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RESUMO 

 

YOSHIURA, C. A. Influência dos sistemas agrícolas e reflorestamento na estrutura das 
comunidades microbianas associadas ao ciclo do carbono do Alto Xingu. 2014. 83 f. 
Dissertação (Mestrado) – Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de 
São Paulo, Piracicaba, 2014.  
 

Os sistemas de cultivo agrícola são essenciais à sociedade. A questão atual é saber 
como mantê-los produtivos sem afetar drasticamente os diferentes ecossistemas e ciclos 
biogeoquímicos. Sabe-se que a atividade biológica dos solos é de crucial importância à saúde 
dos mesmos e à produtividade. Deste modo, a implantação de técnicas ambientalmente 
corretas com monitoramentos eficientes, baseados na qualidade do solo, é fundamental para 
valorizar a sua conservação. Esta tem sido o foco de pesquisas nas últimas décadas, sendo que 
refletem ação antrópica, principalmente pela emissão dos gases do efeito estufa (GEEs). O 
uso de sistemas conservacionistas destaca-se pela viabilidade econômica e ambientalmente 
benéfica em relação ao manejo convencional. O sistema integração lavoura-pecuária tem sido 
utilizado para minimizar os impactos ambientais da exploração agrícola, a fim de preservar as 
características físicas, químicas e biológicas do solo, estendendo sua resiliência e aumentando 
a produtividade. Os microrganismos são responsáveis por diversos processos biológicos 
essenciais ao ambiente e algumas espécies participam produzindo ou oxidando o metano 
(CH4), um dos gases do efeito estufa. Estes são influenciados principalmente pelas mudanças 
de uso do solo, que quando relacionadas ao manejo inadequado podem alterar a qualidade do 
solo, a produtividade e a emissão de gases. Assim, a avaliação dos solos dos sistemas 
agrícolas, sob a interação rizosférica de diferentes culturas e a criação de um ambiente 
anóxico se faz necessário para entender o comportamento de tais comunidades. Os sistemas 
de integração lavoura-pecuária e a rotação de culturas foram investigados em relação a 
microbiota funcional do solo, em função de fatores como ao histórico da área e umidade. 
Foram avaliadas a abundância, por PCR em tempo real, e a estrutura das comunidades 
Archaea e Bacteria por TRFLP, e a potencialidade de atuação do solo como emissor e 
mitigador de CH4 através da quantificação dos microrganismos metanogênicos e 
metanotróficos de áreas agrícolas e reflorestamento do Alto Xingu, no município de 
Querência. Com elas foi possível observar que os microrganismos são estruturados, 
primariamente, em função do tipo de solo e consecutivo efeito rizosférico dos vegetais, de 
forma que os sistemas de integração lavoura-pecuária (ILP) apresentaram sutilmente maior 
estabilidade em relação ao sistema rotacionado de soja/milheto, devido ao sistema radicular 
da pastagem fornecer maior proteção e liberação de exsudatos. Pelas semelhanças existentes 
com os sistemas ILP, a área de reflorestamento se encontra em recuperação transitória, em 
uma média da similaridade entre as enzimas de restrição HhaI e MspI, de 85%; e 65% em 
relação à floresta, que se estruturou de maneira diferenciada das demais áreas. Outro fator de 
diferenciação das áreas agrícolas foi a forte influência da calagem o que eleva o pH e 
concomitantemente apresentou teores elevados de Ca e Mg. Já as comunidades de 
metanotróficas não apresentaram variação em função das metanogênicas, em que a saturação 
hídrica promoveu seu crescimento somente nos solos de floresta, onde ocorre maior 
incorporação de matéria orgânica. 

 
Palavras-chave: Ecologia microbiana, sistemas agrícolas, reflorestamento, metanogênicas, 
metanotróficas, PCR em tempo real, TRFLP 
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ABSTRACT 

 

YOSHIURA, C. A. Influence of agricultural systems and reforestation in the structure 
of microbial communities related to the carbon cycle of the Upper Xingu. 2014. 83 f. 
Dissertação (Mestrado) – Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de 
São Paulo, Piracicaba, 2014. 
 

Agricultural faming systems are essential to society. The current question is how to 
keep them productive without drastically affecting different ecosystems and biogeochemical 
cycles. It is known that the soil biological activity is crucial to the health and productivity. 
Thus, the implementation of environmentally correct techniques with efficient monitoring, 
based on soil quality is critical to enhance their conservation. This has been the focus of 
research in recent decades, and reflects human action, mainly by the emission of greenhouse 
gases (GHGs). The use of conservation tillage systems distinguished by economic viability 
and environmentally beneficial compared to conventional tillage systems. The crop-livestock 
system has been used to minimize the environmental impacts of farming, in order to preserve 
the physical, chemical and biological soil properties, extending its resilience and increasing 
productivity. Microorganisms are responsible for many essential biological processes to the 
environment and some species participate in production or oxidation of methane (CH4), a 
greenhouse gas. These are mainly influenced by land use changes, that when related to 
inadequate management may alter soil quality, productivity and gases emissions. Thus, the 
evaluation of soils for agricultural systems under the rhizospheric interaction of different 
cultures and creating an anoxic environment is needed to understand the behavior of such 
communities. Crop-livestock systems and crop rotation were investigated in relation to 
functional soil microbiota, depending on factors such as the area history and moisture. Genes 
abundance were assessed by real-time PCR, while Archaea and Bacteria community structure 
by TRFLP, and the potential role of soil as releaser and mitigator of CH4 through the 
quantification of methanogens and methanotrophs in agricultural areas and reforestation of the 
Upper Xingu, at Querência city. Through the techniques of qPCR and TRFLP was observed 
that microorganisms are structured primarily on the type of soil, followed by rhizosphere 
effect of plants. In this way, crop-livestock integration systems (CLI) are subtly stable then 
rotational system of soybean/millet due to pasture root system to provide greater protection 
and root exudation. Alike CLI systems, the reforestation area is in transient recovery on 
average between the restriction enzymes HhaI and MspI, 85%; and 65% in relation to forest, 
this structures itself in a differentiated manner from the other areas. The farming areas present 
strong influence of liming, which leads to grow pH and concomitantly high Ca and Mg 
contents. The methanotrophic community did not vary due to the methanogenic community, 
and the water saturation promotes the growth of methanogenic communities only in forest 
soils where occurs greater organic matter incorporation. 
 

Keywords: Microbial ecology, farming systems, reforesting, methanogenics, 
methanotrophics, qPCR, TRFLP 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os sistemas de cultivo agrícola e a agropecuária são atividades antrópicas essenciais 

para toda e qualquer sociedade, independente do nível de desenvolvimento (GUALBERTO et 

al., 2003). O crescimento populacional mundial aumentará a demanda por alimentos e energia 

em 60% para o ano de 2050 (FAO, 2012), em que a população total está prevista para mais de 

9 bilhões de pessoas (FAO, 2009), isto requer um aumento da eficiência dos sistemas de 

produção.  

A grande questão contemporânea é saber como mantê-los produtivos sem afetar 

drasticamente os diferentes ecossistemas e ciclos biogeoquímicos. Desta forma, a implantação 

de políticas limpas e técnicas ambientalmente corretas tornam-se fundamentais, e exigem 

programas de monitoramento, baseados na qualidade e sustentabilidade do solo, visando 

avaliar o sucesso de diferentes práticas de manejo. 

Este cenário se desenvolve concomitantemente a valorização da conservação do 

ambiente, em que há maior preocupação com os efeitos da produção de bens de consumo, 

principalmente os relacionados às mudanças climáticas. Assim, faz-se necessário o uso de 

tecnologias para a sustentabilidade do fornecimento de bens de consumo que permitam a 

máxima produção, mas que, ao mesmo tempo, reduzam os impactos e custos de qualquer 

atividade industrial e agrícola. 

As mudanças climáticas têm sido o foco das pesquisas e a preocupação da população 

mundial nas últimas décadas. Estas são provocadas pela elevação da temperatura global, 

decorrente do aumento na emissão dos gases (como o dióxido de carbono, metano e óxido 

nitroso), responsáveis pelo efeito estufa (THE WORLD BANK, 2014), que é um fenômeno 

natural necessário à manutenção da vida no planeta. Tal incremento de gases na atmosfera é 

associado principalmente a queima de combustíveis fósseis, ao desmatamento (BARRETO et 

al., 2009) e as mudanças no uso da terra (FOLEY et al., 2005) 

Por essas razões, o surgimento de técnicas de sistemas conservacionistas para a 

produção de alimento mais especializadas tem ganhado destaque, mas ainda é necessário que 

estudos sejam realizados para avaliar a eficiência desses sistemas. Por oferecer elevados 

níveis de matéria orgânica e a melhoria da qualidade física do solo com a introdução das 

pastagens em áreas agrícolas, utilizando níveis adequados de fertilidade, os sistemas de 

integração lavoura-pecuária têm demonstrado potencial para reduzir o impacto ambiental das 

atividades produtivas, reduzindo as emissões de gases do efeito estufa, dando maior 
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estabilidade à produção das culturas anuais e melhorando o aproveitamento da água e 

nutrientes (FRANCHINI et al., 2010). 

Nesse contexto, objetivou-se avaliar os efeitos dos sistemas de integração lavoura-

pecuária e a rotação de culturas, atualmente empregados no Estado do Mato Grosso, por meio 

de ferramentas moleculares, através da análise da quantidade e estrutura das comunidades de 

microrganismos do solo de Archaea e Bacteria, associadas ao ciclo biogeoquímico do 

carbono. 

Mais especificamente, no capítulo 2 foram abordados os efeitos dos manejos de 

acordo com seu histórico, já no capítulo 3 foram analisados os efeitos da mudança da cultura 

em diferentes sistemas de produção e a elevação do teor de umidade do solo. 

 

1.1 Revisão bibliográfica 

 

1.1.1 Plantio direto (PD) e integração lavoura-pecuária (ILP) 

 

Os sistemas conservacionistas têm como objetivo melhorar e aperfeiçoar o uso dos 

recursos naturais; desde o manejo adequado do solo, uso racional da água e preservação da 

biodiversidade, bem como o uso de insumos externos; prevenindo a poluição e a degradação 

do ambiente produtivo (DENARDIN et al., 2009). 

Vários são os benefícios obtidos na utilização de sistemas conservacionistas, com 

grande importância para o plantio direto, que permite a conservação de parâmetros físicos, 

químicos e biológicos de modo eficiente: retendo a fertilidade e a qualidade do solo através da 

acumulação e incorporação da matéria orgânica gerada pela biomassa proveniente das 

culturas antecessoras, eliminando a lavração e a gradagem para o preparo do solo, o que 

aumenta os estoques de carbono e nitrogênio, entre outros nutrientes; além de atuar como 

cobertura do solo contra erosão e redução do uso de maquinário (AMADO et al., 2001; 

ROSCOE et al., 2006; THANGARAJAN et al., 2013).  

O plantio direto tem sido empregado com sucesso no Brasil e no mundo desde a 

metade do século (DERPSCH; FRIEDRICH, 2009) com cerca de 50% das áreas cultivadas na 

safra de 2011/2012 (FEBRAPDP, 2013; THE WORLD BANK, 2014). Já a integração 

lavoura-pecuária tem ganhado espaço nas últimas décadas pelo crescimento na demanda de 

produtos relacionados à pecuária, segundo dados da FAO (2006). 
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No Brasil, os sistemas ILP têm sido difundidos principalmente no estado do Mato 

Grosso (FRANCHINI et. al., 2010). Dentre esses sistemas destacam-se o sistema Barreirão, o 

sistema Santa Fé e alguns sistemas mistos (GONÇALVES; FRANCHINI, 2007). 

A esses sistemas estão agregadas muitas vantagens. Eles podem proporcionar, por 

exemplo, a diversificação da atividade do produtor em agricultura e pecuária; a 

disponibilidade de forrageiras ao gado nos períodos secos, promovendo ganhos expressivos 

no rebanho (aumento de peso, maior produção de leite, redução da mortalidade, aumento da 

natalidade); a redução de plantas daninhas e cupinzeiros (KLUTHCOUSKI et al. 1991; 

KLUTHCOUSKI et al., 2000). Além disso, permitem intensificar o uso do solo: aumentando 

a funcionalidade da mão-de-obra; maquinário e equipamentos; e também diminuindo o 

desmatamento de novas áreas, reduzindo as queimadas e erosão do solo (GONÇALVES; 

FRANCHINI, 2007). 

A utilização de pastagens perenes na rotação de culturas condiciona melhorias na 

qualidade do solo e na produtividade de lavouras subsequentes (GARCÍA-PRÉCHAC et al., 

2004). Isto deve ao fato de apresentarem elevada biomassa radicular, responsável por uma 

maior influência no nível de carbono orgânico do solo (SOC) do que a biomassa da planta 

(GALE et al., 2000; MILCHUMAS et al., 1985) e também por promoverem uma maior 

disponibilização de potássio (GARCIA et al., 2008) entre outros nutrientes extraído de 

maiores profundidades. 

Adicionalmente, as gramíneas perenes estabelecidas com grande emaranhado radicular 

podem aliviar o espessamento e a compactação do solo provocado pelo pisoteio do gado, 

durante os períodos de chuva, evitando efeitos negativos sobre as produções subsequentes 

(TWERDOFF et al., 1999; RUSSELL et al., 1999). Entretanto, se houver a compactação, a 

adoção de práticas conservacionistas sem inversão profunda do solo pode reverter o problema 

(WILHELM et al., 2004) 

 

1.1.2 Microrganismos e a qualidade do solo 

 

A manutenção da qualidade do solo é a base para a sustentabilidade dos sistemas de 

produção, pois a estrutura da comunidade microbiana em ecossistemas manejados se mostra 

sensível, podendo apresentar perdas ou modificações, quando comparados aos sistemas 

naturais adjacentes (TORSVIK et al., 2002). Essa qualidade é definida de acordo com a 



18 
 

estabilidade do solo e sua resiliência ao estresse, atribuídas a uma alta diversidade biológica e 

ciclagem de nutrientes (BRUGGEN; SEMENOV, 2000).  

