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Resumo 

Estrutura e diversidade de comunidades microbianas em solos sob diferentes sistemas de 
uso da terra na Amazônia Ocidental 

 
 

        O presente trabalho esteve inserido em um projeto mais amplo de cooperação internacional 
intitulado “Conservation and Sustainable Management of Below-Ground Biodiversity” – CSM-
BGBD/BiosBrasil, implementado pela United Nations Environment Programmer (UNEP) na 
bacia do Alto Solimões, Amazônia Ocidental, estado do Amazonas. Esta região é território 
remanescente de povos indígenas e permanece conservada, sendo um importante hotspot de 
biodiversidade. Ainda assim, as áreas de estudo foram caracterizadas por paisagens antropizadas 
com diferentes sistemas de usos da terra. Amostras de solos foram coletadas em um período de 
elevado índice pluviométrico, nos anos de 2008 e 2009, em áreas caracterizadas por floresta 
primária tropical, cultivos semiperenes de mandioca manejados por prática agrícola de corte-e-
queima, pastagens implantadas nos anos de 1970 e áreas florestais em estádios avançados de 
regeneração (>10 anos de abandono). As amostras foram analisadas pelas técnicas de DGGE, 
ARISA, clonagem e sequenciamento a fim de obter uma caracterização das estruturas de 
comunidades de Archaea, Bacteria e microfungos e da composição e diversidade de um grupo 
funcional de Archaea envolvido no processo de oxidação de amônia nos ambientes do solo. Os 
resultados permitiram concluir que o uso da terra tem um grande efeito sobre as estruturas de 
comunidades de Archaea, Bacteria e microfungos presentes no solo e sugerem que longo período 
de abandono das áreas é necessário para cumprir com a resiliência dos ecossistemas amazônicos 
no contexto de recomposição da paisagem. Adicionalmente, os dados revelaram que a riqueza e a 
diversidade de comunidades de Archaea oxidadoras de amônia foram capazes de refletir 
sensivelmente as alterações percebidas nos ambientes do solo em decorrência do desmatamento 
de áreas de floresta primária e uso subsequente com cultivo agrícola tradicional e pastagem na 
região do Alto Solimões, Amazônia Ocidental. 

Palavras-chave: Ecologia microbiana; Amazônia; Usos da terra; DGGE; ARISA; rRNA; amoA  
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Abstract 

Soil microbial community structure and diversity under different land use systems in 
Western Amazon 

        The present study was part of a wider project of international cooperation entitled 
“Conservation and Sustainable Management of Below-Ground Biodiversity” – CSM-
BGBD/BiosBrasil, established by the United Nations Environment Programmer (UNEP) at the 
basin of Alto Solimões, Western Amazon, Amazonas State. This region is a remanescent territory 
of indigenous people and remains conserved, being considered an important hotspot of 
biodiversity. Even though, the studied areas were characterized by mosaic landscapes under 
different land use systems. Soil samples were collected in a period of high pluviometric index in 
the years 2008 and 2009 in areas characterized by tropical rainforest, semi permanent manioc 
cultivation under agricultural management of slash-and-burn, pasture established in the 1970s 
and forested areas at a higher stage of regeneration (>10 years abandoned). The samples were 
analyzed by DGGE, ARISA techniques, cloning and sequencing in order to obtain a 
characterization of the community structure of Archaea, Bacteria and microfungi and the 
composition and diversity of an archaeal functional group involved in the process of ammonia 
oxidation in the soil environments. The results allowed to conclude that land use has a great 
effect on the community structure of Archaea, Bacteria and microfungi present in the soil and 
suggest that long period of abandon of the areas is necessary to accomplish with the resilience of 
Amazonian ecosystems in the context of landscape recomposition. Additionally, the data revealed 
that richness and community diversity of ammonia oxidizing Archaea were able to sensitively 
reflect the changes observed in the soil environment due to deforestation of rainforest areas and 
subsequent use with traditional agriculture cultivation and pasture in the region of Alto Solimões, 
Western Amazon.    

Keywords: Microbial ecology; Amazon; Land uses; DGGE; ARISA; rRNA; amoA 
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1 INTRODUÇÃO 

As florestas tropicais estão sendo destruídas a taxas alarmantes. A Amazônia brasileira 

tem sido alvo de atividades que estão transformando extensas áreas de floresta tropical úmida em 

áreas destinadas à agricultura e pastagem, contribuindo para a alteração do ambiente e da 

paisagem amazônica (ALVIM, 1997; HOMMA et al., 1998; LORENA, 2003). Nepstad et al. 

