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Resumo 

Avaliação da resposta da comunidade microbiana de solos à aplicação de um biocida 

(EucaBio)   

Eucalyptus globulus é uma espécie invasora, que se encontra amplamente difundida nas florestas 

portuguesas. Apesar da enorme importância da substituição do eucalipto por espécies nativas, 

existem diversos fatores económicos, sociais e políticos que dificultam a sua implementação. Por 

esta razão, são necessárias soluções alternativas para reduzir a expansão espontânea da área de 

eucalipto em Portugal. As folhas de eucalipto têm potencial fitotóxico e o seu uso como herbicida 

sustentável pode ajudar a reduzir a biomassa de eucalipto presente nas florestas. Neste trabalho 

foi realizada a avaliação do impacto nas comunidades microbianas de solos agrícolas do 

EucaBio_sólido, um herbicida ecológico, por sequenciação de alto rendimento (Illumina). Este 

trabalho contribui para a validação do EucaBio_sólido como uma alternativa aos herbicidas 

sintéticos. A comunidade microbiana presente nas amostras de solo com diferentes concentrações 

de EucaBio_sólido (0 %, 2,5 %, 5 % e 10 %) e em três tempos diferentes (T0, T1 e T2) foi avaliada 

por metabarcoding da região 16S e ITS do rRNA. Foram identificados 14.914 amplicon sequence 

variants bacterianos e 5.607 amplicon sequence variants fúngicos, onde os filos com maior 

abundância foram Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria para a comunidade bacteriana, 

e os filos Ascomycota e Basidiomycota para a comunidade fúngica. De entre todas as amostras, 

o controlo revelou ter uma comunidade microbiana mais rica e diversa, principalmente na 

comunidade bacteriana, enquanto que a concentração de 10 % foi a que apresentou menor riqueza 

e diversidade microbiana, mostrando assim, um maior impacto na comunidade. A concentração 

de EucaBio_sólido foi o fator mais significativo na variabilidade da composição das comunidades 

das diferentes amostras. Assim, este trabalho permitiu identificar os grupos taxonómicos com 

maiores alterações devido à aplicação do bio-herbicida EucaBio. Este impacto foi tanto maior 

quanto mais alta a concentração de EucaBio_sólido, o que evidencia que a aplicação deve ser 

realizada a concentrações mais baixas. 

Palavras-chave: Eucalyptus globulus; EucaBio; Comunidade fúngica e bacteriana 
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Abstract 

Assessment of the response of the soil microbial community to the application of a 

biocide (EucaBio) 

Eucalyptus globulus is an invasive species, widely distributed in Portuguese forests. Although there 

is a great importance on the replacement of eucalyptus with native plant species, the existence of 

several economic, social, and political factors difficult its implementation. For this reason, 

alternative solutions to reduce the spontaneous expansion of eucalyptus area in Portugal are 

needed. Eucalyptus leaves have phytotoxic potential and their use as an environmentally friendly 

herbicide could help reduce the eucalypt biomass in forests. In this work, the assessment of the 

impact of EucaBio_solid (eco-friendly herbicide) application on microbial communities of 

agricultural soil was performed by high-throughput sequencing (Illumina). This work contributes to 

validate EucaBio_solid as a sustainable alternative to synthetic herbicides. The soil microbial 

community was assessed using different concentrations of EucaBio_solid (0 %, 2.5 %, 5 % and 10 

%) and three collection times (T0, T1 and T2) using metabarcoding of 16S and ITS rRNA regions. 

Overall, 14,914 bacterial amplicon sequence variants and 5,607 fungal amplicon sequence 

variants were identified, with a high abundance of the phyla Proteobacteria, Actinobacteria and 

Acidobacteria in the bacterial community, and Ascomycota and Basidiomycota in the fungal 

community. Microbial communities from control samples revealed a higher richness and 

abundance, mainly in the bacterial community, while microbial communities in the 10 % samples 

displayed the lowest. EucaBio_solid concentration was the most significant factor for the variability 

of microbial community’s composition. This work allowed the identification of taxonomic groups 

that are most affected by the bioherbicide application. This impact is greater in the highest 

concentration of EucaBio_solid, being advisable to perform the application in a lower concentration. 

Keywords: Eucalyptus globulus; EucaBio; Fungal and bacterial community 
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1. Introdução 

Uma grande área do território nacional encontra-se ocupada por espaços florestais 

(floresta, matos e terrenos improdutivos), que correspondem a cerca de 6,2 milhões de hectares 

(69,4 % do território nacional). A área correspondente de floresta é de 3,3 milhões de hectares, e 

compreende áreas arborizadas e temporariamente desarborizadas (superfícies cortadas, ardidas 

e em regeneração) (ICNF, 2019). Estes valores fazem com que Portugal esteja entre os países 

europeus com maior percentagem de superfície florestal no território nacional (Reis, 2018). As 

florestas portuguesas são compostas por uma vasta variedade de espécies vegetais, sendo 72 % 

autóctones, como o sobreiro (Quercus suber), a azinheira (Quercus ilex), o pinheiro-bravo (Pinus 

pinaster), o pinheiro-manso (Pinus pinea) e outros carvalhos (como Q. robur ou Q. pyrenaica) 

(ICNF, 2019). As restantes 28 % incluem espécies alóctones, as quais foram introduzidas nas 

florestas nacionais. A espécie que se destaca neste grupo, pela sua distribuição nas florestas 

portuguesas, é o eucalipto-comum (Eucalyptus globulus) que contabiliza cerca de 26 % da área 

florestal (que corresponde a 845 mil ha) (Figura 1, ICNF, 2019). 

 

 

Figura 1: Principais espécies florestais presentes no território continental português e 
correspondente percentagem de área que ocupam no mesmo território (ICNF, 2019). 
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1.1. O eucalipto-comum 

Eucalyptus globulus Labill., mais comumente conhecido como eucalipto, é uma espécie 

de árvore perene que pertence à família Myrtaceae, sendo nativa do sudeste da Austrália (Catry et 

al., 2015; Moço, 2019). Esta espécie tem a capacidade de tolerar uma ampla gama de condições 

ambientais, como, por exemplo, solos deficientes em água e nutrientes (Cerasoli et al., 2016). 

Esta característica permitiu que, desde a sua descoberta em 1792 (Potts et al., 2004) até aos dias 

de hoje, o eucalipto esteja presente em todos os continentes (com exceção da Antártida) (Catry et 

al., 2013; Catry et al., 2015). Em Portugal, o eucalipto foi introduzido em meados do século XIX 

como árvore ornamental (Potts et al., 2004). Contudo, a expansão das suas plantações só ocorreu 

no século XX, quando o eucalipto se torna uma importante fonte de matéria-prima para a produção 

de pasta para papel (Alves et al., 2007). Atualmente, este sector apresenta uma elevada 

importância para a economia portuguesa. Adicionalmente, o eucalipto é utilizado noutras 

indústrias diferentes: madeira para mobiliário, construção civil e produção de carvão vegetal, fibras 

de celulose para produção de vários tipos papel, vestuário, decoração, cosméticos, fármacos, entre 

outros (Dhakad et al., 2018; Bayle, 2019). Atualmente, outros usos referenciados incluem a 

produção de biocombustíveis e de bioenergia. 

A distribuição de eucalipto ao longo da área continental portuguesa encontra-se em direta 

relação com as suas preferências ecofisiológicas (Alves, 2007). Na atualidade, as plantações 

ocorrem predominantemente no Litoral do país, com maior incidência na faixa litoral da região 

Centro (Alves, 2007). Estas plantações têm um crescimento rápido e uma elevada produtividade, 

sendo monoespecíficas em regime de talhadia e apresentando ciclos de produção de 12 anos 

(Soares, 2007). Portugal apresenta características, tanto de solo como de clima, que são ótimas 

para a propagação da espécie (Moço, 2019). Isto fez com que esta espécie, mesmo sendo exótica, 

se tenha alastrado pelo país causando algumas controvérsias sobre a sua classificação como 

planta invasora e sobre os seus efeitos nas florestas portuguesas (Fernandes, 2016; Catry et al., 

2015). A classificação como planta invasora pode variar segundo vários critérios. Assim, segundo 

a Lista de Espécies Exóticas Invasoras que Suscitam Preocupação na União Europeia (List of 

Invasive Alien Species (IAS) of Union concern), que está presente no regulamento 1143/2014 da 

UE, Eucalyptus globulus não é considerada uma espécie invasora. Isto deve-se ao facto de ser 

considerado que a grande extensão de plantações de eucalipto que se observa em Portugal é o 

resultado da exploração por parte do homem, e não de uma dispersão natural (Potts et al., 2008; 

Ezequiel et al., 2019). Contudo, segundo o protocolo adaptado do Australian Weed Risk 
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Assessment (Morais et al., 2017), esta é considerada uma espécie com comportamento invasor 

no território português (Marchante et al., 2014). Isto baseia-se na observação do seu 

comportamento invasor em diversas situações no território nacional, e também devido à elevada 

pressão de propágulos, consequência da sua ampla distribuição (Marchante et al., 2014). As 

plantações de eucalipto podem ter efeitos prejudiciais nas florestas portuguesas devido (i) a 

promoverem a diminuição da biodiversidade para todos os grandes grupos de espécies, desde de 

fungos até a vertebrados (em comparação com plantações de espécies nativas) (Tomé et al., 

2021), (ii) a consumirem exaustivamente os nutrientes presentes no solo e a drenarem os recursos 

hídricos (Bayle, 2019), (iii) a estarem associadas a uma elevada incidência de incêndios florestais, 

e (iv) a apresentarem uma rápida recuperação pós-fogo, em comparação às plantações das 

espécies nativas (Catry et al., 2006; Silva et al., 2007; Catry et al., 2015). 

1.2. Eucalipto e os incêndios  

Os fogos são fenómenos globais que afetam os ecossistemas e os processos que neles 

ocorrem, incluindo a distribuição e estrutura da vegetação, assim como o ciclo de carbono 

(Bowman et al., 2009, Fairman et al., 2015). A sua ocorrência está essencialmente dependente 

do combustível fornecido pela vegetação e da fonte de ignição, que pode ser o homem, ou eventos 

climáticos extremos como, por exemplo, temperaturas elevadas, associadas a ventos fortes, falta 

de precipitação ou humidade atmosférica reduzida (Flannigan et al., 2013). Todos estes fatores 

são gravemente afetados pelas alterações climáticas, cujas previsões sugerem um agravamento 

dos incêndios, tanto em quantidade como em intensidade e duração (Liu et al., 2010; Flannigan 

et al., 2013). Portugal encontra-se na Bacia do Mediterrâneo, estando inserido numa das cinco 

regiões de clima do tipo mediterrânico, que incluem ecossistemas altamente propensos ao fogo 

(Keeley, 2012). Estas regiões caraterizam-se por invernos amenos e húmidos, e verões quentes e 

secos (Keeley, 2012). Como a precipitação frequentemente excede a evapotranspiração durante 

a estação chuvosa, ocorre um crescimento de plantas excessivo, suficiente para produzir uma 

carga contínua de combustível, que é altamente inflamável durante a estação seca do verão 

(Keeley, 2012). Assim, os incêndios têm vindo a ocorrer com bastante frequência nas regiões com 

este tipo de clima. Funcionando como agente seletivo, o fogo tem contribuído não só para a 

redução da diversidade genética das espécies, mas também para a composição e estruturação 

das comunidades mediterrânicas e diferenciação de nichos (Naveh, 1975; Águas, 2019). Em 

Portugal, estas características juntamente com o interesse económico do eucalipto levaram a uma 

gradual substituição das espécies nativas por esta espécie florestal. 
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Uma vez que no seu território nativo (Austrália) o eucalipto está naturalmente exposto à 

ocorrência de fogos (Booth, 2012), esta espécie desenvolveu várias características adaptativas ao 

fogo (dos Santos et al., 2015). Estas potenciam a sua regeneração, assim como um rápido 

recrutamento e estabelecimento de eucaliptos em zonas de pós-fogo (dos Santos et al., 2015). 