Os microrganismos representam uma grande parte dessa diversidade do solo 

(TORSVIK; GOKSOYR; DAAE, 1990). Estima-se que o número total de células 

procarióticas no solo seja de 2,6 × 1029 células (WHITMAN; COLEMAN. WIEBE, 1998), 

podendo alcançar cerca de 7 mil espécies por grama de solo e teoricamente 3 milhões de 

diferentes taxa em uma tonelada de solo (CURTIS; SLOAN; SCANNELL, 2002). Sua 

abundância é fruto da sua contribuição em diversas formas para o funcionamento sustentável 

dos ecossistemas terrestres, realizando múltiplas atividades metabólicas: atuando na 

decomposição da matéria orgânica; contribuindo na mineralização ou solubilização de 

compostos químicos e na transformação de energia do ambiente (OVREAS, 2000; SPOSITO; 

ZABEL, 2003; ROSCOE et al., 2006). 

A biodiversidade da microbiota edáfica é fortemente influenciada pelo tipo de 

cobertura vegetal. Os exsudatos radiculares liberados no solo regem uma série de interações 

biológicas tanto entre planta e os microrganismos quanto entre microrganismos. Como 

exemplo, de tais interações podem-se citar a resistência da planta a patógenos e herbivoria, o 

estímulo das simbioses benéficas de fixação biológica do nitrogênio e outros microrganismos 

associativos, alterações das propriedades químicas e físicas do solo e a inibição do 

crescimento de espécies competidoras (RADMAN et al., 2003; BAIS et al., 2004). Isto torna 

as comunidades microbianas mais complexas e resilientes que as da superfície dos solos 

(GILLER et al., 1997). 

A adição de nutrientes por fertilizantes juntamente com adubos orgânicos ou a 

utilização da matéria orgânica proveniente da palhada aumenta o fluxo de carbono e 

nitrogênio para os microrganismos (KUZYAKOV; BOL, 2006), principalmente bactérias e 

fungos saprófitos, basais na cadeia trófica do solo subsuperficial (KRAMER et al., 2012) e 

aciona uma maior atividade catabólica microbiana e a diversidade funcional em partículas e 

agregados do solo (LAGOMARSINO; GREGO; KANDELER, 2012). 

Os processos naturais de produção de gases do efeito estufa (CO2, CH4 e N2O) podem 

responder ao aumento no fluxo de carbono e nitrogênio pela adição de insumos, conhecido 

como efeito priming, alterando a taxa líquida de emissão/consumo desses gases pela atividade 

microbiana através de metanogênese, nitrificação e desnitrificação (SHARMA et al., 2011; 

THANGARAJAN et al., 2013). 
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As emissões de gases podem ser efêmeras, restritas em curtos espaços de tempo, desde 

dias a algumas semanas, ou persistentes por longos períodos de acordo com a quantidade e 

frequência de material orgânico agregado (KUZYAKOV; BOL, 2006; SHARMA et al., 

2011). 

Dentre os gases do efeito estufa, o metano (CH4) tem sua importância por ser o 

hidrocarboneto mais abundante na atmosfera, 1,21 mg/m3 em média, e representa de 20 a 30 

vezes em dióxido de carbono (CO2) equivalente na absorbância do infravermelho (efeito 

negativo para o efeito estufa) (LE MER; ROGER, 2001; THANGARAJAN et al., 2013). 

 

1.1.2.1 Metanogênicos 

 

As arqueias metanogênicas são vitais para ciclagem do carbono, executando o papel 

de oxidantes terminais. A produção de metano ocorre via redução de CO2 e H2, pelas arqueias 

anaeróbicas estritas (THAUER et al., 2008). São distribuídas em ambientes anaeróbicos, 

como solos (LUEDERS; FRIEDRICH, 2003), tundra (PURDY; NEDWELL; EMBLEY, 

2003), sedimentos marinhos (BANNING, et al., 2005), culturas irrigadas (CHIN, et al., 2004; 

GROßKOPF; STUBNER; LIESA, 1998), intestino e rúmen (SAENGKERDSUB, et al., 2007; 

EDWARDS; McBRIDE, 1975), aterros sanitários (LUTON et al., 2002) e esgoto (RASKIN et 

al., 1994; ZHENG; RASKIN, 2000).  

São filogeneticamente agrupadas em anaeróbicas estritas no Filo Euryarchaeota 

(Archaea), com metabolismo energético restrito na formação de metano a partir do dióxido de 

carbono (CO2) e hidrogênio (H2), formando metanol, acetato e/ou metilaminas (GARCIA et 

al., 2000).   

Os metanogênicos necessitam da associação sintrófica com outros microrganismos 

(dentre estes, protozoários, fungos e bactérias) que hidrolisam a matéria orgânica, os quais 

atuam na quebra das cadeias carbônicas de biopolímeros em monômeros, e lipídios em 

glicerol e ácidos graxos de longa cadeia (McINERNEY et al., 2007).  

O isolamento de metanogênicas é dificultoso devido às restrições quanto aos gases. 

Deste modo, utiliza-se de métodos independentes de cultivo (STEINBERG; REGAN, 2009). 

Estudos de archaeas metanogênicas têm sido reportados (LUEDERS et al., 2001; LUTON et 

al. 2002) através do gene mcrA que codifica para a redutase da metil-coenzima-M, a enzima 
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que catalisa a redução do grupo metil ligado à coenzima-M resultando na liberação de 

metano, e dada como única e ubíqua entre as metanogênicas (THAUER, 1998). 

 

1.1.2.2 Metanotróficos 

 

Os microrganismos metanotróficos constituem um grupo especializado de bactérias 

que utilizam o metano como fonte de energia, desempenhando um importante papel no seu 

ciclo (HANSON; HANSON, 1996). As bactérias metanotróficas foram encontradas em 

diferentes ambientes, com todas as espécies conhecidas pertencentes aos filos Proteobacteria 

e Verrucomicrobia (HANSON; HANSON, 1996; OP DEN CAMP et al., 2009, VOROBEV et 

al., 2010). 

Atribuídas à capacidade de oxidar o metano em metanol, com o uso da enzima metano 

mono-oxigenase (MMO) (HANSON; HANSON, 1996). Essa enzima é encontrada em uma 

forma particulada ligada à membrana (pMMO), presente em todas as bactérias metanotróficas 

com exceção do gênero Methylocella, e em uma forma solúvel citoplasmática (sMMO) 

(THEISEN et al., 2005; McDONALD et al., 2008). Com a enzima metanol desidrogenase 

(MDH), o metanol é transformado em formaldeído, que pode ser utilizado em diferentes rotas 

metabólicas (HANSON; HANSON, 1996). 

O gene pmoA, que codifica a subunidade alfa da metano mono-oxigenase particulada 

(pMMO) é altamente conservado e, por isso, tem sido amplamente utilizado para a detecção 

desses organismos (McDONALD et al., 2008; LUESKEN et al., 2011). 

 

1.1.3 Técnicas moleculares 

 

As técnicas moleculares desempenham um papel fundamental para os estudos da 

ecologia de microrganismos, contribuindo para obter e comparar informações essenciais ao 

entendimento da composição, estrutura e função das comunidades microbianas no solo 

(ROSADO et al., 1997; TIEDJE et al., 1999; HANDELSMAN; SMALLA, 2003; KIRK et al., 

2004; SCHÜTTE et al., 2008). 

Por meio delas é possível acessar, em larga escala, microrganismos 

independentemente das técnicas de isolamento e cultivo (MALIK et al., 2008; SCHÜTTE et 

al., 2008), cujo limite de obtenção é de apenas 1% da diversidade microbiana existente 
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(CURTIS; SLOAN, 2004). 

Grande parte dessas técnicas é associada à reação em cadeia da polimerase (PCR) que 

permite a obtenção por amplificação dos fragmentos-alvo a um número detectável de acordo 

com a sensibilidade do equipamento utilizado, como por exemplo, as análises de TRFLP e 

DGGE, as bibliotecas de genes, sequenciamento de DNA, PCR quantitativo em tempo real 

(qPCR), entre muitas outras técnicas. 

 

1.1.3.1 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

 

A quantificação das sequências de DNA permite averiguar a existência de genomas 

em determinadas amostras, assim como as sequências de RNA para o monitoramento da 

expressão gênica de resposta para vários estímulos (JOZEFCZUK; ADJAVE, 2011; 

MAURIN, 2012; WEBLING; PANSTRUGA, 2012). 

Inicialmente o PCR era quantificado através de: (1) géis de agarose, (2) marcação por 

fluorescência de produtos de PCR com indução a laser usando eletroforese capilar (FASCO et 

al, 1995) ou géis de acrilamida, (3) captura em placas e hibridização por sondas (MULDER et 

al, 1994), os quais poderiam sofrer contaminações pós-PCR devido a sua manipulação  

(HEID et al., 1996). 

Nesse sentido, a técnica de PCR em tempo real permite o monitoramento da 

quantidade de cópias de ácidos nucléicos através da intensidade da fluorescência gerada após 

cada ciclo (ANKLAM et al., 2002). A PCR em tempo real pode ser realizada através de três 

abordagens principais: com o uso de corantes que emitem fluorescência quando intercalados 

com qualquer DNA fita-dupla; com primers de PCR marcados com fluorescência, o que evita 

o uso de corantes inespecífico; ou com o uso de sondas fluorescentes que hibridizam 

especificamente com a sequência de interesse (ABDUL KADER et al., 2010; GAŠPARIČ et 

al., 2010). 

A abrangência da PCR em tempo real não se restringe somente a amostras clínicas e 

médicas, expressão de genes em plantas, mas também podem ser realizadas com amostras 

ambientais para estudos ecológicos, almejando tanto o gene 16S rRNA ou outros genes 

relacionados aos ciclos biogeoquímicos, como o mcrA para metanogênicas (VIANNA; 

HOLTGRAEWE; SEYFARTH, 2008) e pmoA para metanotróficas (TUOMINVIRTA; 

YRJÄLÄ; FRITZE, 2009; MARTINEAU; WHYTE; GREER, 2010).  
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1.1.3.2 Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (TRFLP) 

 

A análise de TRFLP (do inglês Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) 

determina o polimorfismo no comprimento dos fragmentos com restrição terminal de um 

produto de amplificação de PCR. É um método sensível, rápido e com grande aplicabilidade, 

que permite comparar comunidades microbianas de diferentes ambientes (LIU et al, 1997; 

MARSH, 1999; TIEDJE et al, 1999; LUTON et al., 2002; THIES, 2007). Assim, a análise de 

TRFLP tem sido uma ferramenta útil para avaliar distintos tipos de ecossistemas e o efeito do 

manejo na comunidade microbiana, já tendo sido empregada para caracterizar as comunidades 

microbianas em solos de floresta, solos poluídos, sedimentos, estruturas de plantas, trato 

digestivo de minhocas, entre outros (THIES, 2007). 

A técnica se baseia na extração de DNA da comunidade a ser estudada, seguido pela 

amplificação por PCR do gene de interesse (TIEDJE et al, 1999) com um dos primers 

marcado com fluoróforo que pode ser detectado por um sequenciador automático. Uma vez 

que o marcador está na extremidade 5’, somente o fragmento terminal da digestão de restrição 

é detectado, e seu tamanho determinado pelo sequenciador. Após a amplificação por PCR o 

produto é purificado e, em reações individuais, digerido com 2 a 4 enzimas de restrição – 

endonucleases –. Os produtos da digestão são carregados no sequenciador e a corrida é 

realizada em um modo de varredura com tamanho interno padrão incluído em cada linha de 

leitura (LIU et al. 1997). Os tamanhos dos TRFs (fragmentos de restrição terminal) marcados 

com fluorescência são convertidos em um eletroferograma, em que cada pico representa um 

TRF. O processamento do eletroferograma é feito em uma matriz, em que cada linha 

representa uma amostra e cada coluna representa um TRF da amostra e analisados em 

softwares que calculam o tamanho do fragmento e a intensidade de fluorescência (altura ou 

área) do pico. 

Apesar das vantagens da técnica, a discriminação de populações microbianas depende 

de alguns artifícios devido ao fato de que há tamanhos de fragmentos compartilhados entre 

diferentes populações microbianas dependendo da combinação primer e enzima; tais 

mecanismos podem ser resolvidos utilizando dois ou mais conjuntos de primers ou a 

utilização de duas ou mais enzimas de restrição (MARSH  et al., 2000). As enzimas HhaI, 

RsaI e MspI são frequentemente usadas por proporcionarem melhor resolução em 

comunidades naturais, mas outras podem ser combinadas para usadas em situações especiais) 

(MARSH et al., 2000; SCHÜTTE et al., 2008). 
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2 ESTRUTURA DAS COMUNIDADES MICROBIANAS E ABUNDÂNCIA DE 

METANOGÊNICOS E METANOTRÓFICOS EM DIFERENTES SISTEMAS 

AGRÍCOLAS CONSERVACIONISTAS E REFLORESTAMENTO DO MUNICÍPIO 

DE QUERÊNCIA-MT 

 

Resumo 

 

Os microrganismos são responsáveis por diversos processos biológicos essenciais ao 
ambiente. Algumas espécies participam produzindo ou oxidando o metano (CH4), um dos 
gases do efeito estufa, e o resultado líquido desses processos é determinante se os solos o 
liberam para a atmosfera ou o consomem. Mudanças de uso do solo associadas à agricultura, 
bem como as práticas agrícolas adotadas, às quais provocam severas alterações em suas 
propriedades físico-químicas, podem alterar tanto a estrutura das comunidades microbianas do 
solo quanto os processos por elas realizados. Essas mudanças, principalmente quando 
associadas ao uso inadequado de implementos e insumos agrícolas, podem provocar a 
diminuição da capacidade de sustentar a produção de alimentos, extenuar os recursos naturais 
ou estimular o aparecimento de doenças; afetando a qualidade do solo. A adoção de métodos 
conservacionistas de manejo do solo com integração lavoura-pecuária tem sido utilizada para 
minimizar os impactos ambientais da exploração agrícola, a fim de preservar as características 
físicas, químicas e biológicas do solo, estendendo sua resiliência e aumentando a 
produtividade. A região Norte Mato Grosso é considerada a mais recente fronteira de 
expansão agrícola do Brasil. Neste estudo foram avaliadas a abundância e a estrutura das 
comunidades de Archaea e Bacteria e a potencialidade de atuação do solo como emissor e 
mitigador de CH4 através da quantificação dos microrganismos metanogênicos e 
metanotróficos de áreas agrícolas e reflorestamento do Alto Xingu, no município de 
Querência. Pelas análises por PCR em tempo real e TRFLP, os sistemas de integração 
lavoura-pecuária (ILP) apresentaram, de forma sutil, maior estabilidade que o sistema 
rotacionado de soja/milheto, devido ao sistema radicular da pastagem fornecer maior proteção 
e liberação de exsudatos; a área de reflorestamento se encontra em uma recuperação 
transitória com maiores semelhanças aos sistemas ILP, em uma média entre as enzimas de 
restrição HhaI e MspI, de 85%; e 65% em relação à floresta, que se estruturou de maneira 
diferenciada das demais áreas. As áreas agrícolas apresentaram forte influência da calagem o 
que eleva o pH e concomitantemente teores elevados de Ca e Mg. Já as comunidades de 
metanotróficas não apresentaram variação em função das metanogênicas. 

