multirresistentes e predominância de genes relacionados à resistência aos beta lactâmicos e 

agentes desinfetantes. Em RTV, por outro lado, nota-se um perfil reduzido de genes, com 

apenas genes relacionados à agentes desinfetantes e aminocoumarin (antibiótico derivado de 

Streptomyces), o que sugere uma possível resistência naturalmente induzida pela presença da 

bactéria produtora. 

 



  

Outros mecanismos, além da seleção por pressão seletiva quanto a presença de 

bactérias produtoras de antibióticos, podem estar envolvidos na persistência de genes de 

resistência no ambiente, como a resistência cruzada, co-resistência e co-regulação (Maurya et 

al., 2020). Os biocidas (frequentemente utilizados em lavouras) e desinfetantes, por exemplo, 

também têm capacidade de selecionar cepas resistentes como consequência da expressão de 

genes multirresistentes, e mesmo genes diretamente associados a antibióticos podem ser 

selecionados se fizerem parte de um mesmo replicon que carregue outros genes de interesse 

(Alonso et al., 2001; Cardenas-Alegria et al., 2022).  

De maneira geral, os padrões observados de presença-ausência de genes de resistência 

nas amostras indicam que o sistema de tutoragem pode exercer influência sobre a estrutura 

funcional da rizosfera da pimenta-do-reino. A menor diversidade desses genes em RTV 

sugere que esse ambiente pode ser quimicamente menos competitivo, podendo favorecer o 

recrutamento de microrganismos relacionados à promoção do crescimento das plantas, onde a 

comunidade de actinobactérias recrutada nessa amostra se destaca, predominantemente 

relacionada na literatura à funções benéficas às plantas (Chai et al., 2022; Xiao et al., 2022; 

Iyer et al., 2017). 

5.5 Associação entre as variáveis 

A análise exploratória (Figura 16) das variáveis neste estudo indica que a ocorrência e 

diversidade dos genes de resistência estão diretamente relacionados com a estrutura e 

diversidade da comunidade bacteriana, o que reflete nos diferentes perfis de resistência 

observados. Observou-se uma forte correlação da diversidade de Fisher dos genes de 

resistência com a diversidade bacteriana (R=0,60), assim como com o gene VanR (R=0,76), e 

uma correlação negativa com o gene de resistência qacG (R=-0,76), possivelmente por esse 

gene apresentar maior prevalência em ambientes pouco competitivos e funcionalmente mais 

simples. A presença do tutor G. sepium, e o potencial aumento na disponibilidade de 

exsudatos, podem estar mediando a redução da competição entre as bactérias pelo nicho, 

favorecendo comunidades menos dependentes de mecanismos de resistência a 

antimicrobianos. 

De modo geral, os genes VanR, TEM-230 e OpcM se relacionam positivamente com a 

diversidade de bactérias, actinobactérias e o índice de diversidade de Fisher de genes de 

resistência. A correlação entre esses genes e as actinobactérias pode sugerir que eles estejam 

 



  

relacionados a comunidades microbianas mais complexas e nutricionalmente mais 

competitivas, onde os genes AMRs estejam desempenhando múltiplas funções adaptativas.  

 

FIGURA 16 – Análise do componente principal utilizando os itens de maior relevância nas análises 
anteriores. 

Apesar da elevada abundância de Streptomyces e sua associação com a produção de 

antibióticos na literatura, não foram observadas correlações significativas com a diversidade 

de genes de resistência. Isso sugere que Streptomyces pode desempenhar outras funções 

ecológicas dentro desse nicho. Além disso, sua presença não implica, necessariamente, na 

diversidade de AMRs, mesmo assim é importante destacar que essas bactérias têm potencial 

de sintetizar uma ampla variedade de antibióticos. Contudo, os resultados indicam que outros 

fatores além da presença de microrganismos conhecidos pela produção de antibióticos, como 

Streptomyces, podem estar mais envolvidos na indução de diversidade de genes de resistência 

(Rad et al., 2022). 

A forte correlação entre a diversidade bacteriana e a diversidade de genes de 

resistência (Figura 17) poderia ser indício de que além das bactérias produtoras de antibióticos 

 



  

compondo o filo das Actinobactérias, outros fatores podem ter seu papel na disseminação de 

AMRs, como a transferência horizontal de genes mediada por plasmídeos entre as bactérias. 

Esse mecanismo de transferência gênica pode representar um risco a modelos de cultivo 

agrícola com grandes pressões seletivas, podendo ocasionar o surgimento de cepas 

oportunistas os patogênicas (Dimitriu, 2022, Meng et al., 2022). 

 
FIGURA 17 – Matriz de correlação Pearson com dados normalizados utilizando a biblioteca Standard Scaler. 

Da mesma forma, a correlação moderada entre Actinobactérias e a diversidade de 

genes de resistência corrobora as informações na literatura de que organismos produtores de 

antibióticos tendem a possuir um arcabouço genético relacionado aos AMRs para promover a 

própria sobrevivência, contudo, é possível que outros fatores também possam estar fortemente 

relacionados a diversidade de AMRs, como outros filos bacterianos, fungos, MGEs ou fagos 

(Stanczak-Mrozek et al., 2017; Fisher et al., 2022).  