Isto ocorre devido à capacidade apresentada pelo eucalipto em emitir rebentos, a partir da base 

do tronco, assim como devido ao aumento da libertação de sementes (deiscência) para o solo 

após um incêndio (Catry et al., 2013; dos Santos et al., 2015; Silva et al., 2021). Este processo 

ocorre uma vez que as pseudocápsulas lenhosas (frutos) desidratam após a ocorrência de um 

fogo, abrindo e libertando as sementes (dos Santos et al., 2015; Silva et al., 2016). Embora este 

processo não seja exclusivamente dependente do fogo, pois também ocorre de forma natural em 

períodos de seca, após a ocorrência de um fogo, a libertação de sementes ocorre de uma forma 

massiva num curto período (Vega et al., 2008; dos Santos et al., 2015). As pseudocápsulas 

também têm a capacidade de proteger as sementes do calor, permitindo que continuem viáveis 

mesmo depois de um fogo (Silva et al., 2016; Águas, 2019). Para além disso, o fogo cria condições 

que facilitam a germinação, pois remove a vegetação circundante resultando numa maior 

disponibilidade de luz, nutrientes e água, diminuindo a competição entre espécies (Águas et al., 

2014; dos Santos et al., 2015). O fogo também afeta a composição do solo, tanto a nível de 

nutrientes, devido a acumulação de cinzas, como a nível dos microrganismos existentes, devido 

às temperaturas que o solo atinge (Águas et al., 2014; dos Santos et al., 2015). Apesar de tudo 

que foi referido anteriormente, o efeito benéfico da ocorrência de fogos para o eucalipto está 

fortemente dependente da sua intensidade e da época do ano em que ocorrem (Águas et al., 

2014; dos Santos et al., 2015). 

A maior incidência dos incêndios nas florestas onde predominam eucaliptos, quando 

comparada com outras florestas, pode estar relacionada com as características inflamáveis das 

folhas, que resultam principalmente dos compostos voláteis que acumulam (Bowman et al., 2014; 

Kalabokidis & Palaiologou, 2019). A maior ocorrência de fogos nestas florestas é também uma 

consequência da acumulação de folhas e cascas que o eucalipto vai libertando (Oliveira et al., 

2021). Este último fator está diretamente relacionado com a gestão das áreas florestais, onde a 

inclusão de medidas de gestão regulares como desbastes, seleções de varas e limpezas de matos, 

podem reduzir os combustíveis que potenciam incêndios (Oliveira et al., 2021). Em contrapartida, 

uma boa gestão florestal resulta numa menor área ardida. Exemplo disso são as zonas de 

florestação controladas por empresas da indústria papeleira associadas à CELPA, que entre 2008 

e 2019 registaram uma média anual de área de eucalipto ardida de apenas 1,3 %, valor esse 
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bastante inferior à média nacional de 17,4 % para o mesmo período (CELPA, 2019; Oliveira et al., 

2021).  

1.3. Eucalipto e os compostos aleloquímicos 

A ocorrência de fogo na sua região nativa, desenvolveu no eucalipto características 

adaptativas também associadas com a sua elevada inflamabilidade (dos Santos et al., 2015). Isto 

deve-se aos compostos que o eucalipto produz a partir do seu metabolismo secundário (Guerrero 

et al., 2022). Os metabolitos secundários são uma vasta e diversificada variedade de compostos 

orgânicos, sendo que a maioria não parece participar diretamente no crescimento e 

desenvolvimento da planta. Não são assim essenciais para o desenvolvimento da planta, mas 

promovem a sua sobrevivência e proteção contra vários fatores abióticos ou bióticos (Zhang et al., 

2010; Hussain et al., 2012; Guerrero et al., 2022). Os metabolitos secundários não são produzidos 

aleatoriamente, tendo sido otimizados ao longo da evolução das plantas. Por exemplo, muitos 

estão envolvidos em processos de alelopatia, intervindo na defesa química das plantas (Guerrero 

et al., 2022). Alguns exemplos de alelopatia são os compostos produzidos para proteger a planta 

da radiação UV, do stress hídrico e aqueles que evitam a presença e desenvolvimento de vegetação 

circundante (Souto et al., 2001; Tomé et al., 2019; Guerrero et al., 2022). Este último processo 

ocorre porque alguns aleloquímicos podem interferir de forma negativa com os processos 

fisiológicos e morfológicos de outras plantas, impedindo a normal divisão celular, alterando a 

estruturação da parede celular, a permeabilidade da membrana ou algumas atividades 

enzimáticas (Morsi & Abdelmigid, 2016). Para além do que já foi referido, os compostos 

aleloquímicos produzidos e libertados pelo eucalipto também afetam outros organismos, como 

fungos, bactérias e insetos, tendo já sido demonstrada atividade antifúngica e antimicrobiana por 

alguns compostos (Souto et al., 2001; Sadlon & Lamson, 2010; Xu et al., 2020).  

Especificamente no eucalipto, os aleloquímicos estão presentes nas folhas, cascas, raízes, 

flores e frutos (Morsi & Abdelmigid, 2016). No entanto, alguns estudos referem um maior impacto 

alelopático por parte de extratos de folhas (Maharjan et al., 2007; Morsi & Abdelmigid, 2016), em 

específico de folhas jovens (O'Reilly-Wapstra et al., 2007). Nos últimos anos, tem aumentado o 

interesse em direcionar estas propriedades aleloquímicas de compostos do eucalipto para o 

controlo de pragas e doenças que afetam plantas com valor económico (Puig et al., 2013; Puig et 

al., 2018). Desta forma, existe a possibilidade do desenvolvimento de novos produtos que 

contribuam para melhorar a produtividade agrícola, enquanto promovem a sustentabilidade, 
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reduzindo o impacto no ambiente e nos ecossistemas pela redução do uso de 

pesticidas/herbicidas sintéticos (Puig et al., 2018). 

1.4. Herbicidas sintéticos e as novas perspetivas 

O crescimento da população mundial continua a ocorrer de forma acentuada e, segundo 

as Nações Unidas, estima-se que até 2050 a população mundial possa chegar aos 9,7 mil milhões 

(United Nations Department of Economic and Social Affairs, Population Division, 2022). Este 

aumento, embora menor do que se esperava devido à pandemia que afetou o mundo em 2020, 

irá resultar num aumento do número de pessoas afetadas por fome e desnutrição (FAO et al., 

2022). Desde 2015, que a prevalência de desnutrição permanecia relativamente inalterada, mas 

a partir de 2019 tem vindo a aumentar (FAO et al., 2022). Estima-se que, em 2021, entre 702 e 

828 milhões de pessoas foram afetadas pela fome e cerca de 2,3 mil milhões sofreram devido a 

uma insegurança alimentar moderada ou grave (FAO et al., 2022).  

A maior demanda de alimentos e produtos, principalmente derivados do setor agrícola, 

resulta numa agricultura muito dependente no uso de agroquímicos, na tentativa de aumentar a 

rentabilidade das culturas (Sharma et al., 2019). Agroquímicos são substâncias utilizadas para 

facilitar o controlo de ecossistemas agrícolas ou de comunidades de organismos em áreas de 

cultivo, e podem ser: pesticidas, reguladores de crescimento de plantas, fertilizantes, 

condicionadores de solo e produtos químicos usados na pecuária (Koli et al., 2019). Podemos 

classificar os pesticidas como qualquer substância ou mistura de substâncias usadas para matar, 

repelir ou controlar uma “praga”, incluindo insetos, caracóis, roedores, fungos, bactérias e ervas 

daninhas (Bolognesi, 2003; Maksymiv, 2015). De entre todos os pesticidas, os mais utilizados são 

os herbicidas, que representam cerca de 47,5 %, seguidos pelos inseticidas e os fungicidas (17,5 

% e 5,5 %, respetivamente) (De et al., 2014).  

Previamente à descoberta dos herbicidas sintéticos, as ervas daninhas eram controladas 

através de monda, corte, remoção manual, aplicação de uma cobertura morta, rotação de culturas 

e uso de produtos químicos não sintéticos, como compostos de arsénio, sódio e enxofre (Osteen 

et al., 2016; Duke & Dayan, 2018). Com a sua descoberta no início dos anos 40, os herbicidas 

sintéticos começaram a ser amplamente utilizados na agricultura e a sua aplicação continua a 

aumentar até aos dias de hoje (Duke & Dayan, 2018). Os herbicidas compreendem uma vasta 

gama de compostos químicos, geralmente identificados por meio de ensaios de triagem de 

atividade herbicida. Caso esta seja detetada, são posteriormente realizados ensaios adicionais em 

culturas com interesse económico para determinar a sua eficácia, seletividade, impacto ambiental 
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e efeitos fitotóxicos (Rebeiz et al., 1984). Os herbicidas tendem a afetar processos específicos de 

plantas, como as vias bioquímicas, processos fisiológicos relacionados com a fotossíntese e a 

formação de biomoléculas fundamentais, sendo estes os açúcares, aminoácidos e ácidos gordos, 

ou a formação de macromoléculas (Dayan, 2019). Como é expectável, interferir com estes 

processos pode causar danos no desenvolvimento das ervas daninhas ou até mesmo conduzir à 

sua morte (Sherwani et al., 2015). 

Existem mais de 200 compostos ativos que servem de base para herbicidas, como 

glifosato, glufosinato, flazassulfurão e atrazina (Forouzesh et al., 2015). O glifosato [N-

(fosfonometil) glicina] é um herbicida pós-emergente, não seletivo e de ação sistémica, que inibe 

a enzima sintetase do 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSPS) (Duke & Powles, 2008). Esta 

enzima está presente na via metabólica do chiquimato, que é responsável pela produção de 

aminoácidos aromáticos, como triptofano, tirosina e fenilalanina (Duke & Powles, 2008; Sherwani 

et al., 2015). O glufosinato é um herbicida de contacto e não seletivo que, por se ligar a glutamina 

sintase, inibe a fotossíntese (Takano & Dayan, 2020). Para além destes, existe uma ampla gama 

de mecanismos de ação dos herbicidas, desde inibidores da acetil-CoA carboxilase, até inibidores 

da síntese de ácidos nucleicos e de proteínas (Roman et al., 2007). 

À utilização de herbicidas, não estão apenas associados efeitos positivos para o controlo 

de ervas daninhas, dado que a maioria é altamente persistente no ecossistema. Não sendo 

biodegradável, os efeitos prejudiciais verificados no desenvolvimento de plantas permanecem por 

um longo período (Basu & Rao, 2020). Existem também evidências que apenas parte dos 

herbicidas aplicados são efetivamente utilizados no controlo local das plantas-alvo, sendo que a 

maior parte acaba por contaminar o ar, solo, água, podendo até afetar negativamente plantas não-

alvo (Kudsk & Streibig, 2003; Marin-Morales et al., 2013; Balderrama-Carmona et al., 2020). 