 

Palavras-chave: Ecologia microbiana, metanogênicas, metanotróficas, sistemas agrícolas, 
reflorestamento, qPCR, TRFLP 
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MICROBIAL COMMUNITIES STRUCTURE AND ABUNDANCE OF 

METHANOGENS AND METHANOTROPHS IN DIFFERENT AGRICULTURAL 

CONSERVATIVE TILLAGE SYSTEMS OF CONSERVATION AND REFORESTING 

AREA AT QUERÊNCIA-MT 

 

Abstract 

 

The microorganisms are responsible for diverse biological processes that are essential 
to the environment. Some species produce or oxide methane (CH4), one of the greenhouse 
effect gases, and for the net result of these processes is determinant if the soils release to the 
atmosphere, or consume. Land use changes associated with agriculture, as well as adopted 
farming practices, which promote severe alterations on physic-chemic properties of the soil, 
can alter both the structures of soil microbial communities as the process for them performed. 
These changes, mainly when associated to the inadequate use of farming implements and 
inputs, can promote the decrease of the capacity to sustain the food production, overdrive the 
natural resources and stimulate diseases; affecting the soil quality. The adoption of 
conservationist soil management with crop-livestock integration (CLI) have been used to 
minimize the environmental impacts of agriculture, to preserve the physical, chemical and 
biological characteristics, understanding its resilience and growing its productivity. The north 
region of Mato Grosso State is considered the most recent frontier of agricultural expansion in 
Brazil. In this study were evaluated the community structures of Archaea and Bacteria, and 
the soil potential to be a releaser and mitigator of CH4 through the quantification of 
methanogenic and methanotrophic microorganisms from farming and reforesting areas from 
Alto Xingu, at Querência city. By Real Time PCR and TRFLP analysis, the CLI presented 
more stability, but subtle, than the rotational soybean/millet system, due to the pasture root 
system that promotes higher protection and to the release of exudates; the reforesting area is 
in a transitory recuperation, owning highest similarities with CLI systems, on average 
between the restriction enzymes HhaI and MspI, 85%; and 65% in relation to forest, this 
structures itself in a differentiated manner from the other areas. The farming areas present 
strong influence of liming, which leads to grow pH and concomitantly high Ca and Mg 
contents. The methanotrophic community did not vary due to the methanogenic community.  
 

Keywords: Microbial ecology, methanogenics, methanotrophics, farming systems, 
reforesting, qPCR, TRFLP 
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2.1 Introdução 

 

Os microrganismos do solo desempenham diversas funções importantes, como a 

decomposição da matéria orgânica, a manutenção da fertilidade do solo e a ciclagem de 

nutrientes. Além disso, algumas espécies dos domínios Bacteria e Archaea envolvidas no 

ciclo biogeoquímico do carbono são responsáveis por processos metabólicos que levam a 

produção ou a oxidação do CH4 (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Atualmente, estas têm sido 

o foco de diversos estudos, devido a crescente preocupação com a intensificação do efeito 

estufa. 

Tanto os microrganismos produtores de CH4 quanto os oxidadores são amplamente 

difundidos no solo e, em geral, podem ser encontrados na mesma área.  Os microrganismos 

metanogênicos ocupam os locais onde são encontradas condições anaeróbias, e os 

metanotróficos ocupam ambientes óxicos (STEUDLER, 1989). O estudo destas espécies 

microbianas por meio de técnicas moleculares geralmente tem como alvo a análise de genes 

funcionais específicos, visto que os primers desenvolvidos para a amplificação dos mesmos 

permitem sua detecção e quantificação em amostras ambientais.  

Em geral, as análises são feitas através dos genes mcrA e pmoA. O gene mcrA, que 

codifica uma subunidade da enzima metil-coenzima M redutase, é comum a todas as arqueias 

metanogênicas (FRIEDRICH, 2005). Por outro lado, o gene pmoA vem sendo amplamente 

utilizado em estudos de organismos metanotróficos, pois codifica uma subunidade da enzima 

metano monoxigenase, que oxida o metano em metanol (TUOMIVIRTA et al., 2009).  

O resultado líquido dos processos que desempenham é determinante se os solos atuam 

como fonte ou dreno desse gás, ou seja, se este será liberado para a atmosfera ou consumido 

(SASS, 1994). Entretanto, as taxas em que tais processos ocorrem podem variar drasticamente 

em função da ação antrópica. Isso porque o desenvolvimento e a atividade das espécies 

microbianas são determinados por fatores ambientais, tais como temperatura, umidade, pH e 

disponibilidade de nutrientes.  

Mudanças de uso do solo associadas à agricultura, bem como as práticas agrícolas 

adotadas, às quais provocam severas alterações em suas propriedades físico-químicas, podem 

alterar tanto a estrutura das comunidades microbianas do solo quanto os processos por elas 

realizados (LAUBER et al., 2008). Essas mudanças, principalmente quando associadas ao uso 

inadequado de implementos e insumos agrícolas, podem provocar a diminuição da capacidade 
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de sustentar a produção de alimentos, extenuar os recursos naturais ou estimular o 

aparecimento de doenças; afetando a qualidade do solo (FOLEY et al., 2005) 

O Brasil é um dos países que apresenta desmatamento associado às mudanças do uso 

da terra, principalmente relacionadas à pecuária, agricultura em larga escala e agricultura de 

corte e queima (RIVERO et al, 2009), sendo considerado um dos países com uma vasta área 

de cultivo e remanescente florestal, com alto potencial de emissões dos gases do efeito estufa 

(FEARNSIDE, 2000; BARRETO et al., 2009). 

Uma ampla faixa abrangendo o sudeste do Maranhão, norte do Tocantins, sul do Pará, 

norte de Mato Grosso, Rondônia, sul do Amazonas e sudeste do Acre denominou-se como 

“Arco do Desmatamento” em consequência do desmatamento ocasionado pela migração e 

colonização por madeireiros e agricultores provenientes de outras regiões do Brasil. 

Querência é um dos municípios fruto dessa expansão agrícola. De acordo com o 

levantamento realizado pelo IBGE (2012) para a lavoura temporária no município de 

Querência no ano de 2012, a cultura da soja ocupou 277.398 hectares de área plantada e 

colhida do município, sendo colhidas 882.126 toneladas, inteirando um rendimento médio de 

3.180 kg/ha, o que torna Querência o oitavo entre os municípios de Mato Grosso em produção 

de grãos de soja em 2012. 

Segundo dados da CONAB, a sojicultora nacional tem alcançado recordes em 

produção e produtividade nos últimos anos. Na safra de 2010/2011, foram colhidas 

75.324.000 toneladas em 24.181.000 hectares, perfazendo um rendimento médio de 3.115 

kg/ha; a maior produtividade registrada no Brasil. Esse incremento da produção tem causas no 

manejo adequado do solo utilizando metodologias conservacionistas, como o plantio direto e 

a integração lavoura-pecuária, bem difundido na região centro-oeste que auxiliam na 

recuperação da fertilidade do solo em aspectos físicos e químicos (GONÇALVES; 

FRANCHINI et al., 2007; FRANCHINI et al., 2010). 

A avaliação do tipo e extensão do impacto que os diferentes sistemas agrícolas 

produzem é de extrema importância, já que pode servir de base para determinar quais são 

aqueles que menos alteram a estrutura e abundância da microbiota do solo como um todo, 

bem como a de grupos microbianos responsáveis por processos de interesse, como aqueles 

associados à produção de gases do efeito estufa. 
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2.2 Objetivos 

 

Determinar a abundância e a estrutura das comunidades de Archaea e Bacteria do solo 

e quantificar os genes mcrA e pmoA, verificando sua relações em sistemas agrícolas de 

integração lavoura-pecuária e rotação de cultura de soja/milheto comparando com as 

comunidades das áreas de floresta e reflorestamento. 

 

2.3 Material e métodos 

 

2.3.1 Área de estudo 

 

A área de estudo está localizada no município de Querência, situado na região do Alto 

Xingu, no Nordeste do Estado do Mato Grosso entre os paralelos 12° 21' S e 12° 24' S e 

meridianos 52° 13' W e 52° 16' W e altitude de 350 m (Figura 2.1). O município conta com 

uma área total aproximada de 18 mil km2, abrangendo uma extensa área sob vegetação natural 

composta de: 15% de cerrados; 70% de matas de transição e 10% de florestas tropicais que 

fazem parte da Amazônia Legal, a qual abriga parte da Reserva Indígena do Xingu 

(EMPAER, 1996).  

 

 
Figura 2.1 – Localização do município de Querência - MT (Fonte: Google Maps) 

 

O clima equatorial quente e úmido, com verões chuvosos e inverno curto e seco 

(Aw/Am) – segundo a classificação de Köppen-Geiger – e a localização no interior do 

continente favorecem a uma elevada temperatura média anual de 24ºC e precipitação média 
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anual de aproximadamente 1810 mm, com 75% de ocorrência entre os meses de novembro a 

março (CORRÊA, 2000) (Figura 2.2) 

O solo da região é caracterizado como Latossolo Vermelho-Amarelo distrófico 

associado a Areias Quartzosas e Latossolo Vermelho-Escuro distrófico e álico, os quais 

apresentam baixa fertilidade natural e alta saturação de alumínio (EMBRAPA, 1999) 

 

 
Figura 2.2 – Dados climáticos de temperaturas máximas e mínimas médias e precipitação média em cada mese 

(Fonte: Climatempo). 

 

2.3.2 Amostragem 

 

De um todo de cinco módulos experimentais com área de 22 ha manejados com 

plantio direto e sistema integração lavoura-pecuária foram escolhidos os módulos manejados 

conforme a Tabela 2.1. Ao todo foram amostradas seis áreas: os dois módulos experimentais; 

duas áreas com alternância de soja/milheto desmatadas em 1996 e outra em 2004; uma área de 

reflorestamento iniciado desde 2007, que anteriormente era uma pastagem, e uma área de 

fragmento florestal adjacente às áreas de integração lavoura-pecuária. 

Em cada área, foram amostrados cinco pontos, distados em 100 m e em ziguezague 

devido à conformação das áreas experimentais, compostos por cinco subpontos (Figura 2.3a). 

As amostras foram coletadas utilizando tubos de PVC de 10 cm de comprimento por 5 cm de 

diâmetro, introduzindo-os no solo verticalmente. 

Após a coleta, as amostras foram seladas nos tubos, armazenadas e mantidas sob baixa 

temperatura em caixas térmicas com gelo e enviadas para o Laboratório de Biologia Celular e 

Molecular (CENA/USP). 
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Tabela 2.1 – Descrição da rotação de culturas das áreas amostrais: os módulos experimentais sob sistema de 
plantio direto com diferentes rotações ao longo dos ciclos de cultivo (ILP) (FRANCHINI et al., 
2010). 

SAFRA 
MÓDULOS  

ILP A ILP B 

2007/2008 Soja Arroz (plantio direto) 

2008 Milho +Brachiaria ruziziensis Sorgo + B. brizantha cv. Marandu e cv. Piatã 

2008/2009 Soja B. brizantha cv. Marandu e cv Piatã 

2009 Milho + B. ruziziensis B. brizantha cv. Marandu e cv. Piatã 

2009/2010 Soja B. brizantha cv. Marandu e cv. Piatã 

2010 Milho + B. brizantha cv. Piatã B. brizantha cv. Marandu e cv. Piatã 

2010/2011 B. brizantha cv. Piatã Soja 

2011 B. brizantha cv. Piatã Sorgo + B. brizantha cv Marandu e cv Piatã 

2011/2012 B. brizantha cv. Piatã Milho 

2012 B. brizantha cv. Piatã Sorgo + B. brizantha cv Marandu e cv Piatã 

2012/2013 Soja B. brizantha cv Marandu e cv Piatã 
 

As amostras provenientes dos subpontos de cada ponto foram homogeneizadas, e de 

cada amostra composta resultante foi retirada uma alíquota para armazenamento em 

ultrafreezer, Glacier Ultra Low Freezer (Nuaire Corporation), a -80ºC para a extração de 

DNA. O restante foi enviado ao Laboratório de Análises Químicas do Departamento de 

Ciências do Solo, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), para 

as análises físico-químicas (Figura 2.3b). 

 

  
Figura 2.3 – (a) Esquema da amostragem dos 5 pontos, constituidos por 5 subpontos, distantes em 100 m, e (b) 

os 5 pontos de cada área destinadas as análises químicas. 

 

a b 
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2.3.3 Extração do DNA total do solo 

 

A extração do DNA total das amostras de solo coletadas foi realizada utilizando o Kit 

PowerLyzer PowerSoil DNA Extraction™ (MoBIO Laboratories, Carlsbad, CA) de acordo 

com as instruções do fabricante, descritas a seguir, com algumas modificações: 

De cada amostra foram adicionados 350 mg de solo em tubo de 2 mL (Glass Tube 

0,1mm), neste foi pipetado 1050 μL de Bead Solution e agitado brevemente. Adicionou-se 60 

μL da solução C1 invertendo o tubo várias vezes e, então, preso ao adaptador do Vortex-

Genie 2 (MoBIO Laboratories, Carlsbad, CA) e agitado por 15 min à velocidade máxima. 