 



  

6. CONCLUSÃO 

Neste estudo, foi observado que a diversidade geral da comunidade bacteriana não é 

fortemente impactada pela escolha do sistema de tutoragem No entanto, diferenças na 

composição taxonômica foram observadas entre as amostras, sugerindo que as interações 

microbianas mediadas pela rizosfera desempenham um papel relevante no recrutamento 

microbiano. Destaca-se ainda a elevada abundância do filo das Actinobactérias nessas amostras, 

com maior diversidade nas amostras de solo bulk, indicando que parte dessa comunidade faz 

parte do microbioma do solo, mas não é necessariamente recrutado pela rizosfera.  

A análise PCA e matriz correlação de Pearson indicam associação entre a diversidade alfa 

de bactérias em geral, e em específico do filo das Actinobactérias, e a diversidade de genes de 

AMRs, reforçando a relação entre bactérias produtoras de antibióticos e a disseminação natural 

de genes de resistência, sugerindo que esses genes podem estar desempenhando funções 

ecológicas como a competição microbiana e adaptação ao ambiente e não necessariamente 

relacionadas ao impacto antrópico pelo uso de antimicrobianos. 

A análise dos grupos exclusivamente recrutados a cada amostra revelou diferenças 

qualitativas entre os perfis microbianos recrutados pelas rizosferas. A rizosfera com tutor morto 

apresentou maior diversidade de bactérias associadas à produção de antimicrobianos, ao mesmo 

tempo, a rizosfera com tutor vivo recrutou principalmente bactérias associadas a mecanismos 

benéficos ao crescimento das plantas. Esse resultado sugere que a seleção do tutor pode ter 

influência na seleção da especialização funcional das bactérias que compõem sua comunidade, 

mesmo sem causar alterações na diversidade total. 

A condição RTV apresenta um perfil de resistência diferenciado em relação às demais 

amostras, sugerindo um possível papel do tutor vivo (G. sepium) na seleção de AMRs. Em 

particular, entre as amostras rizosféricas, RTM apresentou maior diversidade de genes de 

resistência e um maior arcabouço de mecanismos, enquanto RTV houve uma menor diversidade 

de genes, sugerindo que esse ambiente sofra menor pressão seletiva e portanto pode contar com 

um conjunto menos complexo de genes e mecanismos de resistência. Assim, é possível que o 

tutor vivo possa reduzir a necessidade de manutenção de um repertório diverso de genes de 

resistência. 

Com isso, os resultado desse estudo sugerem que a utilização de G. sepium é uma 

abordagem sustentável para evitar o desmatamento e altos custos relacionados à utilização de 

estacas, mas também pode contribuir para o desenvolvimento de P. nigrum, possivelmente 

 



  

mediando o gradiente de nutrientes no horizonte rizosférico sem causar empobrecimento do 

microbioma e assim influenciando positivamente o recrutamento bacteriano e limitando a 

disseminação de genes de resistência. Estudos adicionais são necessários para compreender de 

que maneira o recrutamento desses microrganismos e a seleção do perfil de resistência 

influencia a produtividade e sanidade do cultivo de pimenta-do-reino. 
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APÊNDICE I 

 
Tabela S1: Genes relacionados à resistência antimicrobiana, seus mecanismos e o 
número de classes de drogas aos quais são resistentes. 
ARO Term Mecanismo Família do Gene Nº Dclass 

TriB 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 1 

TriC 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 1 

YajC 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 10 

acrB 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 7 

amrB 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 1 

mdtB 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 1 

mexM 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 1 

opcM 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 2 

rsmA 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 3 

smeS 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 4 

MexC 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 9 

MexD 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 9 
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OprZ 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 4 

Pseudomo
nas 

aeruginosa 
CpxR 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
resistance-nodulation-cell 

division (RND) 15 

lfrA 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
major facilitator superfamily 

(MFS) 1 

rosA 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
major facilitator superfamily 

(MFS) 1 

qacG 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
small multidrug resistance 

(SMR) 1 

qacJ 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
small multidrug resistance 

(SMR) 1 

Klebsiella 
pneumonia

e KpnF 

Bombas de 
efluxo de 

antibióticos 
small multidrug resistance 

(SMR) 7 

BKC-1 
Inativação do 

antibiótico BKC Beta-lactamase 1 

CTX-M-11 
Inativação do 

antibiótico CTX-M beta-lactamase 1 

KPC-22 
Inativação do 

antibiótico KPC beta-lactamase 4 

SHV-160 
Inativação do 

antibiótico SHV beta-lactamase 3 

TEM-230 
Inativação do 

antibiótico TEM beta-lactamase 4 

AAC(3)-IIb 
Inativação do 

antibiótico AAC(3) 1 

mphA 
Inativação do 

antibiótico 
macrolide phosphotransferase 

(MPH) 1 

ramA 
Inativação do 

antibiótico 
rifampin ADP-ribosyltransferase 

(Arr) 1 

vanR gene 
in vanO 
cluster 

Alteração do 
alvo do 

antibiótico 
glycopeptide resistance gene 

cluster; vanR 1 
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dfrB3 

Substituição 
do alvo do 
antibiótico 

trimethoprim resistant 
dihydrofolate reductase dfr 1 

 
 
 
 
 
 

 