Assim, o uso generalizado de herbicidas ao longo dos anos, resultou na acumulação de resíduos 

no meio ambiente, causando contaminações nos ecossistemas e provocando efeitos negativos à 

biota (Marin-Morales et al., 2013). O solo é bastante afetado pelo uso de herbicidas, devido a 

processos de lixiviação, retenção, escorrimento superficial ou absorção (Duke, 1989; Prince & 

Kelton, 2013). Com a ocorrência de todos estes processos, é expectável que os microrganismos 

presentes no solo também sejam bastante afetados nas suas atividades enzimáticas, quer 

qualitativamente ou quantitativamente (Latha & Gopal, 2010). 

Devido aos impactos negativos causados pelos herbicidas sintéticos, o estudo de 

alternativas sustentáveis tem aumentado, principalmente nos últimos anos. Os bio-herbicidas 
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constituem uma alternativa aos herbicidas, podendo ser constituídos por organismos vivos 

(microrganismos) ou derivados de organismos vivos (extratos vegetais e aleloquímicos) produzidos 

durante o seu crescimento e desenvolvimento (Bailey, 2014; de Souza Barros et al., 2021). Além 

de terem de ser eficientes e consistentes (formulações adequadas), os bio-herbicidas devem 

igualmente ser competitivos no preço para terem sucesso (de Souza Barros et al., 2021). Deste 

modo, os compostos aleloquímicos produzidos por Eucalyptus globulus apresentam relevância 

como uma alternativa sustentável, tendo sido bastante explorados pela comunidade científica nos 

últimos anos (Puig et al., 2013; Aragão et al., 2015; Abou El-Ghit, 2016; Ibáñez Jaime & Blázquez 

Ferrer, 2018; Pinto et al., 2021). 

1.5. Microrganismos presentes no solo 

O solo é a base de todos os ecossistemas terrestres e acolhe uma grande diversidade de 

bactérias, fungos, insetos, anelídeos e outros invertebrados, assim como plantas e algas (Aislabie 

et al., 2013). Este é um sistema dinâmico complexo, que incluí componentes abióticos e bióticos, 

que se encontram relacionados por processos biológicos, físicos e químicos (Dominati et al., 

2010). Nele ocorrem vários processos, que estão no centro da sua formação, como, por exemplo, 

a reciclagem de água e nutrientes, ou atividades biológicas por parte das comunidades nele 

presentes (Dominati et al., 2010).  

As comunidades biológicas existentes no solo compreendem espécies de praticamente 

todos os principais grupos taxonómicos encontrados em ecossistemas terrestres (Swift et al., 

1979; Decaëns, 2010) e podem interagir de forma benéfica, nociva ou neutra com as plantas 

(Santoyo et al., 2017). As interações benéficas possuem um particular interesse, uma vez que, 

podem ser direcionadas para melhorar e promover o crescimento, desenvolvimento e saúde das 

plantas em diversos contextos, em especial em plantas agrícolas (Santoyo et al., 2012; Santoyo 

et al., 2017; Khatoon et al., 2020). Um exemplo de bactérias que têm características benéficas, 

são as Plant Growth Promoting (Rhizo)Bacteria (PGPR ou PGPB), que realizam associações de 

simbiose com as raízes na rizosfera (Miransari et al., 2016) ou vivem livremente no solo (Shameer 

& Prasad, 2018). AS PGPR/PGPB podem apresentar diferentes mecanismos de ação, como a 

fixação de nitrogénio, solubilização de fosfato, sequestro de metais pesados, produção de fito-

hormonas [por exemplo, ácido indolacético (IAA), giberelinas ou citocininas], mineralização da 

matéria orgânica do solo, decomposição de resíduos de culturas, supressão de fitopatógenos, 

entre outros (Shameer & Prasad, 2018; He et al., 2019; Khatoon et al., 2020). Estes mecanismos 

tornam as PGPR úteis para as plantas crescerem mesmo em solos deficientes em nutrientes 
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(Khatoon et al., 2020). Além disso, tal como evidenciado na Figura 2, algumas das fito-hormonas 

produzidas por estes microrganismos tem diferentes efeitos no desenvolvimento das plantas, 

podendo causar germinação de sementes, alongamento das raízes, crescimento de frutos, 

crescimento aéreo e radicular, entre outros (Khatoon et al., 2020). O género Rhizobium é dos 

grupos de bactérias que recebe mais destaque como PGPR e é caraterizado pela sua relação de 

simbiose com plantas hospedeiras específicas, como as leguminosas, nas quais promove a 

formação de nódulos com capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (Rodríguez‐Díaz et al., 2008, 

Miransari et al., 2016). Bactérias do género Azospirillum apresentam também capacidade de fixar 

nitrogénio em condições microaeróbicas, assim como capacidade de produzir hormonas de 

crescimento vegetal, como o ácido indol-acético (IAA) (Jha & Saraf, 2015; Miransari et al., 2016). 

Este género apresenta crescimento abundante, sobretudo na rizosfera de gramíneas. Outros 

géneros de PGPR muito predominantes são membros de Pseudomonas e Bacillus, que produzem 

algumas variedades de antibióticos, entre outras caraterísticas de alguma importância (Miransari 

et al., 2016; Muthukumar et al., 2022). 

 

Figura 2: Representação das diversas fito-hormonas produzidas por PGPR e as alterações que 
estas podem induzir no desenvolvimento de plantas (Khatoon et al., 2020). 

 No solo existem também bactérias fitopatogénicas, que causam doenças nas plantas. 

Alguns dos sintomas que estas podem provocar são manchas, cancros, apodrecimento de tecidos, 

desequilíbrios hormonais (que podem levar ao crescimento excessivo), atrofia no desenvolvimento, 

ramificação de raízes e epinastia foliar, entre outros, sendo o mais grave a morte da planta (Kannan 

et al., 2015; Martins et al., 2018). Exemplos deste tipo de bactérias são as espécies presentes na 

Lista dos 10 Principais Patógenos Bacterianos de Plantas, sendo eles: Pseudomonas syringae pvs, 

Ralstonia solanacearum, Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonasoryzae pv. oryzae, 
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Xanthomonas, campestres pvs, Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis, Erwinia amylovora, 

Xylella fastidiosa, Dickeya (dadantii e solani) e, por fim, Pectobacterium carotovorum (e P. 

atrosepticum) (Mansfield et al., 2012). 

 Tal como nas bactérias, os fungos também apresentam características benéficas, sendo 

que os fungos saprófitas e os micorrízicos encontram-se em elevada abundância nos solos. Os 

fungos saprófitas são extremamente importantes para o ecossistema do solo, pois sendo 

decompositores libertam nutrientes importantes para o crescimento sustentado das plantas 

(Dighton, 2007; Pereira et al., 2012). As micorrizas resultam da associação mutualística entre 

fungos e raízes de plantas, sendo que ocorre em quase 80 % das plantas terrestres (Sylvia, 2005). 

Existem quatro tipos principais de micorrizas, com base nos critérios de diferenciação morfológica 

dos tecidos radiculares e também dos grupos taxonómicos das plantas hospedeiras: micorrizas 

arbusculares, ectomicorrizas, micorrizas ericáceas e micorrizas orquidóides (Brundrett & 

Tedersoo, 2018). As micorrizas arbusculares são caracterizadas por colonizarem o interior das 

células e formarem estruturas ramificadas, também conhecidas por arbúsculos (Brundrett & 

Tedersoo, 2018). São conhecidas por auxiliarem a eficiência da planta hospedeira de diversas 

maneiras – por exemplo, melhorando o crescimento e a biomassa das raízes, assim como dos 

rebentos das plantas, regulando positivamente a absorção de nutrientes e água e aumentando a 

sobrevivência sob stress ambiental (Denton, 2007; Smith e Read, 2008). Os fungos arbusculares 

encontram-se principalmente no filo Glomeromycota. Os fungos ectomicorrízicos são 

caracterizados pela presença de um manto fúngico que envolve as raízes do hospedeiro e a rede 

Hartig (hifas que penetram no espaço intercelular no córtex radicular para formar uma rede de 

micélio fúngico) que envolve as células epidérmicas ou corticais da raiz (Johnson & Gehring, 2007; 

Marschner, 2023). Estas estruturas são muito eficientes ao fornecerem uma extensa área de 

superfície para troca de recursos entre planta e fungo, o que faz com que as ectomicorrizas 

desempenhem um papel importante no ciclo de nutrientes e na composição do solo, 

providenciando serviços necessários para o crescimento de plantas lenhosas, incluindo benefícios 

nutricionais e tolerância a vários stresses ambientais (Smith e Read 2008). Os fungos 

ectomicorrízicos representam um conjunto diversificado de pelo menos 6.000 espécies 

pertencentes aos filos Basidiomycota, Ascomycota e Zygomycota (Johnson & Gehring, 2007; Smith 

and Read, 2008). Para além de muitos fungos apresentarem múltiplos efeitos benéficos, muitos 

apresentam fitopatogenicidade, principalmente membros dos filos Ascomycota e Basidiomycota 

(Doehlemann et al., 2017). Estes patógenos podem ser separados em dois grupos principais: 

patógenos biotróficos, que formam interações íntimas com plantas, nutrindo-se dos tecidos vivos 
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da planta hospedeira, e patógenos necrotróficos, que matam o tecido para extrair nutrientes 

(Doehlemann et al., 2017). Um exemplo de patógeno necrotrófico é o fungo Fusarium 

graminearum, causador da fusariose da espiga que afeta plantações de trigo e de cevada 

(Quarantin et al., 2019; Rauwane et al., 2020). Este patógeno é conhecido por produzir enzimas 

e toxinas que degradam a parede celular, fazendo com que o tecido vegetal perca firmeza, ocorra 

a sua maceração e o vazamento do conteúdo celular (Rauwane et al., 2020). Outra espécie 

pertencente ao género Fusarium, Fusarium oxysporum, é considerada um patógeno hemibiotrófico 

porque começa o seu ciclo de infeção como biotrófico, mas mais tarde muda para necrotrófico 

(Lyons et al., 2015). Este é conhecido por causar murchidão nas plantas hospedeiras, habitando 

no solo por muito tempo na forma de clamidósporos, os quais após germinação conduzem à 

penetração do fungo nas raízes, proliferação nos tecidos vegetais e colonização dos vasos do 

xilema, que causa o amarelamento sistémico, a murchidão e até mesmo a morte da planta (Arie, 

2019). Esta espécie afeta variadas culturas agrícolas com importância económica como, por 

exemplo, as culturas de tomate, banana, algodão, entre outras (Arie, 2019; Carmona et al., 2020; 

Asai et al., 2021). A presença de muitas destas espécies patogénicas é devastadora para as 

culturas agrícolas, tendo um enorme impacto económico, com perdas em todo o mundo, todos os 

anos (Kannan et al., 2015; Martins et al., 2018). 

1.6. Objetivos da tese 

Este trabalho enquadram-se no projeto FCT - PEST(bio)CIDE (PCIF/GVB/0150/2018) que 

visa, através da valorização da biomassa foliar do eucalipto-comum, oferecer uma resposta para 

melhorar a gestão das áreas de eucalipto regeneradas após um incêndio florestal. Propõe a 

utilização da biomassa foliar de eucalipto como bio-herbicida, denominado EucaBio, baseando-se 

no potencial fitotóxico das folhas do eucalipto. 