Após a agitação, o tubo foi centrifugado a 10.000 × g por 30 s, do qual foi retirado 450 μL do 

sobrenadante e transferido para um novo tubo; neste foi adicionado 250 μL da solução C2 e 

vortexou-se por 5s com posterior incubação a 4ºC por 5 min. A seguir, centrifugou-se a 

10.000 × g por 1 min e 600 μL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo; adicionou-

se 200 μL da solução C3 com breve agitação e novamente incubado a 4ºC por 5 min. Logo 

após foi centrifugado a 10.000 × g por 1 min e transferiu-se até 750 μL do sobrenadante a um 

novo tubo; então, foram colocados 1200 μL da solução C4 com breve agitação. Após essa 

etapa, foram carregados 675 μL da solução no tubo contendo a coluna e centrifugado a 10.000 

× g por 1 min com posterior descarte do líquido filtrado pela coluna, novamente a solução é 

carregada na coluna até finalizar a solução contida no tubo. Após, adicionou-se 500 µl da 

solução C5 na coluna e centrifugou-se a 10.000 × g por 30 segundos; descartou-se o 

sobrenadante e centrifugou-se novamente o tubo com a coluna vazia por mais 1 minuto a 

10.000 × g; após essa etapa, a coluna foi transferida para um novo tubo do kit e foi adicionado 

100 µl da solução C6 no centro da coluna; centrifugou-se por 30 segundos a 10.000 × g e 

obteve-se o DNA extraído das amostras. 

Para a confirmação da qualidade da extração, uma alíquota de 5 µl do DNA extraído 

foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) corado com GelRed™ (Uniscience) 

em tampão SB (BRODY & KERN, 2004). Como padrão molecular foi utilizado 2 µl de Low 

mass DNA Ladder (Invitrogen). O gel foi submetido a um campo elétrico de 90 V por 

aproximadamente 30 minutos. 

O DNA extraído foi também quantificado em espectrofotômetro Nanodrop 2000c 

(Thermocientific), adotando-se a relação de 1,0 de densidade ótica a 260 nm (DO260) como 

sendo igual a 50 ng de DNA.µl-1 (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989). 
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2.3.4 PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

 

As reações de PCR quantitativo foram realizadas no sistema StepOne Plus™ (Applied 

Biosystems) para os genes: 16S rRNA de Archaea e Bacteria; mcrA (metanogênicas) e pmoA 

(metanotróficas), tendo as condições estabelecidas nos respectivos trabalhos de referência dos 

primers com modificações quando necessário (Tabela 2.2). Ao final da reação foi incluída 

uma curva de melting nas seguintes condições 95ºC por 15 s, a temperatura de anelamento do 

primer por 1 min e aumentada gradativamente, com leitura dos dados, a cada 0,7ºC até 95ºC. 

As curvas padrões foram obtidas, realizando amplificações com o número de cópias 

do DNA padrão diluído em série (1:10) nos intervalos de 107 a 103 genes/µL (Archaea) e de 

108 a 104 genes/µL (Bacteria). Desta maneira, os dados da amplificação do DNA extraído de 

amostras ambientais foram interpolados, para determinar o número de cópias do gene de 

interesse na amostra avaliada. Também foram colocadas duas amostras como referencial entre 

as placas de mesmo gene para posterior equalização dos dados. 

Todas as reações foram preparadas para um volume final de 10 μL, contendo 

concentrações finais de: 1X Sybr Green (Fermentas); 0,5 μM de cada primer; o volume da 

amostra extraída indicada na Tabela 2.2, e completado com água desionizada estéril. Os 

valores de Cts (cycle threshold) foram utilizados para normalizar os dados obtendo as 

quantidades de DNA passíveis de amplificação de cada amostra.  

 

2.3.5 PCR – T-RFLP 

 

2.3.5.1 Amplificação dos genes 16S rRNA de Archaea e Bacteria 

 

As reações de PCR para uso acoplado a técnica de T-RFLP foram realizadas em 

termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) para os genes 16S rRNA 

de Archaea e Bacteria, seguindo as condições estabelecidas (Tabela 2.2). Para a detecção de 

fluorescência na análise de T-RFLP em sequenciado automático, a extremidade 5’ dos 

primers 21F e 27F foram marcadas com 6-carboxyfluorescein (FAM). 
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Todas as reações foram preparadas para um volume final de 35 μL, contendo 

concentrações finais de: 1X de tampão PCR; 0,75 mM de MgCl2; 0,5 mM de dNTPs; 0,2 μM 

de cada primer; 1% de BSA; e 1 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen); 1 μL da 

amostra extraída e água desionizada estéril para completar o volume.  

Para a verificação do tamanho dos amplicons resultantes de cada reação foi retirada 

uma alíquota de 5 µl e submetido à eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) corado com 

GelRed™ (Uniscience) em tampão SB (BRODY & KERN, 2004). Como padrão molecular 

foi utilizado 2 µl de Low mass DNA Ladder (Invitrogen). O gel foi submetido a um campo 

elétrico de 90 V por aproximadamente 30 minutos. 

 

2.3.5.2 Purificação dos produtos de PCR-TRFLP 

 

Os produtos de PCR-TRFLP foram purificados utilizando o Kit GFX™ PCR DNA and 

Gel Band Purification (GE Healthcare), seguindo as instruções do fabricante: 

Adicionou-se o Capture buffer type 3 em uma proporção de 5:1 (150 µL) ao produto 

de PCR (30 µL) e a mistura foi transferida para uma coluna GFX (com filtro), sendo 

centrifugada a 16.000 × g por 30 s. O filtrado foi descartado para adicionar 500 µL de Wash 

buffer type 1 na coluna GFX e centrifugou-se a 16.000 × g por 30 s, descartando o filtrado e 

então centrifugou-se a 16.000 × g por 1 min para certificar que resíduos do Wash buffer type 1 

foram eliminados. Logo após, a coluna foi transferida para um novo tubo e, para a eluição do 

DNA, foi adicionado 20 µL do Elution buffer type 4 no centro da membrana. Incubou-se a 

mistura por 1 min à temperatura ambiente e centrifugou-se a 16.000 × g por 1 min para 

recolher o DNA purificado. 

Uma alíquota de 5 µL do DNA purificado foi analisada em gel de agarose 1% (p/v) 

em tampão SB (BRODY; KERN, 2004), utilizando como padrão molecular 2 µL de Low 

mass DNA Ladder (Invitrogen Technology). O gel foi submetido a um campo elétrico de 90 V 

por aproximadamente 30 min. 

 

2.3.5.3 Reação de restrição dos produtos de PCR-TRFLP 

 

Nas reações de restrição dos produtos de PCR-TRFLP purificados foram utilizadas as 

endonucleases HhaI (GCG^C) e MspI ou HpaII (C^CGG), por apresentarem melhores 
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resultados para distinguir comunidades microbianas (MARSH et al., 2000) e elevada 

abrangência de sequências do banco de dados do RDP e de sequências únicas de acordo com 

a ferramenta ERPA do MiCA (http://mica.ibest.uidaho.edu/enzyme.php) (SHYU et al., 2007). 

As reações foram preparadas para um volume final de 15 µL, contendo concentrações 

finais de: 1X Buffer (React ou Tango, dependendo da enzima de restrição); 1% de BSA; 0,06 

U de endonuclease (Invitrogen); 5 µL do produto de PCR-TRFLP purificado e água 

desionizada estéril para completar o volume. As reações foram realizadas em termociclador 

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) nas condições: 37ºC por 3h e 68ºC por 10 

min para inativar a endonuclease. 

 

2.3.5.4 Precipitação dos produtos da restrição 

 

Após a reação de restrição faz-se necessário precipitar os produtos para análise de 

fragmentos no sequenciador automático. Para a precipitação foram misturados 2 µL de 

tampão Acetato de Sódio/EDTA e, então, adicionou-se 60 µL de etanol absoluto com leve 

agitação no vortex e centrifugada por 15 min a 12.000 × g, descartando o sobrenadante. 

Foram adicionados 150 µL de etanol 70% recém-preparados e centrifugou-se a 12.000 × g por 

5 min. O sobrenadante foi eliminado e o precipitado foi seco em concentrador (Concentrator 

5301, Eppendorf) a 45ºC por aproximadamente 10 minutos. As amostras foram armazenadas 

em freezer a -20ºC até posterior utilização. 

 

2.3.5.5 Análise do polimorfismo dos fragmentos terminais de restrição (TRFLP) 

 

A análise dos fragmentos terminais de restrição (TRFs) foi feita em sequenciador 

automático ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para o carregamento 

das amostras no sequenciador, o produto precipitado foi ressuspendido em mistura contendo 

9,75 µL de Formamida HiDi e 0,25 µL de padrão de comprimento GeneScan™ – 500 ROX™ 

Size Standard (Applied Biosystems). Antes do carregamento as amostras foram desnaturadas 

por 5 min a 95ºC e resfriadas a 0ºC por 4 min. 
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2.3.6 Processamento de dados 

 

Os dados do qPCR foram obtidos pelo StepOne Software 2.2.2 (Applied Biosystems), 

deste foram exportados para o programa Microsoft Excel (Microsoft) onde foram calculados 

as quantidades de cópias do gene para cada grama de solo. A partir desses dados foram 

realizadas as análises estatísticas utilizando o programa SAS 9.3 (SAS Institute). 

Os dados de TRFLP obtidos foram analisados com o programa PeakScanner v1.0 

(Applied Biosystems) observando a qualidade das corridas, os quais foram exportados para o 

programa Microsoft Excel (Microsoft) no qual foram organizados para a análise multivariada. 

Onde, nas amostras de Bacteria, foi usada uma linha base limite de 50 unidades de 

fluorescência para discriminar os “picos verdadeiros” dos ruídos provenientes da técnica, 

sendo descartados os abaixo desse valor (CULMAN et al., 2008); e para Archaea, 20 

unidades de fluorescência. Neste também, os dados absolutos dos picos foram transformados 

em dados relativos com valores percentuais de detecção, através da divisão de cada valor de 

tamanho de pico pelo valor total dos picos da amostra (CULMAN et al., 2008). Após a 

montagem da matriz dos dados, os dados foram ordenados e filtrados para que fossem 

distinguidos os picos verdadeiro; que podem diferir em média 3 pares de base (bp) (KAPLAN; 

KITTS, 2003), e alinhados por tamanho dos picos e transformada em uma matriz de distância, 

usando a medida de Hellinger (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001). As análises estatísticas 

foram realizadas através dos programas SAS 9.3 (SAS Institute, Cary, Estados Unidos) e 

PAST 3 (Natural History Museum, University of Oslo, NO), Canoco for Windows 4.5 

(Biometris, Wageningen, Holanda) e Primer6 (Plymouth Marine Laboratory, Primer-E, Reino 

Unido). 

 

2.3.7 Resultados e discussão 

 

2.3.7.1 Análises físico-químicas 

 

Através da análise de componentes principais (PCA) realizada com dados químicos do 

solo (Figura 2.4) foram revelados agrupamentos distintos das áreas de floresta e rotação 

soja/milheto. Já no que se refere às demais áreas houve um agrupamento pouco pronunciado 

entre as áreas de ILP e reflorestamento; o que pode ter ocorrido por este ainda se encontrar em 

estágio inicial de formação, sendo composto por arvoretas e gramíneas. 



43 
 

Fatores como o pH, cálcio (Ca), matéria orgânica (M.O.) e alumínio (Al) são os 

principais aspectos de diferenciação das áreas, ao referenciar as amostras em seu transecto – 

próximos ao eixo 1, com 64,8% e 62,2% de explicabilidade dos dados dos anos 2012 e 2013, 

respectivamente. Todavia as áreas também sofrem grande influência do magnésio (Mg) e 

fósforo (P). 

O pH das áreas de cultivo se mostrou alto em relação a área de floresta devido ao 

processo da calagem, corrigindo a acidez do solo para o plantio das culturas (Tabela 2.3). Por 

esse fato, há a redução das concentrações de alumínio disponível e também uma maior 

disponibilidade de cálcio e magnésio nessas áreas (EMBRAPA, 2011). Todavia, nas áreas de 

ILP o cálcio e o magnésio sofreram redução, em relação às áreas de soja/milheto, pela 

exportação desse nutriente através forrageio das gramíneas pelo gado (BALL et al., 2007). Tal 

fenômeno em contrapartida, não ocorre na área cultivada com a soja onde a palhada 

permanece no local, praticamente em sua totalidade, devolvendo esses nutrientes ao solo. 

 

 

Figura 2.4 – Análise de componentes principais dos dados físicos-químicos do solo das amostras coletadas em 
2012 (a) e 2013 (b). Os eixos 1 e 2 apresentaram valores de 64,9% e 20% de explicabilidade, 
respectivamente, para 2012, e 62,2% e 20,5% para 2013. ILP A e B: áreas integração lavoura-
pecuária; SJ A e B: áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, respectivamente; RF: área 
de reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. M.O – matéria orgânica. 
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A maior disponibilidade de fósforo no solo está relacionada com as áreas de cultivo, 

(áreas de ILP e SJ) onde ocorre a fertilização na troca da cultura, contudo a área com a maior 

permanência da pastagem recente (ILP A de 2012) (Tabela 2.1) houve um aumento nas 

concentrações de fósforo devido a fertilização a cada 2 anos, de acordo com as 

recomendações de Franchini et al. (2010), para a manutenção da saúde da pastagem. 

Observando as concentrações de matéria orgânica, é possível concluir que o longo 

tempo de adoção do plantio direto nas áreas permitiu elevação expressiva de seus teores. No 

entanto as concentrações encontradas na área de floresta ainda se conservam maiores e o 

aumento gradual da área de reflorestamento. 

Quanto à fertilidade do solo, os sistemas em rotação de soja/milheto apresentaram 

valores elevados de saturação por bases (V%), sendo classificados como férteis (V%≥50%) 

(RONQUIM, 2010), seguidos dos sistemas ILP que ostentam uma fertilidade moderada, no 

entanto, com menor gasto em fertilizantes. 

 

2.3.7.2 Extração do DNA total do solo 

 

Foram realizadas duas extrações de DNA do solo para cada ponto amostral. Para as 

amostras que apresentaram diferenças discrepantes, pertencentes ao mesmo ponto, foi 

realizada uma terceira extração para averiguá-las; selecionando as similares. As amostras 

apresentaram concentrações entre 8 ng.µL-1 a 80 ng.µL-1.  

 

2.3.7.3 Análise de PCR quantitativa 

 

Os dados obtidos foram corrigidos, de acordo com a quantidade de amostra utilizada 

na reação, e transformados em número de cópias dos genes por grama de solo (Figura 2.5 e 

2.6; Tabela A.1). 

A comparação dos dados do número de cópias dos genes de 16S de Archaea e 

Bacteria, tanto em relação ao tempo (2012 e 2013), como entre as áreas mostrou-se de uma 

maneira quase constante, não havendo diferenças significativas; exceto para Archaea na área 

de reflorestamento em ambos os anos, com valores abaixo dos demais, variando em média de 

3,1 × 105 a 8,0 × 105 cópias do gene.  
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Figura 2.5 – Gráfico comparativo da quantificação dos genes pmoA e mcrA correlacionados com os genes 16S de 

Bacteria e Archaea, respectivamente. ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e B: 
áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, respectivamente; RF: área de reflorestamento e 
FL: área de fragmento florestal. Houve diferenças significativas entre as áreas: *(Tukey, p ≤ 0,05) e 
**(Tukey, p ≤ 0,01); em que as letras iguais não diferem significativamente. No momento da coleta 
cultura presente referente a safra 2011/2012 na  área de ILP A era pastagem; em ILP B, milho. 

 

 
Figura 2.6 – Gráfico comparativo da quantificação dos genes pmoA e mcrA correlacionados com os genes 16S de 

Bacteria e Archaea, respectivamente. ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e B: 
áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, respectivamente; RF: área de reflorestamento e 
FL: área de fragmento florestal. Houve diferenças significativas entre as áreas: *(Tukey, p ≤ 0,05) e 
**(Tukey, p ≤ 0,01); em que as letras iguais não diferem significativamente. No momento da coleta 
cultura presente referente a safra 2012/2013 na  área de ILP A era soja; em ILP B, pastagem. 
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Para os gene pmoA houve uma diferenciação das amostras de reflorestamento e 

floresta com relação aos sistemas de cultivo, para o ano de 2013, entretanto não houve 

diferença na quantificação de um ano para o outro. 

Por outro lado, o gene mcrA apresentou as maiores variações entre as áreas de cultivo. 

No sistema ILP A, no ano de 2012, cujo histórico dispõe de uma maior permanência de 

pastagem recente, apresentou uma menor quantidade de cópias do gene em relação ao sistema 

ILP B, SJ A e B; entretanto aumentou após a conversão para a cultura de soja, no ano de 

2013. No sistema ILP B ocorreu ao contrário ao converter a área de milho em consórcio de 

sorgo e pastagem, entretanto essas mudanças não foram significativas a ponto de formar um 

agrupamento de Tukey distinto. Nos sistemas de rotação soja/milheto houve uma queda 

expressiva de um ano para o outro, todavia não há causas aparentes. 

Uma análise geral da variação de mcrA, entre as áreas, pode ser constatado que há uma 

maior estabilidade dos dois sistemas de ILP e das áreas de reflorestamento e floresta, onde há 

menor ou praticamente nenhum movimento no solo, ou ainda um maior efeito rizosférico de 

proteção do solo, mostrando a sensibilidade no desenvolvimento das metanogênicas a estas 

variações. Esta sensibilidade é decorrente da necessidade de ambientes anaeróbicos e com 

altas concentrações de matéria orgânica (RADL et al., 2007). 

 

2.3.7.4 Análise de PCR-TRFLP 

 

A partir da matriz de dados obtida foi realizada a verificação da equitabilidade das 

amostras, que indica o padrão de distribuição de indivíduos de cada uma das espécies em relação 

ao total de indivíduos desta comunidade, em que infere sobre a robustez dos resultados (PIELOU, 

2000) (Tabela 2.4). De acordo com o índice houve uma equitabilidade maior das amostras de 

Bacteria para ambas as enzimas de restrição, em contra partida, as amostras de Archaea 

apresentaram índices menores com exceção das amostras de HhaI do ano de 2013. 

Também foram efetuadas análises de similaridade entre as áreas para observar relação 

de diferenças na composição das comunidades para os anos de 2012 (Tabelas 2.5 e 2.6) e 

2013 (Tabelas 2.7 e 2.8). 

Nas amostras de 2012, as relações indicam uma maior similaridade das comunidades 

bacterianas dos sistemas agrícolas entre si, acima de 78% para ambas as enzimas. Por outro 

lado, a floresta é a mais diferente das áreas com valores abaixo de 6% para a enzima HhaI e o 
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reflorestamento se encontra em um estágio transitório, que apresenta valores próximos aos 

sistemas ILP (acima de 80% com relação a enzima MspI), por apresentar grande quantidade 

de gramíneas em meio as arvoretas. 

 

Tabela 2.4 - Equitabilidade das amostras - Índice de Pielou* (J’). 

   
Bacteria 

 
Archaea 

 Ano Área 
 

HhaI MspI  HhaI MspI 
 

2012 

ILP A 
 

0,7375 0,9019  0,6390 0,2459 
 ILP B 

 
0,7601 0,8820  0,6502 0,2335 

 SJ A 
 

0,8237 0,8301  0,6532 0,3074 
 SJ B 

 
0,8602 0,8579  0,6899 0,3214 

 RF 
 

0,9322 0,8559  0,6550 0,1449 
 FL 

 
0,8623 0,8401  0,5510 0,3125 

 

2013 

ILP A 
 

0,9176 0,9293  0,8717 0,2711 
 ILP B 

 
0,7691 0,9300  0,8785 0,1822 

 SJ A 
 

0,9224 0,9351  0,7280 0,2825 
 SJ B 

 
0,9384 0,9200  0,6793 0,2185 

 RF 
 

0,8925 0,9029  0,9011 0,1336 
 FL 

 
0,9042 0,8904  0,6797 0,3695 

 *Quanto mais próximo de 1 maior é a equitabilidade da amostragem 
 

Tabela 2.5 – Relação de similaridade entre as áreas a partir dos TRFs do gene 16S de Bacteria, clivados pelas 
endonucleases HhaI e MspI das amostras coletadas em 2012. 

2012  Bacteria ILP A ILP B SJ A SJ B RF FL  

Hh
aI

 

ILP A  92,79% 91,49% 89,95% 88,58% 58,82% 

M
spI 

ILP B 96,30%  79,19% 78,18% 95,36% 68,89% 
SJ A 94,68% 95,62%  98,34% 77,04% 46,65% 
SJ B 91,32% 94,84% 96,70%  75,48% 43,78% 
RF 58,25% 68,38% 61,91% 66,85%  81,07% 
FL 0,77% 0,56% 5,32% 3,85% 45,83%  

ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e B: áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, 
respectivamente; RF: área de reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. 

 
Tabela 2.6 – Relação de similaridade entre as áreas a partir dos TRFs do gene 16S de Archaea, clivados pelas 

endonucleases HhaI e MspI das amostras coletadas em 2012. 
2012  Archaea ILP A ILP B SJ A SJ B RF FL  

Hh
aI

 

ILP A  94,56% 92,30% 94,41% 88,50% 60,99% 

M
spI 

ILP B 95,37%  94,33% 96,40% 91,48% 45,33% 

SJ A 88,72% 95,25%  97,91% 87,70% 40,42% 

SJ B 88,71% 95,68% 94,82%  91,89% 42,88% 

RF 88,46% 92,17% 92,01% 96,64%  49,59% 

FL 83,51% 75,78% 76,70% 76,95% 80,00%  
ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e B: áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, 
respectivamente; RF: área de reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. 



49 
 

Já para as amostras de Archaea, em 2012, houve uma categorização entre as áreas de 

mesmo manejo, porém não muito pronunciadas, em que as similaridades são elevadas de 

modo geral, revelando uma provável diversidade baixa entre as áreas e em relação à Bacteria 

(ALLER; KEMP, 2008). Novamente a área florestal apresentou as maiores diferenças para a 

enzima MspI. 

 
Tabela 2.7 – Relação de similaridade entre as áreas a partir dos TRFs do gene 16S de Bacteria, clivados pelas 

endonucleases HhaI e MspI das amostras coletadas em 2013. 
2013  Bacteria ILP A ILP B SJ A SJ B RF FL  

Hh
aI

 

ILP A  94,24% 82,24% 82,56% 86,78% 39,58% 

M
spI 

ILP B 53,96%  89,07% 87,37% 85,02% 41,84% 

SJ A 45,56% 48,34%  91,87% 83,47% 32,32% 

SJ B 52,21% 68,04% 78,53%  81,89% 17,73% 

RF 52,06% 64,65% 78,60% 63,50%  41,80% 

FL 17,34% 14,12% 48,26% 23,35% 56,85%  
ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e B: áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, 
respectivamente; RF: área de reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. 

 
Tabela 2.8 – Relação de similaridade entre as áreas a partir dos TRFs do gene 16S de Archaea, clivados pelas 

endonucleases HhaI e MspI das amostras coletadas em 2013. 
2013  Archaea ILP A ILP B SJ A SJ B RF FL  

Hh
aI

 

ILP A  99,89% 99,99% 99,97% 99,81% 99,40% 

M
spI 

ILP B 99,25%  99,89% 99,91% 99,94% 99,50% 

SJ A 95,88% 95,51%  99,95% 99,80% 99,40% 

SJ B 95,81% 95,65% 98,96%  99,90% 99,44% 

RF 96,99% 97,37% 93,54% 93,28%  99,50% 

FL 87,11% 85,64% 84,86% 84,92% 87,16%  
ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e B: áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, 
respectivamente; RF: área de reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. 

 

No ano de 2013, houve uma perturbação que afetou a correlação da comunidade 

Bacteria, onde as áreas e de soja reduziram de 96,7% a 78,53% para HhaI e de 98,34% a 

91,87% para MspI, e a área florestal variou para ambas as enzimas de restrição, aumentando a 

similaridade para HhaI e diminuído para MspI, mas vale lembrar, que também apresenta uma 

vegetação heterogênea onde há maior chance de amostrar áreas sob influência de espécies 

arbóreas diferentes, criando microhabitats distintos. (GRAYSTON; VAUGHAN; JONES, 

1997; MARTINY et al, 2011). E a mesma perturbação afetou a comunidade de Archaea 

elevando a similaridade de quase todos os valores para ambas as enzimas de restrição. 

Todavia, a redução notória da similaridade das áreas de ILP entre si, de 96,3% a 

53,96% para a enzima HhaI, e também para todas as áreas, mas se manteve estável para MspI, 
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pode ser referente a alteração da cultura de pastagem à soja (ILP A) e milho à pastagem (ILP 

B); contribuindo para que a área de reflorestamento, cuja similaridade aumentou, se 

aproxima-se das áreas de soja. As demais relações se mantiveram relativamente estáveis 

A elevada similaridade encontrada entre os sistemas de mesmo manejo, no ano de 

2012, e a indissociação aparente de algumas áreas, em 2013, confirma a afinidade aos dados 

químicos (Figura 2.4) das áreas para a modulação da estrutura da comunidade. Nesse sentido, 

foram realizadas análises multivariadas para dimensionar e observar os grupos de organismos 

e sua exposição às condições ambientais. 

Para isto, os dados foram organizados em matrizes NMDS (Non-metric 

Multidimensional Scaling) que reduzem a dimensão da matriz de dados de forma proporcional 

ao espaço multidimensional original (RAMETE, 2007), sendo recomendada a distância de 

Hellinger dado pela grande frequência de dados faltantes (igual a zero) nas matrizes geradas 

pelos dados de TRFLP (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001) (Figura.2.6) 

As análises de NMDS evidenciaram que as comunidades de Bacteria das áreas 

diferem conforme os dados químicos do solo e as espécies vegetais que o recobrem. Em que 

os atributos químicos explicam em 75% e 64,5% da variabilidade dos dados para a 

endonuclease HhaI, respectivamente para os anos de 2012 e 2013; e para MspI 70,8% e 

87,7%. Entre os atributos, há uma maior correlação da matéria orgânica (M.O.), alumínio (Al) 

e a umidade com as áreas de reflorestamento e floresta, ao passo que o pH, cálcio (Ca) e 

magnésio (Mg) estão relacionados para as áreas com cultivo rotacionado de soja/milheto, e, o 

fósforo (P) e potássio (K) com as áreas de integração lavoura-pecuária. 

Opostamente, as comunidades de Archaea responderam em um grau mais 

independente aos mesmos atributos do solo, cuja explicação é de 28,8% e 35,8% para HhaI, 

respectivamente 2012 e 2013, e 51% e 29,2% para MspI. Sendo assim, houve apenas as 

relações de matéria orgânica (M.O.) com a área de floresta; enquanto que cálcio, pH e Mg 

continuaram relacionados as áreas de cultivo rotacionado de soja/milheto devido a calagem 

realizada para o plantio; e os demais atributos variaram entre as áreas. 

A partir dos fragmentos terminais de restrição (TRFs) é possível obter a estrutura da 

comunidade de forma semi-quantitativa através da intensidade dos picos de fluorescência 

gerados na leitura das amostras, desde que considere cada pico (TRF) uma unidade 

taxonômica operacional (UTO) distinta (BRAKER et al., 2001). 
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  2012 2013  
 

  

 

 
 

 

 

 
  

 

   

 

Figura 2.6 – Análises de redundância (RDA) para dados organizados em matrizes NMDS das comunidades 
microbianas dos solos estudados. ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e B: áreas 
de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, respectivamente; RF: área de reflorestamento e FL: 
área de fragmento florestal. 
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Nesse sentido, os dados obtidos de ambos os anos, foram alinhados para que as UTOs 

referentes a cada domínio e enzima de restrição permanecessem com a mesma legenda, em 

que as cores em um ano são as mesmas UTOs do outro. Assim, os histogramas foram 

construídos utilizando fragmentos com abundância relativa >1% para melhor visualização da 

estrutura da comunidade (Figuras 2.7 e 2.8), que pode variar conforma as alterações ambientais 

persistentes ou temporais, sendo considerados UTOs de organismos dominantes (LeHOURS et 

al., 2005). 