Têm como objetivo principal avaliar os efeitos da aplicação de um herbicida natural, obtido 

através de folhas de eucalipto (designado de EucaBio_sólido), nas comunidades microbianas 

(fungos e bactérias) presentes no solo. Para atingir este objetivo foram realizados ensaios 

experimentais com a aplicação de diferentes concentrações de EucaBio_sólido, de forma a 

conseguir avaliar que concentrações de herbicida apresentam maior impacto nas comunidades 

microbianas. A microbiota do solo foi caracterizada por sequenciação de alto rendimento, 

utilizando a sequenciação por Illumina dos amplicões ITS2 (para fungos) e 16S rRNAs (para 

bactérias). Após a caracterização das comunidades bacterianas e fúngicas dos solos tratados com 

EucaBio_sólido, é pretendido avaliar especificamente quais as concentrações de herbicida que 
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podem afetar negativamente os serviços ecológicos fornecidos pela microbiota do solo. De igual 

modo, utilizando uma amostragem ao longo do tempo, é igualmente pretendido avaliar a 

persistência dos efeitos do EucaBio_sólido no solo, após a sua aplicação.  

2. Material e Métodos 

2.1. EucaBio_sólido 

O herbicida (EucaBio_sólido) utilizado neste trabalho foi, gentilmente, cedido pelo grupo 

de investigação da GreenUPorto – Centro de Investigação em Produção Agroalimentar Sustentável 

(Universidade do Porto), parceiros no projeto PEST(bio)CIDE (PCIF/GVB/0150/2018), financiado 

pela Fundação para a Ciência e Tecnologia (FCT). O EucaBio_sólido consiste em rebentos de 

Eucalyptus globulus, que brotaram em zonas de ocorrência de incêndios no Verão de 2020, mais 

precisamente numa área florestal de Sobrado, perto do Porto (N 41.200402, W 8.476306). As 

folhas foram manualmente retiradas desses rebentos, sendo posteriormente secas numa estufa a 

60 °C, até atingir peso constante. As folhas desidratadas foram reduzidas a pequenos fragmentos 

e utilizadas como bio-herbicida (denominado como EucaBio_sólido), por incorporação no solo 

(Figura 3). 

  

Figura 3: Metodologia experimental utilizada para a elaboração deste trabalho. Folhas jovens de 
eucalipto foram desidratadas e posteriormente incorporadas em solo agrícola a diferentes 
concentrações, foram realizadas recolhas de amostras de solo em 3 tempos diferentes (com 
intervalos de 2 semanas) e, posteriormente, realizou-se a extração de DNA com a utilização de kits 
apropriados, sequenciação por Illumina e análise dos dados com recurso a ferramentas 
bioinformáticas. 
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2.1.1.  Efeito do EucaBio_sólido em ensaios em vaso 

O herbicida biológico, EucaBio_sólido, foi incorporado em solo agrícola recolhido em 

Vairão (Vila do Conde, Portugal), de forma a testar o seu efeito na comunidade microbiana (Figura 

3). Para isso, foram misturados 400 g de solo e diferentes quantidades (g) de EucaBio_sólido, de 

modo a estudar diferentes concentrações (p/p), sendo as misturas depois colocadas em vasos de 

plástico (750 ml) (Tabela 1). Para cada condição foram realizadas cinco réplicas. Após a 

introdução em vaso, as misturas de solo foram deixadas a estabilizar por duas semanas, numa 

sala de crescimento de culturas com temperatura de 20 °C e fotoperíodo de 16 h dia/8 h noite. 

Os vasos foram regados em dias alternados, de modo a evitar a desidratação do solo. Após o 

período de estabilização (14 dias) foi realizada uma amostragem do solo (T0), tendo sido então 

semeada aveia (10 sementes por vaso). As sementes de aveia tinham sido previamente 

desinfetadas para prevenir o desenvolvimento de doenças, por submersão em álcool etílico (70 % 

v/v) por 10 minutos, seguida de submersão em lixívia comercial (20 % v/v) durante 7 minutos e 

de lavagens com água destilada (pelo menos 5 lavagens). Uma segunda amostragem do solo (T1) 

foi realizada 14 dias após a sementeira e uma terceira amostragem (T2) foi realizada 14 dias após 

a anterior, para avaliar o efeito do EucaBio_sólido na comunidade microbiana ao longo do tempo. 

Em cada um dos tempos de amostragem e em cada vaso, a recolha de amostras foi realizada em 

triplicado com um cilindro coletor com 10 cm de altura e 2 cm de diâmetro. Por cada vaso, todas 

as réplicas (recolhidas em pontos equidistantes) foram colocadas em tubos Falcon® de 50 mL 

estéreis e misturadas por homogeneização. Apenas uma parte da mistura foi guardada em 2 tubos 

Eppendorf de 2 mL e armazenada a - 80 °C.  

Tabela 1: Quantidades de EucaBio_sólido e de solo agrícola previamente recolhido em Vairão 

(Vila do Conde, Portugal), para preparação das diferentes concentrações de EucaBio_sólido a 

serem estudadas. 

Concentrações EucaBio_sólido (g) Solo (g) 
Controlo 0 

400 
2,5% 10 
5% 20 

10% 40 
 

2.1.2.  Extração de DNA  

 O DNA do solo foi extraído de cada amostra utilizando o kit de extração DNeasy PowerSoil 

Pro Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as recomendações do fabricante. Após 
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quantificação, utilizando o espectrofotómetro Nanodrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific), o DNA 

obtido foi amplificado através da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) usando os primers 

universais do código de barras de DNA para fungos, de forma a avaliar a sua integridade e 

capacidade de amplificação. Especificamente, a região Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2)(Figura 

4) foi amplificada usando os primers ITS3 (5′-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3′, White et al., 1990) 

e ITS4 (5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′, White et al., 1990). 

 

 

 

Figura 4: Primers usados para amplificar a região ITS2 do barcode fúngico. ITS3: Primer forward; 
ITS4: Primer reverse; 5.8S rDNA; ITS2: Internal transcribed spacer 2; 28S rDNA: 28S nuclear 
ribosomal large subunit. 

A reação de PCR continha 0,1 µM de cada primer forward e reverse, 2,68 U/µl de NZYTaq 

II 2x Green Master Mix® (NZYTech, Portugal) e 1 µl de DNA, sendo o volume da reação perfeito a 

25 µl com água ultra pura estéril. O PCR foi realizado num Termociclador T100 (Bio-Rad, EUA) 

utilizando o seguinte programa: desnaturação inicial de 4 min a 94 °C; 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 

30 s a 52 °C e 30 s a 72 °C; alongamento final a 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR foram 

avaliados por eletroforese num gel de agarose (1,5 %; p/v). Para permitir a visualização do DNA, 

adicionou-se ao gel de agarose 0,1 % (v/v) de GreenSafe buffer (NZYTech, Portugal). O marcador 

100 bp plus ready-to-use DNA Ladder (BIORON, Alemanha) foi utilizado para verificar a dimensão 

(pb) dos fragmentos amplificados. A eletroforese decorreu a 100 V durante 30 min. O gel de 

agarose foi analisado com recurso a um transiluminador (VWR GenoSmart). 

2.1.3.  Preparação e sequenciação das amostras de solos 

 Para quantificar com precisão a concentração de DNA das amostras, um ensaio de 

quantificação de DNA fluorescente foi realizado com o dsDNA BR (Broad Range) Assay Kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA). A fluorescência específica do DNA foi então quantificada usando o 

fluorómetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, EUA). Todas as amostras de DNA foram enviadas 

para um provedor de serviços de sequenciação (Genoinseq, Cantanhede, Portugal). 



 

15 
 

 As amostras foram preparadas para sequenciação na plataforma Illumina, pelo provedor 

de serviços de sequenciação Genoinseq. Foi realizada a sequenciação da região V5-V7 do gene 

16S rRNA e da região Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2) para a comunidade bacteriana e 

fúngica, respetivamente. O DNA foi amplificado para as regiões híper-variáveis com primers 

específicos e posteriormente reamplificado numa reação de PCR de ciclo limitado para adicionar 

adaptadores de sequenciação e índices duplos. As primeiras reações de PCR foram realizadas 

para cada amostra usando o kit KAPA HiFi HotStart PCR, de acordo com as recomendações do 

fabricante e utilizando 0,3 μM de cada primer (Tabela 2) e 2,5 μl de DNA de cada amostra num 

volume total de 25 μl. As condições de PCR envolveram uma desnaturação de 3 min a 95 °C, 

seguida de 30 ciclos de 98 °C por 20 s, 58 °C (bactérias)/60 °C (fungos) por 30 s e 72 °C por 

30 s e uma extensão final a 72 °C por 5 min. As segundas reações de PCR adicionaram índices 

e adaptadores de sequenciação a ambas as extremidades da região alvo amplificada, de acordo 

com as recomendações do fabricante (Illumina, 2013). Controlos negativos de PCR foram 

incluídos para todos os procedimentos de amplificação. Os produtos de PCR foram então 

purificados numa etapa e normalizados usando o kit SequalPrep 96-well plate (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, EUA) (Comeau, Douglas, & Langille, 2017), sendo posteriormente agrupados 

e sequenciados (paired-end) no sequenciador Illumina MiSeq® com o MiSeq Reagent Kit v3, de 

acordo com as instruções do fabricante (Illumina, San Diego, CA, EUA). 

Tabela 2: Lista de primers utilizados para sequenciação da comunidade bacteriana e fúngica de 

solos agrícolas com diferentes concentrações de EucaBio_sólido na plataforma Illumina. 

Sequenciação realizada pelo provedor de serviços de sequenciação (Genoinseq, Cantanhede, 

Portugal). 

 

 Primer Sequência (5´-3´) Referência 

Bactérias 
799F AACMGGATTAGATACCCKG Chelius & Triplett, 2001 

1193R ACGTCATCCCCACCTTCC Bodenhausen et al., 2013 

Fungos 

ITS3NGS1_F CATCGATGAAGAACGCAG 

Tedersoo et al., 2014 

ITS3NGS2_F CAACGATGAAGAACGCAG 

ITS3NGS3_F CACCGATGAAGAACGCAG 

ITS3NGS4_F CATCGATGAAGAACGTAG 

ITS3NGS5_F CATCGATGAAGAACGTGG 

ITS3NGS10_F CATCGATGAAGAACGCTG 

ITS4NGS001_R TCCTSCGCTTATTGATATGC 
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2.1.4.  Análise de sequências usando ferramentas de 

bioinformática 

Os dados obtidos a partir da sequenciação foram inicialmente processados no provedor 

de serviços de sequenciação Genoinseq (Cantanhede, Portugal). As raw reads foram extraídas do 

sistema Illumina MiSeq® no formato fastq, e filtrados por qualidade com o PRINSEQ versão 0.20.4 

(Schmieder & Edwards, 2011), para remover os adaptadores de sequenciação, remover bases 

com qualidade média inferior a Q25 numa janela de 5 bases e eliminar reads com menos de 100 

bases para a ambas as regiões ITS2 e 16S rRNA. O trimming, com base nos índices de qualidade, 

foi realizado usando parâmetros padrão no Sickle (Joshi & Fass, 2011). O módulo Bayeshammer 

do pacote SPAdes (Nurk et al., 2013; Nikolenko et al., 2013) foi utilizado para corrigir erros nas 

reads antes do merging. A fusão das sequências emparelhadas (merging) e uma filtragem de 

qualidade adicional (em que número máximo de erros esperados é de 0,5) foi realizada utilizando 

o Usearch versão 11.0.667 (Edgar et al., 2013). Uma filtragem baseada na dimensão da 

sequência foi realizada com fastq-mcf do pacote ea-utils (Aronesty, 2011), com a finalidade de 

utilizar apenas as sequências com a dimensão esperada para cada amplicão (bactérias entre 397 

e 425 pb; fungos entre 320 e 450 pb). Foi usado o pipeline do software micca versão 1.7.0 

(Albanese et al., 2015): (i) para carregar os conjuntos de dados num único arquivo FASTQ (micca 

merge), (ii) para remover sequências que apresentam uma taxa de erro maior que 1% (micca 

filter), (iii) para agrupar sequências semelhantes em amplicon sequence variants (ASVs) – 

protocolo UNOISE3 e remover sequências quiméricas (micca otu), (iv) para atribuir taxonomia a 

cada ASV a partir de um banco de dados de referência [UNITE versão 8.3 (Kõljalg et al., 2020) 

para fungos; Silva versão 132 (Quast et al., 2013) para bactérias] compatível com qiime (micca 

classify), e ainda (v) para converter o ficheiro para o formato biom (micca tobiom). 