No gráfico de abundância relativa de UTOs do gene 16S de Bacteria de 2012 é 

notável a presença das UTOs mais abundantes nos sistemas de cultivo e sua redução nas áreas 

de reflorestamento e floresta; bem como ocorre ao contrário, o que é dominante na floresta se 

reduz nas demais áreas. Isto mostra a existência fatores, que propiciam benefícios para o 

desenvolvimento de populações de microrganismos, encontrados na floresta e reflorestamento 

são ou agem de maneiras distintas. Bem como, para a enzima HhaI, a presença da maior 

concentração da abundância em poucas OTUs, nos sistemas agrícolas, contrariamente a maior 

homogeneidade encontrada no reflorestamento e na floresta. 

Em 2013, apesar das alterações de cultura nos sistemas de ILP, há a persistência de 

OTUs em proporções próximas a do ano anterior, em todas as áreas, indicando que a estas são 

atribuídas a microrganismos com atividades essenciais ao funcionamento do ambiente. Em 

concordância com o discutido nas análises anteriores a conversão da área de pastagem em 

soja, aproximou a sua formação estrutural as encontradas nas áreas rotacionadas de 

soja/milheto. 

As alterações encontradas na estrutura das comunidades bacterianas, referente à 

enzima HhaI, de um ano para o outro – mais precisamente nas áreas de soja em que não 

houve troca de cultura na safra e não sofre influência de outras espécies vegetais senão soja e 

milheto – podem ter associação a um evento em grande escala, pois as áreas apresentaram um 

mesmo distúrbio, beneficiando mesmas OTUs em áreas distintas. O distúrbio nessa região é 

geralmente relacionado ao clima pelas variações decorrentes da redução ou elevação da 

umidade provocada pelos fenômenos El Niño e La Niña (GRIMM, 2003). Já a clivagem pela 

enzima MspI apresentou um padrão de estrutura para ambos os anos, em que as diferenças são 

marcadas pela abundância das OTUs dominantes e as diferenças entre as UTOs menos 

evidentes. Este padrão agregou as áreas conforme a influência exercida pela cultura e o 

histórico da área, onde há um pareamento entre as áreas de soja; outro entre os sistemas ILP A 
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e B e a área de reflorestamento, no entanto, este possui certa semelhança com a área de 

floresta de forma transitória no ano de 2012.  

Para as comunidades de Archaea a estrutura é baseada em um número menor de 

UTOs, que se mostrou variável entre as áreas para a enzima HhaI no ano de 2012, com 

poucas semelhanças entre as áreas de mesmo manejo e cultura, todavia no ano de 2013 houve 

a homogeneização das estruturas entre as áreas agrícolas e por tipo de manejo, não sendo 

afetadas pela troca de cultura. Considerando ao aumento da proporção de algumas UTOs pode 

se inferir que o distúrbio mencionado do ano de 2013, beneficiou o aumento dessas 

populações. Na análise das UTOs clivadas pela enzima MspI, a diferença entre as áreas se 

restringe de maneira geral à interação das plantas, correlacionando as áreas: com gramíneas 

(ILPs e reflorestamento) e com soja (SJs) apresentaram grande compartilhamento entre si.  

Observando em todos os gráficos, a área de floresta se apresentou de forma 

individualizada, tanto em relação às demais áreas como na mudança do ano. Isto expressa que 

a diversidade da floresta pode variar entre pontos distintos em uma mesma microrregião, que 

pode ser delimitada até mesmo em microhabitas específicos criados pela influência das 

espécies vegetais de determinado local (MARTINY et al., 2011; MONTEIRO et al., 2012) 

Também foram criados diagramas de Venn para averiguar a presença de UTOs 

exclusivas e compartilhadas entre áreas revelando as particularidades de cada comunidade em 

função do manejo empregado (Figura 2.9) e a riqueza de UTOs presentes nas áreas (Figura 

2.10 e 2.11). 
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Figura 2.7 – Abundância relativa das UTOs dominantes (>1% de representatividade) do gene 16S rRNA de 

comunidades de Bacteria clivadas com a endouclease HhaI. ILP A e B: áreas integração lavoura-
pecuária; SJ A e B: áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, respectivamente; RF: área 
de reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. A cultura presente no solo está descrita 
próximo à área. 
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Figura 2.8 – Abundância relativa das UTOs dominantes (>1% de representatividade) do gene 16S rRNA de 
comunidades de Archaea clivadas com a endouclease HhaI. ILP A e B: áreas integração lavoura-
pecuária; SJ A e B: áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, respectivamente; RF: área 
de reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. A cultura presente no solo está descrita 
próximo à área. 
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Figura 2.9 – Diagramas de Venn baseados nos UTOs do gene 16S rRNA de comunidades de Bacteria e Archaea 

clivadas com as endoucleases HhaI e MspI. ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e 
B: áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, respectivamente; RF: área de reflorestamento 
e FL: área de fragmento florestal. Os números em amarelo são as comparações dos TRFs de 
floresta com as demais áreas. A cultura presente no solo está descrita próximo à área.  
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Segundo os diagramas de Venn, as áreas apresentam em sua maioria UTOs 

bacterianas compartilhadas e poucas exclusivas entre as áreas de sistemas de cultivo e 

reflorestamento, diferentemente da floresta a qual apresenta as maiores quantidades de UTOs 

únicas. Em comunidades de Archaea verifica-se uma menor riqueza e diversidade em relação 

às comunidades de Bacteria (ALLER; KEMP, 2008); claramente observado em conjunto das 

Figuras 2.9 e 2.10, principalmente para a área de floresta que apresenta uma menor riqueza de 

UTOs por ser um ambiente menos antropizado em relação às demais (TAKETANI; TSAI, 

2010). 

 

 
Figura 2.9 – Riqueza de unidades taxonômicas operacionais (UTOs) para as endonucleases HhaI e MspI das 

comunidades de Bacteria. ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e B: áreas de 
soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, respectivamente; RF: área de reflorestamento e FL: área 
de fragmento florestal. 

 

 

 
Figura 2.10 – Riqueza de unidades taxonômicas operacionais (UTOs) para as endonucleases HhaI e MspI das 

comunidades de Archaea. ILP A e B: áreas integração lavoura-pecuária; SJ A e B: áreas de 
soja/milheto desmatadas em 1996 e 2004, respectivamente; RF: área de reflorestamento e FL: 
área de fragmento florestal. 

 

Bacteria 

Archaea 

HhaI MspI 

MspI HhaI 
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Na comunidade bacteriana, o número de UTOs para a enzima HhaI apresentou 

redução em todas as áreas exceto a área de soja desmatada em 2004 (SJ B); havendo uma 

redução drástica na área de reflorestamento e no sistema ILP A. Utilizando a enzima MspI, o 

número de UTOs aumentou para as áreas de ILP (A e B), soja desmatada em 1996 (SJ B) e 

reflorestamento (RF); e reduziu para SJ B e floresta (FL). 

Além disso, foi constatado que houve a redução de UTOs na área ILP A, para ambas 

as enzimas, onde ocorreu a conversão da área de pastagem, que permaneceu por 2 anos 

consecutivos, em uma área de plantio de soja. E ao contrário, na área ILP B ocorreu à 

conversão da área plantada com milho para pastagem, em que se observou um aumento, 

porém menos pronunciado; isto é evidenciado pelo número de UTOs compartilhadas entre as 

duas áreas, diminuindo a similaridade entre elas. Tal fato tem sua causa na alta diversidade 

atribuída a rizosfera das pastagens quando associadas a níveis compatíveis de fertilidade 

(McCAIG; GLOVER; PROSSER, 1999). 

 

2.4 Conclusão 

 

Com base na confiabilidade e sensibilidade das técnicas de qPCR e TRFLP, 

juntamente com as relações e análises estatísticas empregadas para a análise de dados, foi 

possível averiguar que o uso do plantio direto por um longo tempo fornece condições estáveis 

para o desenvolvimento das comunidades de Archaea e Bacteria, suprindo as necessidades de 

carbono orgânico solúvel do solo, através da matéria orgânica, responsável pela alta atividade 

microbiana e manutenção da qualidade do solo.  

A fim de avaliar a qualidade do solo dos diferentes sistemas agrícolas e o 

reflorestamento podemos concluir que os sistemas de integração lavoura-pecuária, quando 

bem estabelecidos, mostraram-se sutilmente mais estáveis às variações temporais que os 

sistemas rotacionados de soja/milheto. Com relação à área de reflorestamento, há grande 

similaridade aos sistemas de integração lavoura-pecuária pela presença de gramíneas, isto 

ocorre devido ao seu estágio relativamente inicial, que futuramente pode haver o 

desenvolvimento de um dossel capaz de selecionar o ambiente a espécies arbóreas, entretanto 

ainda é evidente a diferença estrutural das comunidades em relação à floresta. 

Em síntese, as práticas agrícolas quando manejadas adequadamente, seguindo as 

práticas conservacionistas dos solos, podem obter um retorno econômico eficiente e mantedor 

da qualidade do solo. 
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3 RESPOSTAS DA COMUNIDADE MICROBIANA SOB INTERAÇÃO 

RIZOSFÉRICA E SATURAÇÃO HÍDRICA EM SOLOS DE SISTEMAS 

AGRÍCOLAS E REFLORESTAMENTO SOB EXPERIMENTO CONTROLADO 

 

Resumo 

 

A emissão de gases do efeito estufa está relacionada à existência de uma microbiota diversa. 
Entretanto alguns grupos de organismos, os metanogênicos e metanotróficos, são 
responsáveis pela produção e o consumo de metano, respectivamente, no qual o processo de 
produção ocorre sob condições específicas de anoxia e baixos níveis de condição redox. Os 
microrganismos sofrem influência das variações climáticas, tipo de solo, qualidade da 
cobertura vegetal e o manejo utilizado. Dentre os quais, exsudatos radiculares liberados pelos 
vegetais influenciam os microrganismos por disponibilizarem carbono orgânico no solo, o que 
é distinto entre espécies diferentes. Deste modo, a avaliação dos solos dos sistemas agrícolas, 
sob a interação rizosférica de diferentes culturas e a criação de um ambiente anóxico se faz 
necessário para entender o comportamento de tais comunidades. Através das técnicas de 
qPCR e TRFLP foi possível observar que os microrganismos são estruturados, primariamente, 
em função do tipo de solo e consecutivo efeito rizosférico dos vegetais; e a saturação hídrica 
promove o crescimento das comunidades metanogências somente nos solos de floresta, onde 
ocorre maior incorporação de matéria orgânica. 

 
Palavras-chave: Ecologia microbiana, metanogênicas, metanotróficas, rizosfera, saturação 
hídrica, qPCR, TRFLP 
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SOIL MICROBIAL COMMUNITIES RESPONSE TO RHIZOSPHERIC 

INTERACTION AND WATER SATURATION FROM AGRICULTURAL SYSTEMS 

AND REFORESTING AREA UNDER CONTROLLED EXPERIMENT 

 

Abstract 

 

Greenhouse gases emissions are related to the existence of a diverse microbiota. However, 
some groups of organisms, methanogens and methanotrophs are responsible for the 
production and use of methane, respectively, wherein the production process occurs under 
specific conditions of anoxia and low redox conditions. The microorganisms are influenced 
climate variations, soil type, quality of the vegetation cover and the management used. 
Among which, exudates released by plant roots influence the microorganisms for making 
available organic carbon in soil, which is distinct among different species. Thus, the 
evaluation of soils for agricultural systems under the rhizospheric interaction of different 
cultures and the creation of an anoxic environment is needed to understand the behavior of 
such communities. Through the techniques of qPCR and TRFLP was observed that 
microorganisms are structured primarily on the type of soil and rhizosphere effect of 
consecutive vegetables, and the water saturation promotes the growth of methanogenic 
communities only in forest soils where occurs greater organic matter incorporation. 
 

Keywords: Microbial ecology, methanogens, methanotrophs, rizosphere interaction, water 
saturation, qPCR, TRFLP 
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3.1 Introdução 

 

A produção de gases do efeito estufa (GEEs), como o dióxido de carbono (CO2), 

metano (CH4) e óxido nitroso (N2O), é afetada por vários fatores, que podem ser modificados 

através das práticas de manejo, variações climáticas e tipo de solo (PAUSTIAN et al., 1997; 

SIRIVEDHIN; GRAY, 2006). 

Por sua vez, as práticas de manejo adotadas e as mudanças de uso do solo podem 

alterar as condições edáficas, como a estrutura do solo, a disponibilidade de nutrientes e a 

umidade, que modulam as populações dos microrganismos e suas interações (GIRVAN et al., 

2003; LAUBER et al., 2008). Essas comunidades microbianas são responsáveis por diversas 

atividades ligadas à ciclagem de nutrientes, decomposição da matéria orgânica, solubilização 

de fosfatos, fixação de nitrogênio, nitrificação, desnitrificação (SOUCHIE ABBOUD, 2007; 

HARTER et al., 2013), podendo também estar envolvidas na emissão de gases como produto 

final do seu metabolismo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

A emissão de metano é promovida pelas arqueias metanogênicas as quais sobrevivem 

em ambientes anóxicos, que podem ocorrer através da saturação de água nos solos e baixos 

níveis de condição redox e grande disponibilidade de nutrientes, como os manguezais 

(TAKETANI et al., 2010). Essas condições podem ser obtidas em sistemas irrigados 

(MOTERLE et al, 2013) e ou durante o período chuvoso (HAMILTON; SIPPEL; MELACK, 

1995). 

Dessa forma, com a elevação da disponibilidade de nutrientes, através da deposição de 

matéria orgânica do solo, há a ativação da microbiota do solo rapidamente; magnificando as 

populações microbianas e sua diversidade funcional envolvida em todos os processos 

relacionados à utilização dos componentes químicos agregados à matéria (KUZYAKOV; 

BOL, 2006 LAGOMARSINO; GREGO; KANDELER, 2012; THANGARAJAN et al, 2013). 