Os ASV atribuídos como não classificados, e os ASV não correspondentes a ASV fúngicos 

ou bacterianos (cloroplastos e mitocôndrias) foram removidos. Procedeu-se à normalização de 

cada conjunto de dados utilizando o qiime versão 1.9.0 (Caporaso et al., 2010) para o número de 

sequências na amostra com o menor número de sequências (14.002 sequências de fungos, 

encontrada na amostra Control_T0_R4; 16.807 sequências de bactérias, encontrada na amostra 

2.5%_T2_R1) (Anexo 1). 
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2.1.5.  Análise de dados 

As análises de dados foram realizadas usando os conjuntos normalizados no R versão 

4.2.1 (R Core Team, 2022). Foram calculadas as curvas de rarefação para determinar o esforço 

de amostragem usando rarecurve() do pacote vegan (Oksanen et al., 2022). Para calcular a 

diversidade α utilizou-se a função alfa() do pacote microbiome (Lahti et al., 2017) que permitiu 

determinar, para diferentes grupos de amostras, a riqueza (S) e a diversidade (Gini-Simpson (1-D) 

e Shannon (H’)) fúngica e bacteriana. A riqueza (S) corresponde ao número total de ASVs 

encontrados na amostra, sendo a medida mais simples de diversidade de uma comunidade. O 

índice de Gini-Simpson é influenciado pela riqueza e pela equatibilidade de uma comunidade, 

dando mais importância ao último, e representa a probabilidade de dois indivíduos selecionados 

aleatoriamente serem de diferentes espécies (Magurran et al., 1988; Chao et al., 2014). Este 

índice aumenta à medida que a diversidade de uma comunidade aumenta, variando de 0 a 1. No 

índice de Shannon ocorre o contrário, isto é, dá mais importância à riqueza. Este índice representa 

a incerteza com a qual podemos prever de qual espécie será um indivíduo selecionado 

aleatoriamente de uma comunidade (Hughes & Bohannan, 2004; Chao et al., 2014). Estes 

parâmetros ecológicos foram comparados entre amostras das diferentes concentrações de bio-

herbicida para os três tempos (T0, T1 e T2). A sua análise estatística foi realizada usando 

stat_compare_means() do pacote ggpubr (Kassambara, 2023). De modo a explorar a riqueza e 

abundância relativa geral das comunidades analisadas neste trabalho, considerando a 

classificação taxonómica das ASVs identificadas, foram gerados esquemas Krona (Ondov et al., 

2011). A abundância relativa e riqueza de fungos e bactérias foram determinadas para as 

diferentes condições usando os pacotes microbiome (Lahti et al., 2017) e phyloseq (McMurdie & 

Holmes, 2013) e os respetivos gráficos foram gerados no Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 

2018). 

Uma análise multivariada da escala multidimensional não métrica (NMDS) foi realizada 

utilizando dados previamente transformados com raiz quadrada, de modo a atenuar a importância 

de espécies dominantes, para entender a distribuição da comunidade. Foi realizada a NMDS 

usando vegdist() do pacote vegan (Oksanen et al., 2022) para calcular as matrizes dos índices de 

dissimilaridade de Jaccard, envfit() para entender a qualidade do ajuste (999 permutações) de 

fatores de variáveis ambientais e o GraphPad Prism 8.00 (GraphPad Software) para obter o gráfico 

de ordenação. A comparação estatística entre as diferentes condições foi efetuada através de 

PERMANOVA, utilizando a função adonis() do pacote vegan (Oksanen et al., 2022) com 1000 
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permutações, e também foi realizado o teste de ANOSIM, utilizando a função anosim() do mesmo 

pacote (Clarke & Madwick, 2015). Ambos usaram a matriz de dissimilaridade de Jaccard (Clarke 

& Madwick, 2015). 

3. Resultados e discussão 

3.1. Extração e amplificação de DNA 

As amostras de solo foram extraídas utilizando o DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen, Hilden, 

Alemanha) que é amplamente usado, demonstra estar bem otimizado para extração de DNA de 

solos e apresenta especificidade para o isolamento de DNA fúngico e bacteriano (Costa et al., 

2015; Lear et al., 2018; Costa et al., 2022). As amostras de DNA obtidas foram amplificadas com 

primers para as regiões ITS, com o objetivo de determinar que não havia contaminantes nas 

amostras e que o DNA presente nas mesmas podia ser amplificado. A obtenção de amplicões foi 

confirmada por eletroforese em gel de agarose (Figura 5). Após quantificação, as amostras foram 

enviadas ao provedor de serviços de sequenciação para preparar as bibliotecas 16S e ITS a serem 

sequenciadas usando a plataforma de sequenciação Illumina MiSeq. 

 

Figura 5: Deteção representativa de fragmentos amplificados das regiões ITS das amostras de 
solo com diferentes concentrações de EucaBio_sólido, através de eletroforese em gel de agarose 
(1,5 %, p/v). Para a amplificação foram utilizados os primers universais ITS3 e ITS4. As referências 
de 1 a 29 referem a amplificação de DNA fúngico das amostras de solos, discriminadas à direita. 
C- : controlo negativo; MM: Marcador Molecular 100 bp. 
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3.2. Sequenciação e controlo de qualidade 

A análise das sequências obtidas da região 16S e ITS foi efetuada utilizando uma pipeline, 

baseada em Costa et al., (2021). Utilizando o código de barras 16S (V5-V7), foi obtido um total de 

4.793.810 raw reads para as 60 amostras de solo, variando estas entre 15.950 e 215.458 raw 

reads por amostra. As raw reads foram processadas, como referido na secção Material e Métodos, 

tendo resultado em 2.077.925 sequências, que continham uma baixa percentagem de sequências 

não bacterianas (0,53 %). Após remoção dessas sequências, foi obtido um total de 2.066.916 

sequências. Para atenuar possíveis enviesamentos decorrentes da variabilidade no número de 

sequências em cada amostra, foi realizada uma normalização da base de dados para o número 

de sequências bacterianas encontradas na amostra com menor número de sequências (16.807 

sequências, encontradas na amostra 2.5% T2_R1) (Anexo 1). No final, foram obtidas 1.008.420 

sequências e 14.914 ASV bacterianos. 

 Para os dados fúngicos foi utilizada a mesma metodologia. A partir das 60 amostras de 

solo foram obtidas de 6.338.294 raw reads da região ITS2, variando entre 31.262 e 217.773 raw 

reads por amostra. Após os filtros de qualidade, o número de sequências processadas e de elevada 

qualidade atingiu 4.591.949. A atribuição taxonómica revelou 8,6 % sequências não fúngicas, 

incluindo 6,2 % sequências não-classificadas e 1,7 % sequências não identificadas, 0,4 % 

sequências de Viridiplantae e 0,2 % de Alveolata. Após a sua remoção, foi realizada a 

subamostragem dos dados fúngicos para a amostra com o menor número de sequências fúngicas 

(14.002 sequências, encontradas na amostra Control_T0_R4) (Anexo 1). No final de todo o 

processamento foram obtidas 840.120 sequências e 5.607 ASVs fúngicos. 

3.3. Comunidades microbianas no solo: diversidade e 

composição 

3.3.1. Comunidade bacteriana 

A riqueza e diversidade da comunidade bacteriana foi comparada entre as diferentes 

condições utilizando curvas de rarefação e índices de diversidade, ambos normalizados para o 

número mínimo de sequências em todas as amostras (16.807). As curvas de rarefação dão 

indicação sobre a riqueza existente, representando o número de ASVs em função das reads 

obtidas, permitindo igualmente avaliar a profundidade da amostragem, pelo tipo de curva obtida. 

As curvas apresentam geralmente um rápido crescimento inicial, à medida que as espécies mais 

comuns são encontradas. Quando apenas as espécies mais raras permanecem para serem 
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amostradas, as curvas tendem a estabilizar, atingindo-se um plateau. Se a curva de rarefação 

atingir o plateau, significa que a profundidade na amostragem foi adequada, indicando que o 

número de amostras (reads sequenciadas) é suficiente e o seu incremento não teria um efeito 

significativo no número ASVs. A maioria das curvas de rarefação relativas aos dados das bactérias 

(Figura 6) aparentam estar perto de atingir plateau, principalmente às curvas referentes à 

concentração 10 %, indicando que a profundidade na amostragem foi adequada. É igualmente 

evidente uma diferença a nível da riqueza bacteriana nas diferentes concentrações de 

EucaBio_sólido. A situação controlo, sem bio-herbicida adicionado, apresenta uma maior riqueza, 

vindo esta a diminuir com concentrações crescentes de EucaBio_sólido. Apenas pela observação 

das curvas de rarefação, é possível constatar a existência de quatro conjuntos de curvas, sugerindo 

que a condição que terá maior impacto na riqueza bacteriana será a concentração de bio-herbicida. 

 

Figura 6: Curvas de rarefação da comunidade bacteriana obtidas por sequenciação da região 
16S do rRNA presente nas amostras de solo com diferentes concentrações de EucaBio_sólido.  

A variação na diversidade da comunidade bacteriana foi determinada por diferentes 

índices de diversidade (Figura 7). Os índices de diversidade mostraram diferenças estatisticamente 

significativas na comunidade bacteriana presente nas amostras de solo com diferentes 

concentrações de bio-herbicida. O controlo apresenta uma riqueza (S) e diversidade (1-D e H´) 

superior, seguindo-se das concentrações de EucaBio_sólido de 2,5 %, 5 % e 10 %. Quando é 

considerada a variação temporal, verificam-se diferenças menos significativas, apesar de haver 

uma tendência para uma redução da diversidade ao longo do tempo (Figura 7; Anexo 2). No seu 

conjunto, os resultados indicam que o aumento da concentração de bio-herbicida apresenta um 

impacto negativo na riqueza e diversidade da comunidade bacteriana, que se acentua quanto 



 

21 
 

maior o período de contacto. Resultados semelhantes são encontrados em estudos realizados com 

herbicidas sintéticos (Moretto et al., 2017; Wang et al., 2022; Bhardwaj et al., 2024). 

 

Em termos da composição da comunidade bacteriana no conjunto de todas as amostras 

analisadas, verificou-se que os ASVs se distribuíram por 13 filos, 36 classes, 74 ordens, 142 

famílias, 224 géneros e 134 espécies. De salientar que muitos ASVs não foram classificados nos 

níveis taxonómicos mais específicos. No conjunto das comunidades bacterianas analisadas (Figura 

8), os filos que apresentam maior riqueza são Proteobacteria (37 % das ASVs), Actinobacteria (21 

%), Acidobacteria (10 %), seguido de Planctomycetes (7 %), Bacteroidetes (5 %) e Verrucomicrobiae 

(5 %). No que diz respeito ao filo Proteobacteria foram identificadas três classes muito 

representadas, Alphaproteobacteria (47 % das ASVs de membros de Proteobacteria), 

Gammaproteobacteria (41%) e Deltaproteobacteria (12 %). Para o filo Actinobacteria mais de 

metade dos membros pertencem à classe Actinobacteria (51 % das ASVs de membros de 

Actinobacteria), enquanto os restantes pertencem às classes Thermoleophilia (36 %) e 

Acidimicrobiia (9 %). O filo Acidobacteria é caracterizado pela predominância da classe 

Acidobacteriia (60 % das ASVs de membros do filo). No filo Planctomycetes, a classe 

Figura 7: Diversidade da comunidade bacteriana encontrada nas amostras de solos. S: riqueza 
microbiana, 1–D: índice de Gini-Simpson e H´: índice de Shannon. Diferentes letras significam 
diferenças estatisticamente significativas, onde as letras maiúsculas (A-D) se referem à diferença 
entre concentrações de EucaBio_sólido e as minúsculas (a-c) entre os tempos de aplicação de cada 
concentração(Anexo 2). 
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Planctomycetacia é a mais expressiva (54 % das ASVs de membros do filo), sendo no filo 

Bacteroidetes a classe Bacteroidia (88 %). 

 

 

Figura 8: Riqueza das bactérias isoladas do solo agrícola com incorporação de EucaBio_sólido, 
considerando todas as amostras. Gráfico criado em Krona (Ondov et al., 2011). 

Em termos de abundância, a maioria das ASVs pertenceram ao filo Proteobacteria (58 % 

do número de sequências analisadas), sendo as restantes pertencentes aos filos Actinobacteria 

(13 %), Acidobacteria (9 %) e Bacteroidetes (4 %) (Figura 9). Uma estrutura semelhante das 

comunidades bacterianas foi descrita em solos agrícolas (Lee et al., 2020), solos de cultura de 

milho (Peiffer et al., 2013) e de cultura de soja (Mendes et al., 2014). O filo Proteobacteria é 

dominado pelas classes Gammaproteobacteria (63 % das sequências de Proteobacteria), 

Alphaproteobacteria (33 %) e Deltaproteobacteria (4 %). O filo Actinobacteria é representado 

maioritariamente pela classe Actinobacteriia (57 % das sequências do filo), assim como o filo 

Acidobacteria pela classe Acidobacteria (78 %) e, por fim o filo Bacteroidetes pela classe 

Bacteroidia (91 %). Os resultados revelam assim que o filo Proteobacteria é o mais rico e 

abundante na comunidade bacteriana presente nas amostras de solo, sendo as classes 

Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria as mais representativas em termos de riqueza e 

abundância. A prevalência deste filo vai de acordo com estudos realizados em diversos tipos de 
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solos, entre eles solo agrícola e solo florestal (Lladó et al., 2017). Importa ainda destacar a 

dominância de membros da família Burkholderiaceae. 

 

Figura 9: Abundância relativa das bactérias isoladas do solo agrícola com incorporação de 
EucaBio_sólido, considerando todas as amostras. Gráfico criado em Krona (Ondov et al., 2011). 

A abundância relativa de cada filo e família foi comparada nas comunidades bacterianas, 

provenientes de amostras com diferentes concentrações de EucaBio_sólido e tempos de 

amostragem (Figura 10). A abundância de bactérias pertencentes ao filo dominante Proteobacteria 

aumenta com a concentração do bio-herbicida. Nas amostras de solo sem bio-herbicida, a 

abundância de Proteobacteria é aproximadamente 40 %. É verificado um aumento para 54 %, 64 

% e 73 % com o aumento de 2,5 %, 5 % e 10 % de EucaBio_sólido, respetivamente. O aumento da 

abundância relativa deste filo com o aumento da concentração de bio-herbicida vai de acordo com 

vários estudos realizados com herbicidas sintéticos (Liu et al., 2020; Pertile et al., 2021; Wang et 

al., 2022). Pertile et al. (2021) indica que este aumento é devido à potencial capacidade dos 

membros deste filo metabolizarem os herbicidas sintéticos. Esta pode ser também uma hipótese 

para explicar o aumento de Proteobacteria com o aumento da concentração de EucaBio. Os filos 

Acidobacteria e Actinobacteria alternam entre os segundos e terceiros filos mais abundantes. 

Enquanto que o filo Acidobacteria não apresenta uma alteração significativa com o aumento da 

concentração do bio-herbicida, o filo Actinobacteria apresenta uma diminuição da sua abundância 
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com o aumento da concentração de EucaBio_sólido. O mesmo acontece com os filos 

Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Planctomycetes, Patescibacteria entre outros. 

Em relação à abundância relativa das famílias (Figura 10 (B)), verifica-se que a família 

Burkholderiaceae (Proteobacteria) vai aumentando com as diferentes concentrações do bio-

herbicida. Na ausência de EucaBio_sólido (controlo), a abundância relativa de Burkholderiaceae é 

aproximadamente 6,5 %, mas esta aumenta com a concentração de bio-herbicida (18,5 %, 26,3 % 

e 33,7 % nas concentrações de 2,5 %, 5 % e 10 % de EucaBio_sólido, respetivamente). Já a 

condição “tempo” apresenta o efeito contrário nas concentrações 5 % e 10 %, no qual a sua 

abundância em T0 é 28,0 % e 41,0 %, em T1 é 27,5 % e 31,7 % e em T2 é 23,4% e 28,5%. A 

família Burkholderiaceae é caracterizada pela presença de organismos ecologicamente diversos e 

contém organismos saprófitos, fitopatógenos, patógenos oportunistas, bem como patógenos 

primários para humanos e animais (Coenye, 2014). O género mais proeminente dentro desta 

família, é o género Burkholderia, caraterizado pelas suas propriedades biorremediadoras e 

biopesticidas, pela capacidade de sintetizar uma ampla gama de compostos antimicrobianos e, 

para além disso é capaz de fixar nitrogénio, formar nódulos radiculares e pode atuar como 

patógenos de plantas (Coenye, 2014; Depoorter et al., 2016). Outro género importante é o género 

Pseudomonas, que desempenha um papel fundamental no solo para promoção do crescimento 

das plantas e no controlo de patógenos (Sah & Singh, 2016). Este também possui membros que 

são patógenos de plantas, insetos e humanos (Silby et al., 2011). Esta família exerce um papel 

importante na biologia do solo, nas relações planta-microrganismo e na saúde humana, e pode 

ser benéfica ou prejudicial, dependendo da espécie e do contexto em que se encontra. O mesmo 

efeito é observado para a família Rhodonobacteraceae (Proteobacteria), que também se apresenta 

mais abundante nas concentrações mais elevadas de EucaBio_sólido, sendo aproximadamente 

0,3 % no controlo, 3,4 %, 8,5 % e 17 % nas concentrações de 2,5 %, 5 % e 10 % de EucaBio_sólido, 

respetivamente. Esta família é caraterizada por estar profundamente envolvida no ciclo 

biogeoquímico do enxofre e do carbono e na simbiose com micro e macrorganismos aquáticos 

(Pujalte et al., 2014). Encontra-se ainda envolvida no ciclo de nitrogénio, promovendo assim o 

crescimento vegetal por meio da fixação de nitrogénio, que é essencial para o desenvolvimento 

das plantas (Hirsch & Mauchline, 2015; Li et al., 2018). Apesar de não ser tão evidente, outras 

famílias são igualmente afetadas positivamente pela maior concentração de EucaBio_sólido, como 

é o caso de Acidobacteriaceae (Subgroup 1) (Acidobacteria) e Rhizobiaceae (Proteobacteria). Em 

contraste, as famílias Pedosphaeraceae (Verrucomicrobia) e Xanthobacteraceae (Proteobacteria) 

são afetadas negativamente pelo bio-herbicida, uma vez que a sua abundância diminui com as 
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concentrações crescentes de herbicida. Na ausência de bio-herbicida (controlo), a família 

Pedosphaeraceae apresenta aproximadamente 5,2 % de abundância, valor esse que diminui para 

1,8 %, 0,9 % e 0,6 %, com as concentrações de 2,5 %, 5 % e 10 % de bio-herbicida, respetivamente. 

Já a abundância da família Xanthobacteraceae reduz 3,8 %, 2,8 %, 2 % e 1,1 %, nas mesmas 

amostras, respetivamente. A família Xanthobacteraceae, possui o género Azorhizobium que 

consiste inteiramente em simbiontes fixadores de nitrogénio que vivem em associação com plantas 

leguminosas (Oren, 2014). Esta diminuição indica um potencial efeito negativo da aplicação de 

EucaBio_sólido na sua maior concentração (10 %) no desenvolvimento das espécies agrícolas.  

 

Figura 10: Abundâncias relativas dos filos bacterianos (A) e das principais famílias bacterianas 
(B) reveladas pela sequenciação do amplicão 16S das amostras de solo em diferentes condições. 
São representadas também os filos a que pertencem cada família. Other - restantes famílias 
presentes em menor percentagem. Gráficos criados no Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 
2018). 
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3.3.2. Comunidade fúngica 

Assim como para a comunidade bacteriana, a diversidade da comunidade fúngica foi 

comparada entre as amostras de solo com diferentes concentrações de EucaBio_sólido, através 

da preparação de curvas de rarefação e determinação de índices de diversidade, ambos 

normalizados para o número mínimo de sequências em todas as amostras (n = 14.002).  

Tal como verificado para as comunidades bacterianas, as curvas de rarefação aparentam 

atingir plateau (Figura 11), principalmente no caso das comunidades fúngicas provenientes das 

amostras com maior concentração de EucaBio_sólido, indicando que o esforço de amostragem 

foi suficiente para representar estas comunidade. Já as curvas das condições com menor 

percentagem de bio-herbicida, não aparentam estar a atingir plateau demostrando que a 

profundidade da amostragem deveria ter sido maior para ter uma boa representação da 

comunidade fúngica. As curvas de rarefação também indicam uma diferença na riqueza entre as 

condições, ocorrendo uma redução da riqueza com o aumento da concentração de 

EucaBio_sólido. 

 
Figura 11: Curvas de rarefação da comunidade fúngica obtidas por sequências da região ITS do 
rRNA das amostras de solo com diferentes concentrações de EucaBio_sólido. 

 A variação na diversidade da comunidade fúngica foi feita pela determinação dos 

parâmetros de diversidade (Figura 12), que se alteram significativamente nas comunidades 

presentes nas amostras de solo agrícola. A riqueza (S) e a diversidade (1-D e H) são superiores 

para o controlo e vão diminuindo com o aumento da concentração de EucaBio_sólido. Esta 

diminuição é concordante com estudos que avaliaram atividade antifúngica de diferentes 

concentrações de óleos essenciais de eucalipto (Kouki et al., 2023; Ayed et al., 2023). Uma 

diminuição da riqueza e diversidade das comunidades fúngicas foi também observada em estudos 



 

27 
 

realizados com herbicidas sintéticos (Wang et al., 2022; Bhardwaj et al., 2024). Entre as diferentes 

condições existentes neste trabalho, concentração e tempo, esta análise indica que a concentração 

é o fator com maior impacto na riqueza e diversidade fúngica. A variação temporal apresenta um 

impacto menor, sendo ainda assim possível observar uma redução da diversidade ao longo do 

tempo em alguns casos (Figura 12). 