Também foi constatado que as plantas influenciam fortemente os microrganismos 

através da liberação de exsudatos no solo, uma importante fonte de carbono orgânico no solo 

(HUSTCH; AUGUSTIN; MERBACH, 2000). Segundo Nguyen (2003), os exsudatos 

radiculares representam cerca de 15% do CO2 fixado pelas plantas. Sua liberação pelas 

plantas no ambiente tem como finalidade a comunicação entre outras plantas e os 

microrganismos, como por exemplo, interações de resistência da planta a patógenos e 

herbivoria, estimulo das simbioses benéficas de fixação biológica do nitrogênio e outros 

microrganismos associativos, alterações das propriedades químicas e físicas do solo e a 
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inibição do crescimento de espécies competidoras (KNUDSON, 1920; RADMAN et al., 

2003; BAIS et al., 2004; BADRI; VIVANCO, 2009).  

Por conseguinte a determinação da abundância e da estrutura das comunidades 

microbianas do solo é essencial para avaliar as respostas quando submetidas a diferentes 

manejos empregados nos sistemas produtivos, que podem propiciar o desenvolvimento dos 

grupos responsáveis por processos de interesse, como aqueles associados à produção de gases 

do efeito estufa. 

 

3.2 Objetivos 

 

Avaliar o efeito da rizosfera e da umidade sobre as comunidades de Bacteria e 

Archaea; e observar como as quantidades de microrganismos metanogênicos e metanotróficos 

variam em função destes fatores. 

 

3.3 Material e métodos 

 

3.3.1 Experimento de mesocosmos em casa de vegetação 

 

Os mesocosmos constituíram-se de vasos de cerâmica (30 cm de altura e 20 cm de 

diâmetro) com orifício na base (±5 cm) e impermeabilizados internamente com tintura atóxica 

apropriada. Os vasos foram envoltos em folhas de alumínio e preenchidos com uma camada 

de pedras britadas de modo a cobrir o orifício, neste foi instalado um tubo flexível e 

transparente para auxiliar no controle hídrico (Figura 3.1). 

Os vasos foram montados na casa de vegetação do CENA/USP, sobre estrados de 

madeira suspensos. Foram utilizados os solos de uma área de Integração Lavoura-Pecuária 

(ILP), uma área de rotação de soja/milheto desmatada em 1996 (SJ); uma área de 

reflorestamento desde 2007 (RF) e uma área de fragmento florestal adjacente à área de 

integração lavoura-pecuária (FL); provenientes da fazenda Certeza descritas no capítulo 2 (ver 

seções 2.2.1 e 2.2.2) coletados no ano de 2013.  

Ao todo foram realizados 4 tratamentos: plantio de braquiária – Brachiaria brizantha 

var. Marandu (sin. Urochloa brizantha var. Marandu); plantio de soja – Glycine max (L.) 

Merr.; controle e solo encharcado. 
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Figura 3.1 – Vasos de cerâmica utilizados no experimento de mesocosmos em casa de vegetação (Imagem 

cedida por NAVARRETE, A.A.). 

 

O experimento foi conduzido no ano de 2013, iniciando em março com o plantio das 

sementes inoculadas com fixadoras de nitrogênio. Para a padronização, a adubação com NPK 

foi realizada durante o estágio V2 da soja, segundo a recomendação de Oliveira et al. (2007) 

utilizando a proporção de 60 Kg.ha-1 de P2O5 e 100 Kg.ha-1 de K2O. O controle hídrico foi 

realizado utilizando 60% da capacidade de campo dos solos para os tratamentos com 

braquiária, soja e controle – o tratamento encharcado era mantido em 100% – com 

verificações diárias. A retirada do material foi realizada em maio (após 75 dias), logo após o 

período de desenvolvimento das inflorescências da soja do experimento e a formação de 

touceira da braquiária, pois nesses estágios o sistema radicular encontra-se desenvolvido e as 

comunidades microbianas associadas já estão estabelecidas, por terem forte relação com os 

exsudatos radiculares liberados (MONTEIRO et. al., 2012). 

 

3.3.2 Amostragem 

 

As amostras foram coletadas dos mesocosmos (Figura 3.2a) utilizando ferramentas de 

jardinagem para a retirada do solo e das plantas. As plantas foram trazidas ao laboratório para 

a retirada do solo agregado as raízes com auxílio de pincéis e colocadas em tubo de 15 ml tipo 

Falcon (Figura 3.2b), sendo armazenados em ultrafreezer Glacier Ultra Low Freezer (Nuaire 

Corporation) a -80ºC. O mesmo ocorreu para as amostras controle e do tratamento de 

encharcamento. 

 



68 
 

 
Figura 3.2 – Experimento de mesocosmos conduzido em casa de vegetação (a) retirada do solo agregado às 

raízes e armazenagem das amostras em tubos de 15 mL (b). 

 

3.3.3 Extração do DNA total do solo e análises de qPCR e TRFLP 

 

As etapas de: extração do DNA total do solo; as reações de qPCR e amplificação dos 

genes para TRFLP de Archaea e Bacteria; a purificação, restrição e precipitação dos produtos 

e a análise de TRFLP, bem como as análises estatísticas procedeu-se nos mesmos padrões 

descritos no capítulo 2 (ver seções de 2.2.3 a 2.2.6) 

 

3.3.4 Resultados e discussão 

 

3.3.4.1 Extração do DNA total do solo 

 

Foram realizadas duas extrações de DNA do solo para cada ponto amostral. Para as 

amostras que apresentaram diferenças discrepantes, pertencentes ao mesmo ponto, foi 

realizada uma terceira extração para averiguá-las; selecionando as similares. As amostras 

apresentaram concentrações entre 14 ng.µL-1 a 90 ng.µL-1.  

 

 3.3.4.2 Análise de PCR quantitativa 

 

Os dados obtidos foram corrigidos, de acordo com a quantidade de amostra utilizada 

na reação, e transformados em número de cópias dos genes por grama de solo (Figuras 3.3 e 

3.4; Tabela A.2). 

 

 

b a 
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Tabela 3.1 - Comparativo do número de cópias dos genes com relação à manutenção das condições 
encontradas em campo sob o experimento em mesocosmo. 

  
Número de cópias do gene 

Área Estudo  Bacteria Archaea pmoA mcrA 

ILP 
Q  3,8 × 109 5,0 × 106* 1,9 × 104  7,4 × 101 
M  4,7 × 109 1,1 × 107* 1,3 × 104  2,2 × 102 

SJ 
Q  2,4 × 109 3,1 × 106 9,4 × 103  1,8 × 101 
M  3,0 × 109 4,1 × 106  1,4 × 104  1,1 × 101 

RF 
Q  2,7 × 109** 3,1 × 105** 9,8 × 104 2,5 × 102 
M  5,4 × 109** 2,1 × 106** 3,0 × 104 1,2 × 102 

FL 
Q  2,3 × 109 2,3 × 106 5,8 × 104  2,3 × 102 
M   4,8 × 109 4,6 × 106  6,8 × 104  1,3 × 101 

ILP: área de integração lavoura-pecuária; SJ: áreas de soja/milheto desmatada em 1996; RF: área de 
reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. 
Q: solo trazido do campo, referente ao tempo 0; M: solo da retirada do experimento. 
As médias de mesma área mostraram-se diferentes * (Tukey, p ≤ 0,05) e ** (Tukey, p≤ 0,01) 

 

De forma a controlar e equiparar a eficácia do experimento, os dados foram pareados e 

analisados estatisticamente com os obtidos no estudo anterior (Tabela 3.1), do qual foi 

retirado o solo para a implantação do experimento. Como resultado, os mesocosmos controle 

mantiveram quantidades de cópias de genes próximas às obtidas em campo, mas houve 

algumas alterações significativas, principalmente para a área de reflorestamento. Essas perdas 

podem ter ocorrido em virtude do transporte ou da homogeneização do solo para a montagem 

do experimento em triplicatas, que desestruturam o solo, bem como as diferenças nos fatores 

abióticos de uma região para outra. 

 

 
Figura 3.3 – Gráfico comparativo da quantificação dos genes pmoA e mcrA correlacionados com os genes 16S de 

Bacteria e Archaea, respectivamente, sob interação rizosférica em solos de integração lavoura-
pecuária (ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ). Houve diferenças significativas entre 
tratamentos de áreas distintas *(Tukey, p ≤ 0,05) e **(Tukey, p ≤ 0,05), em que letras iguais não são 
significativamente diferentes. 

Braquiária Soja Controle 
a a a a a b 

* ** 

g g h g h h 

x x 

y 

x 
y y 

n n n n o n 

** * 
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Segundo as análises de qPCR, os experimentos de rizosfera não apresentaram 

diferença entre os tratamentos e o controle dos solos de mesma origem, somente há diferenças 

entre solos de áreas distintas.  

De maneira análoga ocorreu para o tratamento de solo encharcado em relação ao 

controle, exceto para o gene mcrA no solo de floresta. O que pode ter sido causado pela 

grande quantidade de matéria orgânica em processo de decomposição agregada ao solo, 

característica presente em menor intensidade às demais áreas, e que ao ser estimulado pela 

elevação da umidade aumentou a comunidade de metanogênicas (SHARMA et al., 2011; 

THANGARAJAN et al., 2013). E a variação dessa comunidade não alterou a quantidade de 

metanotróficas no ambiente, isto mostra que o consumo de metano ocorre de maneira 

independente do seu metabolismo primário; podendo utilizar outras fontes de energia. 

 

 
Figura 3.4 – Gráfico comparativo da quantificação dos genes pmoA e mcrA correlacionados com os genes 16S de 

Bacteria e Archaea, respectivamente, com elevação da umidade em solos de integração lavoura-
pecuária (ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ); reflorestamento (RF) e floresta (FL) sob 
encharcamento comparado a um controle. Houve diferenças significativas entre tratamentos de 
áreas distintas *(Tukey, p ≤ 0,05) e **(Tukey, p ≤ 0,05),  em que letras iguais não são 
significativamente diferentes. 

 

3.3.4.3 Análise de PCR-TRFLP 

 

A partir da matriz de dados obtida foi realizada a verificação da equitabilidade das 

amostras pelo índide de Pielou (Tabela 3.2), cujos valores variam de 0 a 1, sendo o maior 

valor traduzido a maior equitabilidade da amostragem e, assim, dados mais robustos e 

confiáveis (PIELOU, 2000).  
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De acordo com o índice houve uma equitabilidade da maioria das amostras, sendo que 

para a enzima HhaI, em Archaea, apresentou os valores tenuamente menores, exceto a amostra 

controle do solo de floresta com 0,4769. 

Tabela 3.2 - Equitabilidade das amostras - Índice de Pielou* (J’). 

   
Bacteria 

 
Archaea 

 Área Tratamento 
 

HhaI MspI  HhaI MspI 
 

ILP 

Braquiária 
 

0,8613 0,9358  0,9011 0,9358 
 Soja 

 
0,9201 0,9213  0,7301 0,9213 

 Controle 
 

0,9176 0,9254  0,9025 0,9254 
 Encharcado 

 
0,8774 0,9406  0,7564 0,9406 

 

SJ 

Braquiária 
 

0,9454 0,9484  0,7683 0,9484 
 Soja 

 
0,9151 0,9619  0,6799 0,9619 

 Controle 
 

0,9146 0,9351  0,7686 0,9351 
 Encharcado 

 
0,9061 0,9888  0,8313 0,9888 

 
RF Controle 

 
0,9444 0,9243  0,9011 0,9243 

 Encharcado 
 

0,9556 0,9132  0,8439 0,9132 
 

FL Controle 
 

0,9356 0,8866  0,4769 0,8866 
 Encharcado 

 
0,9378 0,9197  0,7708 0,9197 

 *Quanto mais próximo de 1 maior é a equitabilidade da amostragem 
 

Também foram efetuadas análises de similaridade comparando a composição entre os 

tratamentos: com efeito rizosférico (Tabelas 3.3 e 3.4) e de elevação da umidade (Tabelas 3.5 

e 3.6) 

Com relação ao efeito rizosférico, as comunidades tanto de Archaea, como de 

Bacteria, para ambas as enzimas, mostraram maior similaridade entre os tratamentos de 

lavoura-pecuária, assim como os mesocosmos contendo solo da área de soja. 

A exceção está na enzima Hha em Bacteria, em que os mesocosmo com solos da área 

de soja sob plantio da braquiária, apresentaram maior semelhança com as áreas de ILP. Isto 

pode estar relacionado à maior influência da rizosfera da braquiária em relação à da soja, pois 

apresenta o sistema radicular mais volumoso que proporciona maior contato de superfície 

com o solo e liberação de exsudatos.  
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Tabela 3.3 – Relação de similaridade entre as áreas a partir dos TRFs do gene 16S de Bacteria, clivados pelas 
endonucleases HhaI e MspI das amostras coletadas em 2012. 

  Bacteria ILP Braq ILP Soja ILP Ctrl SJ Braq SJ Soja SJ Ctrl   
Hh

aI
 

ILP Braq  89,63% 74,31% 73,58% 74,11% 77,58% 
M

spI 
ILP Soja 95,02%  63,89% 74,34% 70,60% 67,74% 

ILP Ctrl 93,18% 86,76%  66,99% 73,54% 81,36% 

SJ Braq 75,97% 71,72% 81,93%  92,13% 81,20% 

SJ Soja 75,83% 74,06% 82,25% 84,02%  84,93% 

SJ Ctrl 85,92% 80,34% 89,96% 90,85% 93,18%  
ILP: área integração lavoura-pecuária; SJ: área de soja/milheto desmatadas em 1996. Braq: cultivo de 
braquiária e Ctrl: controle 

 
Tabela 3.4 – Relação de similaridade entre as áreas a partir dos TRFs do gene 16S de Archaea, clivados pelas 

endonucleases HhaI e MspI das amostras coletadas em 2012. 
  Archaea ILP Braq ILP Soja ILP Ctrl SJ Braq SJ Soja SJ Ctrl   

Hh
aI

 

ILP Braq  95,43% 95,10% 87,00% 89,35% 92,16% 

M
spI 

ILP Soja 75,37%  92,41% 88,51% 88,81% 92,04% 

ILP Ctrl 95,55% 68,45%  89,33% 93,60% 95,01% 

SJ Braq 59,62% 50,14% 53,44%  96,32% 97,47% 

SJ Soja 50,74% 20,21% 49,39% 78,15%  97,71% 

SJ Ctrl 58,68% 44,76% 52,49% 95,60% 76,67%  
ILP: área integração lavoura-pecuária; SJ: área de soja/milheto desmatadas em 1996. Braq: cultivo de 
braquiária e Ctrl: controle 

 

Já o efeito da umidade, sem a presença de vegetal, além de agrupar de acordo com a 

origem do solo – exceto para a área de ILP para Bacteria (para ambas as enzimas) e a área de 

soja para Archaea (para a enzima MspI) – também distinguiu as áreas agrícolas da área de 

floresta. Um caso a parte é referente ao mesocosmo de reflorestamento, onde a comunidade 

Bacteria apresentou maior semelhança aos solos agrícolas no mesocosmo controle (menor 

umidade) e aproximação à floresta quanto encharcada. 

Posteriormente foi realiza a análise de abundância relativa para obter estrutura da 

comunidade que auxilia na visualização de UTOs dominantes e a oscilação da abundância das 

demais por alterações ambientais. Assim, os histogramas foram definidos para a obtenção de 

uma visão holística do comportamento estrutural, na qual foram utilizados OTUs de 

abundância relativa >1% (Figuras 3.5 a 3.8) (LeHOURS et al., 2005) e diagramas de Venn 

para observar as diferenças peculiares de UTOs exclusivas de cada comunidade (Figuras 3.9 a 

3.12). 
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Tabela 3.5 – Relação de similaridade entre as áreas a partir dos TRFs do gene 16S de Bacteria, clivados pelas 
endonucleases HhaI e MspI das amostras coletadas em 2012. 

  Bacteria ILP Ctrl ILP Enc SJ Ctrl SJ Enc RF Ctrl RF Enc FL Ctrl FL Enc   
Hh

aI
 

ILP Ctrl  70,79% 81,36% 65,43% 53,53% 33,01% 32,80% 51,80% 

M
spI 

ILP Enc 82,14%  72,44% 79,95% 69,73% 55,41% 35,03% 41,82% 

SJ Ctrl 89,96% 77,04%  82,20% 47,91% 32,77% 23,31% 40,72% 

SJ Enc 87,48% 78,33% 97,59%  48,76% 37,41% 20,50% 36,45% 

RF Ctrl 53,88% 58,86% 59,32% 59,11%  87,14% 80,23% 77,55% 

RF Enc 57,91% 63,22% 61,37% 59,89% 92,49%  71,24% 62,86% 

FL Ctrl 10,44% 7,48% 22,84% 20,76% 56,59% 53,74%  91,38% 

FL Enc 8,13% 3,90% 15,81% 13,74% 52,69% 48,22% 93,29%  
ILP: área integração lavoura-pecuária; SJ: área de soja/milheto desmatadas em 1996; RF: área de 
reflorestamento e FL: área florestal. Braq: cultivo de braquiária e Ctrl: controle 

 
Tabela 3.6 – Relação de similaridade entre as áreas a partir dos TRFs do gene 16S de Archaea, clivados pelas 

endonucleases HhaI e MspI das amostras coletadas em 2012. 
  Archaea ILP Ctrl ILP Enc SJ Ctrl SJ Enc RF Ctrl RF Enc FL Ctrl FL Enc   

Hh
aI

 

ILP Ctrl  95,04% 95,01% 76,85% 43,18% 40,32% 54,23% 48,50% 

M
spI 

ILP Enc 79,15%  93,57% 70,38% 50,64% 41,94% 47,95% 46,93% 

SJ Ctrl 52,49% 26,99%  75,41% 42,48% 32,21% 50,36% 48,38% 

SJ Enc 61,85% 32,13% 92,12%  30,76% 37,27% 42,53% 29,76% 

RF Ctrl 31,48% 15,04% 50,71% 47,61%  84,60% 21,46% 24,65% 

RF Enc 28,64% 19,21% 40,45% 36,76% 61,34%  22,47% 17,63% 

FL Ctrl 31,85% 7,06% 54,57% 48,88% 58,75% 36,48%  95,01% 

FL Enc 8,63% 0,73% 3,47% 12,85% 4,59% 12,51% 44,69%  
ILP: área integração lavoura-pecuária; SJ: área de soja/milheto desmatadas em 1996; RF: área de 
reflorestamento e FL: área florestal. Braq: cultivo de braquiária e Ctrl: controle 
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Figura 3.5 – Abundância relativa das UTOs dominantes (>1% de representatividade) do gene 16S rRNA de 

comunidades de Bacteria clivadas com a endonuclease HhaI e MspI, sob interação rizosférica de 
braquiária (Braq.) e soja, comparados a um controle (Ctrl) com solos de integração lavoura-
pecuária (ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ. 

 

  

 

  

 
Figura 3.6 – Abundância relativa das UTOs dominantes (>1% de representatividade) do gene 16S rRNA de 

comunidades de Archaea clivadas com a endonuclease HhaI e MspI, sob interação rizosférica de 
braquiária (Braq.) e soja, comparados a um controle (Ctrl) com solos de integração lavoura-
pecuária (ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ) 
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A abundância de OTUs para ambas as enzimas, modulou conforme a estrutura original 

da área, podendo ser observado nas Figuras 2.7 e 2.8 (ver seção 2.2.7.4), dando suporte aos 

dados de similaridade obtidos e juntamente aos dados de quantificação dos genes por grama 

de solo. Essa menor influência dos exsudatos radiculares das culturas em ambiente controlado 

apoia os estudos de Girvan et al. (2003), em que a composição microbiana é determinada 

primordialmente pelo tipo de solo e suas características físicas e químicas. 

Apesar disso, as estruturas das comunidades de bactérias e arqueias distinguiram em 

função da espécie vegetal, tanto em relação ao mesocosmo controle como nos diferentes 

plantios. Todavia, é mais evidente se atentar as modificações dispostas na comunidade de 

Archaea por esta ter uma menor quantidade de OTUs. 

Sobre a elevação da umidade, as comunidades microbianas de maneira geral, 

apresentaram uma restrição na estrutura em que várias UTOs aumentaram suas proporções na 

comunidade após o encharcamento do solo em detrimento de outras; bem como o 

aparecimento de UTOs que não estavam representadas nos mesocosmo controle, circunstância 

vista fortemente nos solos de floresta encharcada, que apresentou uma ativação das demais 

populações microbianas. 

O excesso de água promovido pelo encharcamento do solo gera condições restritivas 

de difusão de oxigênio no solo, criando um ambiente anóxico em favor ao desenvolvimento 

de microrganismos anaeróbios, provavelmente relacionados a essas UTOs emergentes; e em 

detrimento de microrganismos aeróbios estritos. 

O efeito rizosférico não teve influência expressiva para a ocorrência de UTOs 

exclusivas na maioria dos mesocosmos, em que as UTOs se compartilham acima de 60% 

entre as áreas, havendo apenas uma exceção para enzima MspI em Archaea, com 47% de 

UTOs comuns. Entretanto, para a elevação umidade a existência de UTOs únicas foi sempre 

maior que o controle nos solos de floresta. 

No computo geral, sob condições controladas, os solos de floresta e reflorestamento 

retém a maior riqueza de UTOs em relação às áreas de sistemas agrícolas, entretanto pela 

complexidade desses sistemas nem todos os organismos presentes são detectados. Nessa 

visão, provavelmente houve um afunilamento nas comunidades, que reduziu o número de 

UTOs em relação ao estudo anterior, possibilitando o desenvolvimento de outras populações 

menos abundantes no ambiente que atingiram um nível detectável pela PCR, uma vez que as 

técnicas moleculares possuem vieses agregados (BECKER, et al, 2000; LUEDERS; 

FRIEDRICH, 2003). 



76 
 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
Figura 3.7 – Abundância relativa das UTOs dominantes (>1% de representatividade) do gene 16S rRNA de 

comunidades de Bacteria clivadas com a endonuclease HhaI e MspI. com solos de integração 
lavoura-pecuária (ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ); reflorestamento (RF) e floresta 
(FL) sob encharcamento (Encharc) comparado a um controle (Ctrl). 
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Figura 3.8 – Abundância relativa das UTOs dominantes (>1% de representatividade) do gene 16S rRNA de 

comunidades de Archaea clivadas com a endonuclease HhaI e MspI. com solos de integração 
lavoura-pecuária (ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ); reflorestamento (RF) e floresta 
(FL) sob encharcamento (Encharc) comparado a um controle (Ctrl). 
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Figura 3.9 – Diagrama de Venn do gene 16S rRNA de comunidades de Bacteria, clivadas com a endonuclease 

HhaI, sob interação rizosférica e elevação da umidade com solos de integração lavoura-pecuária 
(ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ); reflorestamento (RF) e floresta (FL). 
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Figura 3.10 – Diagrama de Venn do gene 16S rRNA de comunidades de Bacteria, clivadas com a endonuclease 

MspI, sob interação rizosférica e elevação da umidade com solos de integração lavoura-pecuária 
(ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ); reflorestamento (RF) e floresta (FL). 
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Figura 3.11 – Diagrama de Venn do gene 16S rRNA de comunidades de Archaea, clivadas com a endonuclease 

HhaI, sob interação rizosférica e elevação da umidade com solos de integração lavoura-pecuária 
(ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ); reflorestamento (RF) e floresta (FL). 
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Figura 3.12 – Diagrama de Venn do gene 16S rRNA de comunidades de Archaea, clivadas com a endonuclease 

MspI, sob interação rizosférica e elevação da umidade com solos de integração lavoura-pecuária 
(ILP), soja/milheto desmatadas em 1996 (SJ); reflorestamento (RF) e floresta (FL). 

 

3.4 Conclusão 

 

Considerando a confiabilidade e a sensibilidade das técnicas empregadas – qPCR e 

TRFLP – e os métodos estatísticos, foi possível observar que os microrganismos são 

estruturados, primariamente, em função do tipo de solo e consecutivo efeito rizosférico dos 

vegetais. Todavia, em comparação com o estudo anterior, para que haja maior distinção das 

áreas é necessária a condução do experimento por uma escala maior de tempo. 

E a saturação hídrica promove o crescimento das comunidades metanogências 

somente nos solos de floresta, onde ocorre maior incorporação de matéria orgânica. E nos 

sistemas agrícolas houve a redução dessa comunidade. 

Em contrapartida a comunidade de metanotróficas de maneira geral não apresentou 

variação, mostrando que não houve relação do tamanho de sua população com o consumo do 

metano. Isto implica na utilização em uma utilização concomitante a outras fontes de carbono  

na obtenção de energia para sua sobrevivência. 
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APÊNDICE A 

 

Tabela A.1 - Quantificação média dos genes das áreas amostradas. 
  Número de cópias dos genes (g.solo-1) 

Ano Área Bacteria Archaea* pmoA* mcrA* 

2012 

ILP A 2,9 × 109 2,0 × 106 a 1,5 × 104 cde 2,3 × 101 gh 
ILP B 5,7 × 109  2,6 × 106 a 1,7 × 104 cde 2,8 × 102 fg 
SJ A 2,6 × 109 3,1 × 106 a 1,4 × 104 cde 1,4 × 103 f 
SJ B 3,1 × 109 3,8 × 106 b 1,0 × 104de 2,4 × 102 fgh 
RF 5,9 × 109 6,3 × 105 a 2,7 × 104 cd 1,7 × 102 gh 
FL 3,4 × 109 3,5 × 106 a 2,9 × 104 cde 1,4 × 102 fgh 

2013 

ILP A 3,8 × 109 5,0 × 106 a 1,9 × 104 cde 7,4 × 101 fgh 
ILP B 4,3 × 109 2,1 × 106 a 1,5 × 104 cde 1,4 × 102 fgh 
SJ A 2,4 × 109 3,1 × 106 a 9,4 × 103 e 1,8 × 101 gh 
SJ B 2,7 × 109 4,3 × 106 a 1,2 × 104 de 4,4 × 100 h 
RF 2,7 × 109 3,1 × 105 b 9,8 × 104 c 2,5 × 102 fgh 
FL 2,3 × 109 2,3 × 106 a 5,8 × 104 cde 2,3 × 102 fgh 

ILP A e B: áreas de integração lavoura-pecuária; SJ A e B: áreas de soja/milheto desmatadas em 1996 e 
2004, respectivamente; RF: área de reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. 
Nas coletas de 2012 , a cultura presente na  área de ILP A era pastagem; em ILP B, milho. E em 2013, soja e 
pastagem, respectivamente. 
*As médias com mesma letra não são significativamente diferentes (Tukey, p ≤ 0,05). 
 

Tabela A.2 – Quantificação média dos genes das amostras do experimento de mesocosmos. 
Mesocosmo 

 
Número de cópias dos genes 

Área Tratamento  Bacteria Archaea* pmoA* mcrA* 

ILP 

Braquiária  6,8 × 109 1,4 × 107 a 1,5 × 104 fg 8,7 × 102 i 
Soja  5,2 × 109 1,6 × 107 a 1,8 × 104 f 2,7 × 102 ij 
Controle  4,7 × 109 1,1 × 107 a 1,3 × 104 fg 2,2 × 102 ij 
Encharcado  8,6 × 109 1,2 × 107 a 9,6 × 103 gh 1,5 × 102 ijk 

SJ 

Braquiária  3,4 × 109 5,2 × 106 b 1,1 × 104 gh 1,9 × 101 jkl 
Soja  3,7 × 109 5,1 × 106 b 1,9 × 104 f 5,6 × 100 l 
Controle  3,0 × 109 4,1 × 106 b 1,4 × 104 fg 1,1 × 101 kl 
Encharcado  3,4 × 109 4,2 × 106 b 8,9 × 103 gh 4,7 × 100 l 

RF 
Controle  5,4 × 109 2,1 × 106 c 3,0 × 104 e 1,2 × 102 ijk 
Encharcado  5,9 × 109 2,5 × 106 c 3,5 × 104 e 3,6 × 101 jkl 

FL 
Controle  4,8 × 109 4,6 × 106 b 6,8 × 104 d 1,3 × 101 kl 
Encharcado  5,1 × 109 5,9 × 106 b 4,0 × 104 e 4,7 × 101 jkl 

ILP: área de integração lavoura-pecuária; SJ: áreas de soja/milheto desmatada em 1996; RF: área de 
reflorestamento e FL: área de fragmento florestal. 
*As médias com mesma letra não são significativamente diferentes. (Tukey, p ≤ 0,05) 
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