 

Figura 12: Diversidade da comunidade fúngica encontrada nas amostras de solos. S: riqueza 
microbiana, 1–D: índice de Gini-Simpson e H´: índice de Shannon. Diferentes letras significam 
diferenças estatisticamente significativas, onde as letras maiúsculas (A - D) se referem à diferença 
entre concentrações e as minúsculas (a - c) entre os tempos de cada concentração (Anexo 2). 

A comunidade fúngica total é composta por ASVs que são referentes a 27 filos, 74 classes, 

142 ordens, 196 famílias, 337 géneros e 33 espécies. É importante referir que muitos ASVs não 

foram classificados até aos níveis taxonómicos mais específicos. Nas comunidades fúngicas 

analisadas, os filos que apresentam maior riqueza são Ascomycota (68 % das ASVs), 

Basidiomycota (12 %), Glomeromycota (8 %), Mortierellomycota (5 %), Mucoromycota (4 %) (Figura 

13). Dentro do filo Ascomycota, o maior número de ASVs é encontrado na classe Sordariomycetes 

(43 % das ASVs) e Eurotiomycetes (27 %), seguida de Dothideomycetes (20 %), Leotiomycetes (6 

%) e Saccharomycetes (2 %). O filo Basidiomycota é representado por Agaricomycetes (40 % das 

ASVs), Tremellomycetes (40 %), Atractiellomycetes (13 %) e Microbotryomycetes (6 %). O filo 

Glomeromycota é representado em grande parte pela classe Glomeromycetes (63 %), enquanto 

Mortierellomycota é representado pela classe Mortierellomycetes (100 %) e Mucoromycota pela 

classe Mucoromycetes (81 %). 
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Figura 13: Riqueza dos fungos isolados do solo, considerando todas as amostras. Gráfico criado 
em Krona (Ondov et al., 2011). 

 A abundância relativa revelou que o filo mais abundante é Ascomycota (58 % do número 

de sequências analisadas), seguido de Basidiomycota (27 %), Mortierellomycota (7 %), 

Mucoromycota (4 %) e Glomeromycota (3 %) (Figura 14). As classes Sordariomycetes (46 % das 

sequências), Eurotiomycetes (28 %) e Dothideomycetes (14 %) são as mais abundantes no filo 

Ascomycota. No que diz respeito ao filo Basidiomycota, as classes Tremellomycetes (46 % das 

sequências) e Atractiellomycetes (25 %) são as mais representativas.  

No geral, o filo Ascomycota apresentou maior riqueza e abundância relativa na 

comunidade fúngica presente nas amostras de solo, seguindo-se pelo filo Basidiomycota. A 

predominância destes filos no solo está de acordo com estudos anteriores sobre o solo (Lim et al., 

2010; Fierer, 2017), incluindo solos agrícolas (Choudhary et al., 2022). As classes 

Sordariomycetes e Eurotiomycetes são as mais ricas e abundantes. 
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Figura 14: Abundância relativa dos fungos isolados do solo, considerando todas as amostras. 
Gráfico criado em Krona (Ondov et al., 2011). 

As abundâncias relativas de cada filo e família foi comparada nas comunidades fúngicas 

entre as diferentes condições experimentais (Figura 15). É possível observar que os filos mais 

abundantes em todas as condições são Ascomycota e Basidiomycota, e ambos apresentam um 

ligeiro aumento entre o controlo e as restantes condições. Isto é, no controlo têm 

aproximadamente 44 % (Ascomycota) e 15 % (Basidiomycota) de abundância relativa, enquanto 

que nas condições 2,5 %, 5 % e 10 % têm aproximadamente 62 %/30 %, 61 %/31 % e 59 %/32 % 

(Ascomycota/Basidiomycota), respetivamente. Alguns estudos sobre o impacto de herbicidas no 

microbioma demostram efeitos semelhantes nos dois filos anteriormente referidos (Wang et al., 

2022; Ma et al., 2023). Outro filo que se torna mais abundante é Mucoromycota, que tinha uma 

abundância relativa muito reduzida no controlo (aproximadamente 0,5 %) e aumenta para 

aproximadamente 3 %, 5 % e 7 % nas concentrações 2,5 %, 5 % e 10 %, respetivamente. Os filos 

Chytridiomycota, Glomeromycota e Mortierellomycota revelam ser afetados negativamente pelo 

bio-herbicida, sendo isto demonstrado pela diminuição da sua abundância com o aumento da 

concentração do EucaBio_sólido.   

Uma análise semelhante foi realizada quanto à abundância relativa das famílias presente 

nas amostras de solo (Figura 15(B)). As famílias Aspergillaceae (Ascomycota), Trichocomaceae 
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(Ascomycota) e Trichosporonaceae (Basidiomycota) são afetadas positivamente pelo bio-herbicida 

(aumento da abundância relativa com o aumento de EucaBio_sólido), apresentando abundâncias 

respetivas de aproximadamente 0,7 %, 0,5 % e 0,1 % para o controlo; 3,93 %, 3,4 % e 7 % para a 

concentração 2,5 %; 6,3 %, 5,7 % e 11 % para a concentração 5 % e por fim 6,9 %, 11 % e 17 % 

para a concentração 10 %. A família Aspergillaceae possui vários géneros, sendo o mais estudado 

Aspergillus que possui membros caraterizados saprófitos, endófitos assintomáticos e fitopatógenos 

oportunistas (Nji et al., 2023). Algumas espécies de Aspergillus podem ser ocasionalmente 

prejudiciais aos humanos (Mousavi et al., 2016). Outro género que têm recebido atenção 

significativa é Penicillium devido à sua capacidade de produção de compostos bioativos, incluindo 

micotoxinas, antibióticos, herbicidas, antioxidantes, inseticidas e compostos anticancerígenos 

(Frisvad & Samson, 2004). Este apresenta ainda algumas espécies que promovem o crescimento 

das plantas por vários mecanismos, como a produção de fito-hormonas, solubilização de minerais 

e antagonismo a fitopatógenos (Babu et al., 2015). Por outro lado, as famílias Chaetomiaceae 

(Ascomycota) e Mortierellaceae (Mortierellomycota) são afetadas negativamente, isto é, a sua 

abundância vai diminuindo nas amostras com maior concentração de EucaBio_sólido. 

Chaetomiaceae apresenta abundâncias aproximadas de 4,8 % (controlo), 3,8 % (2,5 %), 2,6 % (5 

%) e 1,5 % (10 %). A família Mortierellaceae apresenta a maior variação de abundância, passando 

de mais abundante, com aproximadamente 21,5 % (controlo), para aproximadamente 4 % (2,5 %), 

1,6 % (5 %) e 0,2 % (10 %). O género Mortierella, pertencente a família Mortierellaceae, compreende 

espécies que ocorrem em solos agrícolas e têm funções de promoção do crescimento das plantas 

(Ozimek & Hanaka, 2021) e capacidade de produzir ácidos orgânicos com propriedades 

antifúngicas e antibacterianas (Shemshura et al., 2018). 
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Figura 15: Abundâncias relativas dos filos fúngicos (A) e das principais famílias fúngicas (B) 
reveladas pela sequenciação de amplicões das amostras de solo das diferentes condições. São 
representados os filos correspondentes as famílias. Other- restantes famílias presentes em menor 
percentagem. Gráficos criados no Microsoft Excel (Microsoft Corporation, 2018). 

3.3.3.  Comparação das comunidades bactérias e fúngicas 

Através de uma análise multivariada da escala multidimensional não métrica (NMDS) 

foram avaliadas as diferenças na composição das comunidades de bactérias e fungos (Figura 16). 

Esta análise foi feita com base no índice de similaridade de Jaccard, que tem em consideração a 

presença ou ausência de espécies. Esta análise mostrou uma boa representação da distribuição 

das comunidades microbianas (2D stress < 0.2). As comunidades bacterianas e fúngicas 

agruparam-se de acordo com a concentração do bio-herbicida, demonstrando assim uma maior 

similaridade na estrutura da comunidade das amostras com a mesma concentração. Analisando 

as comunidades microbianas, o controlo apresenta-se mais disperso das restantes amostras, o 

que indica comunidades mais distintas em comparação com as outras condições. Este resultado 

foi corroborado pelo teste ANOSIM, que mostrou que as diferentes concentrações apresentam 

maior dissimilaridade entre si do que nas comunidades obtidas com a mesma concentração de 
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EucaBio_sólido (bactérias: R=0,887, p=0,001; fungos: R=0,785, p=0,001). Importante referir 

que, pelo mesmo teste estatístico, , no caso das bactérias, a combinação dos dois fatores 

(concentração e tempo) apresentam dissimilaridade semelhante à concentração (bactérias: 

R=0,890, p=0,001; fungos: R=0,757, p=0,001). Por outro lado, o fator tempo apresenta uma 

menor dissimilaridade (bactérias: R=0,0983, p=0,006; fungos: R=0,0615, p=0,014). A análise de 

PERMANOVA mostrou que tanto a concentração como o tempo de amostragem têm impacto 

significativo na diversidade das comunidades de bactérias e fungos (Pr(>F) < 0.001). A 

concentração relevou ser o fator com maior relevância em ambas as comunidades (bactéria 

R2=0,18479; fungo R2=0,27198), enquanto que o tempo de amostragem apresentou uma 

contribuição menor (bactéria R2=0,0622; fungo R2=0,04602). Além disso, os resultados da 

PERMANOVA mostraram que a distribuição das comunidades também foi influenciada 

significativamente pela interação dos dois fatores (concentração x tempo) (bactéria R2=0,23889; 

fungo R2=0,247). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Análise multivariada da escala multidimensional não métrica (NMDS) das 
comunidades de bactérias (A) e de fungos (B), pelo coeficiente de Jaccard (bactéria 2D Stress = 
0,12; fungo 2D Stress = 0,05). 
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4. Conclusão 

Neste trabalho foi avaliado o impacto da aplicação do bio-herbicida EucaBio_sólido nas 

comunidades bacterianas e fúngicas de solo agrícola. Existem vários estudos que descrevem as 

alterações nas comunidades microbianas do solo depois da aplicação de herbicidas sintéticos 

(Moretto et al., 2017; Liu et al., 2020; Pertile et al., 2021; Wang et al., 2022; Wang et al., 2022; 

Bhardwaj et al., 2024). Contudo, até onde tenho conhecimento, poucos são os que avaliam estas 

alterações após aplicação de bio-herbicidas (Romdhane et al., 2016). A diversidade e riqueza das 

comunidades microbianas estudadas é maior na condição controlo (sem aplicação de 

EucaBio_sólido) e vai diminuindo com o progressivo aumento da concentração de bio-herbicida. 

Esta tendência é também verificada em grupos taxonómicos específicos (no caso das comunidade 

bacteriana: Verrucomicrobia, Planctomycetes e no caso das comunidades fúngica: Glomeromycota 

e Mortierellomycota), demostrando que o impacto do bio-herbicida é tanto maior quanto maior a 

concentração do mesmo. Estes resultados foram corroborados pelo NMDS e análise estatística 

(ANOSIM e PERMANOVA) que demonstraram que a concentração é o fator que tem maior impacto 

na distribuição das comunidades, quando comparado com o tempo de amostragem das 

comunidades microbianas do solo. Este trabalho contribuiu para uma melhor compreensão do 

impacto deste bio-herbicida nas comunidades não alvo dos solos agrícolas. Assim, é recomendado 

que a aplicação do bio-herbicida seja realizada a concentrações menores (5 % ou inferior) para 

minimizar o impacto nas comunidades microbianas, uma vez que também não foram encontradas 

alterações no desenvolvimento das plantas nestas mesmas concentrações (Pinto et al., 2023).  
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6. Anexos 

Anexo 1: Processamento das reads fúngicas e bacterianas sequenciadas pelo Illumina MiSeq, 
utilizando DNA obtido de amostras de solo com diferentes concentrações de EucaBio conforme descrito 
na secção Material e Métodos. 

 Fungos Bactérias 

Amostras Raw reads 
Merged 
reads 

Sequences 
clusted into 

ASVs 

Fungal 
sequences 

Raw reads 
Merged 
reads 

Sequences 
clusted into 

ASVs 

Bacterial 
sequences 

Control_T0_R1 47 497 33 293 28 222 22 359 79 995 62 187 29 928 29 637 

Control_T1_R1 91 182 73 440 62 220 50 026 215 458 164 089 83 252 82 745 

Control_T2_R1 85 943 67 736 57 428 45 197 68 714 53 003 25 885 25 751 

Control_T0_R2 53 859 39 470 33 893 28 043 83 180 64 359 31 749 31 531 

Control_T1_R2 88 939 71 701 60 249 48 293 70 555 52 722 26 947 26 738 

Control_T2_R2 110 949 89 068 75 469 58 850 73 056 56 162 28 388 28 193 

Control_T0_R3 51 628 38 125 32 272 28 117 96 169 74 437 37 743 37 503 

Control_T1_R3 73 958 59 968 50 547 41 116 117 162 89 082 45 685 45 348 

Control_T2_R3 93 369 76 821 64 056 52 174 83 044 63 929 32 842 32 668 

Control_T0_R4 31 262 20 725 17 285 14 002 101 371 77 832 37 122 36 872 

Control_T1_R4 83 016 62 563 51 714 41 920 82 295 61 673 31 763 31 555 

Control_T2_R4 73 435 47 810 50 709 41 771 65 827 49 761 24 754 24 637 

Control_T0_R5 47 276 34 790 29 600 19 531 60 246 46 246 23 005 22 801 

Control_T1_R5 107 790 79 921 67 370 50 107 94 843 73 036 37 835 37 476 

Control_T2_R5 71 775 58 683 49 786 38 276 62 788 55 191 29 661 29 476 

2.5%_T0_R1 111 005 92 948 81 482 78 015 44 131 33 154 17 023 16 932 

2.5%_T1_R1 161 068 135 542 118 196 113 273 76 392 59 028 32 437 32 226 

2.5%_T2_R1 141 185 121 259 104 289 99 013 40 982 31 129 16 862 16 807 

2.5%_T0_R2 76 021 61 170 53 470 51 604 76 261 59 366 32 035 31 909 

2.5%_T1_R2 217 773 183 529 159 937 154 978 59 977 40 591 20 517 20 426 

2.5%_T2_R2 108 196 92 686 79 674 77 319 48 618 37 690 20 710 20 624 

2.5%_T0_R3 118 903 92 948 81 065 77 086 92 534 71 045 37 722 37 590 

2.5%_T1_R3 135 663 113 635 98 023 90 855 97 209 74 569 40 125 39 816 

2.5%_T2_R3 111 121 94 488 81 940 78 750 74 583 57 683 31 812 31 735 

2.5%_T0_R4 71 690 58 456 50 827 48 660 74 168 58 103 29 815 29 632 

2.5%_T1_R4 147 643 124 058 107 846 101 713 15 950 71 768 39 562 39 142 

2.5%_T2_R4 96 003 80 956 69 596 66 635 81 114 62 507 32 784 32 639 

2.5%_T0_R5 133 153 108 175 91 705 89 047 82 756 61 532 32 461 32 288 

2.5%_T1_R5 155 883 129 890 112 616 104 959 67 409 51 149 27 999 27 761 

2.5%_T2_R5 93 073 77 889 67 776 63 923 73 221 56 066 30 350 30 230 

5%_T0_R1 136 188 114 481 99 875 92 184 99 354 78 231 44 147 44 046 

5%_T1_R1 158 609 95 897 119 077 111 732 62 395 49 029 29 009 28 918 

5%_T2_R1 110 868 94 098 82 359 79 832 94 482 74 203 43 277 43 197 

5%_T0_R2 113 313 95 556 82 676 76 103 89 065 69 469 38 425 38 298 

5%_T1_R2 204 143 172 269 150 527 141 925 90 742 70 567 35 604 35 507 

5%_T2_R2 48 933 39 993 34 834 34 126 111 280 85 004 48 229 48 114 

5%_T0_R3 119 264 101 838 89 256 80 550 68 655 54 243 30 826 30 748 
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Anexo 1: Continuação  

 Fungos Bactérias 

Amostras Raw reads 
Merged 
reads 

Sequences 
clusted into 

ASVs 

Fungal 
sequences 

Raw reads 
Merged 
reads 

Sequences 
clusted into 

ASVs 

Bacterial 
sequences 

5%_T1_R3 103 768 88 050 77 182 73 139 69 978 55 153 30 420 30 299 

5%_T2_R3 124 080 107 053 93 073 90 323 83 060 64 573 37 424 37 338 

5%_T0_R4 114 655 96 158 83 850 73 901 54 646 42 591 23 864 23 794 

5%_T1_R4 106 358 89 588 78 804 75 435 72 831 57 437 32 825 32 680 

5%_T2_R4 94 408 81 469 70 838 66 845 56 871 43 055 25 087 25 033 

5%_T0_R5 96 670 79 575 69 270 62 110 79 082 62 840 35 095 34 999 

5%_T1_R5 114 065 97 097 85 079 81 257 76 716 60 174 28 869 27 398 

5%_T2_R5 86 859 73 057 63 612 61 025 85 769 66 382 37 582 37 470 

10%_T0_R1 120 849 103 886 90 495 76 792 86 889 68 450 42 040 41 941 

10%_T1_R1 69 051 59 292 51 386 47 814 95 465 74 198 43 362 43 117 

10%_T2_R1 120 050 104 642 91 497 87 874 99 431 76 672 47 147 47 018 

10%_T0_R2 129 856 110 773 97 201 87 497 71 475 56 375 34 254 34 158 

10%_T1_R2 110 855 95 573 83 985 77 425 67 232 52 382 31 181 31 029 

10%_T2_R2 105 963 92 128 80 634 77 220 65 956 52 125 30 448 30 348 

10%_T0_R3 118 113 101 630 89 663 77 113 93 116 73 435 44 104 43 985 

10%_T1_R3 96 764 83 710 73 335 67 606 68 082 53 023 32 285 32 070 

10%_T2_R3 99 921 86 509 76 145 73 430 60 814 47 958 28 578 28 461 

10%_T0_R4 168 696 146 232 128 599 111 877 102 628 81 454 51 258 51 118 

10%_T1_R4 90 811 78 732 69 150 64 682 69 049 54 388 33 843 33 655 

10%_T2_R4 127 869 110 349 96 902 91 777 84 249 67 471 41 761 41 715 

10%_T0_R5 36 572 31 296 27 293 24 193 89 039 68 467 40 879 40 736 

10%_T1_R5 118 222 101 111 88 789 82 510 96 957 73 962 46 104 45 929 

10%_T2_R5 102 263 88 963 77 301 73 707 88 494 69 166 41 225 41 109 

Total 6 338 294 5 242 748 4 591 949 4 197 616 4 793 810 3 771 566 2 077 925 2 066 916 

Anexo 2: Análise estatística (ANOVA) dos índices de diversidade (S, 1–D, H’) da comunidade bacteriana 

e fúngica nas diferentes concentrações de EucaBio_sólido e tempos de amostragem. 

S 

Fungi 

Control 2.5 % 5 % 10 % 

T0 T1 T2 T0 T1 T2 T0 T1 T2 T0 T1 T2 

B
a

ct
e

ri
a

 

C
on

tr
ol

 T0 - ns ns ns * ** ** ** ** ** ** ** 

T1 * - * ** ** ** ** ** ** ** ** ** 

T2 ** ns - ns ns ns * * * * * * 

2.
5 

%
 T0 ** * ** - ns ns ** * ** ** ** ** 

T1 ** * ** ns - ns ** ** ** ** ** ** 

T2 ** * ** ns * - ns ns ** ** ** ** 

5 
%

 T0 ** * ** ** ** ** - ns ** ** ** ** 

T1 ** * ** ** ** ** ns - ** ** ** ** 

T2 ** * ** ** ** ** * * - ** ** ** 

10
 %

 T0 ** * ** ** ** ** ** ** * - ns Ns 

T1 ** * ** ** ** ** ** ** ** ns - Ns 

T2 ** * ** ** ** ** ** ** ** ** ** - 
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Anexo 2: Continuação 

1-D 

Fungi 

Control 2.5 % 5 % 10 % 

T0 T1 T2 T0 T1 T2 T0 T1 T2 T0 T1 T2 
B

a
ct

e
ri

a
 

C
on

tr
ol

 T0 - ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns Ns 

T1 ** - ns ns ns ns ns ns ns ns ns Ns 

T2 ** ns - ns ns ns ns ns ns ns ns Ns 

2.
5 

%
 T0 ** ** ** - ns ns ns ns ** ** ** ** 

T1 ** ** ** ns - ns ns ns ** ** ** ** 

T2 ** ** ** ns ns - ns ns ns ns ns Ns 

5 
%

 T0 ** ** ** ** ** ** - * ** ** ** ** 

T1 ** ** ** ** ** ** ns - ** ** ** ** 

T2 ** ** ** ** ** ** ns ns - ** ** ** 

10
 %

 T0 ** ** ** ** ** ** ** ** ** - ns Ns 

T1 ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** - Ns 

T2 ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** * - 

 

H’ 

Fungi 

Control 2.5 % 5 % 10 % 

T0 T1 T2 T0 T1 T2 T0 T1 T2 T0 T1 T2 

B
a

ct
e

ri
a

 

C
on

tr
ol

 T0 - ns ns ns ns ns ns ns ns ** ** ** 

T1 ** - ns ns ns ns ns ns * ** ** ** 

T2 ** ns - ns ns ns ns ns ns ** ** ** 

2.
5 

%
 T0 ** ** ** - ns ns ns ns ** ** ** ** 

T1 ** ** ** ns - ns ns * ** ** ** ** 

T2 ** ** ** ns ns - ns ns ns ** * ** 

5 
%

 T0 ** ** ** ** ** ** - * ** ** ** ** 

T1 ** ** ** ** ** ** ns - * ** ** ** 

T2 ** ** ** ** ** ** ns ns - ** ** ** 

10
 %

 T0 ** ** ** ** ** ** ** ** ** - ns ns 

T1 ** ** ** ** ** ** ** ** ** ns - ns 

T2 ** ** ** ** ** ** ** ** ** ns ns - 

 