(1991) afirmam que a capacidade de regeneração da floresta diminui a cada mudança do uso da 

terra e o impacto dessas transformações, a longo prazo, resulta em áreas menos produtivas.  

 A pecuária é considerada a atividade mais predadora do homem na região. A vida útil de 

produtividade das pastagens cultivadas na Amazônia é reduzida devido à seleção e implantação 

inadequada de espécies de gramíneas, a não fertilização do solo e os problemas de manejo dessas 

pastagens que degradam as propriedades físico-químicas do solo e possibilitam a colonização por 

espécies invasoras (SERRÃO E HOMMA, 1991). 

 A agricultura de subsistência, em geral itinerante e concentrada em pequenas áreas, 

também vem causando danos ao meio ambiente na Amazônia, além de limitar os estoques 

naturais de nutrientes e de diversidade genética (GASPAROTO et al., 1990; YOUNG, 1989). Em 

determinadas regiões amazônicas, a agricultura constitui uma atividade de baixa produtividade 

dependente do uso intensivo de mão-de-obra familiar, com tempo de pousio (descanso da terra) 

variado e baseada no desmatamento e queima frequente de novas áreas (HOMMA et al., 1998). 

As atividades humanas na paisagem resultam na conversão da cobertura vegetal nativa, 

perda de tipos de cobertura, além de ocasionar fragmentação e perda de habitats (SAUDER et al., 

2002). Segundo estimativas anuais realizadas pelo INPE, a Amazônia Ocidental apresentou no 

período de 1988 a 2006 uma taxa média de desmatamento de 4301,42 Km2/ano (INPE, 2007). 

Em geral, são poucas as informações sobre os recursos naturais da Amazônia. Para a 

região do Alto Solimões, Amazônia Ocidental, destaca-se o levantamento dos recursos naturais 

realizado em pequena escala (1:1.000.000) pelo projeto RADAMBRASIL (DNPM, 1977) e o 

levantamento do uso e cobertura da terra realizado por Fidalgo et al. (2005) relacionado às áreas 

amostrais do projeto Conservation and Sustainable Management of Below-Ground Biodiversity 

(CSM-BGBD) ao qual este trabalho esteve vinculado. Dentre os sistemas de uso da terra 
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predominantes na região do Alto Solimões, destacam-se aqueles baseados no uso da floresta e os 

sistemas baseados predominantemente em produtos florestais, produtos animais e em culturas 

anuais (FIDALGO et al., 2005).  

 Três tipos de uso da floresta são identificados na região do Alto Solimões: floresta 

natural, florestas manejadas pelas comunidades e florestas destinadas ao corte de espécies 

arbóreas sob manejo sustentável. Os principais tipos de sistemas baseados em produtos florestais 

envolvem o sistema de produção florestal extensiva, na forma de agroflorestas, composto por 

vários estratos e diversidade de espécies; o sistema agroflorestal intensificado, composto por uma 

mistura de espécies arbóreas; e a monocultura de espécies florestais.  

Os sistemas baseados predominantemente em culturas anuais identificados na região do 

Alto Solimões são representados por cultivo itinerante e pousio longo, que envolvem o abandono 

de áreas cultivadas permitindo a regeneração natural; ciclos intensivos e de intensidade média, 

com pousio médio a curto, entre 2 e 5 anos; e cultivo permanente ou pousio muito curto. Os 

sistemas baseados predominantemente em produtos animais podem ser divididos em uso de 

pastagens naturais ou espontâneas como fonte de forrageira e pastagem manejada para prover 

maior quantidade e qualidade de forragem.   

Segundo o levantamento do uso e cobertura da terra realizado por Figalgo et al. (2005), 

referente às áreas amostrais do projeto CSM-BGBD localizadas no município de Benjamin 

Constant, Amazônia Ocidental, o sistema de uso da terra denominado Floresta Primária envolve 

as áreas de formação florestal original em que se desconhece a ocorrência de desmatamento.  As 

manchas de Pastagem compreendem áreas destinadas à produção animal, cobertas por gramíneas, 

enquanto o sistema designado como Agricultura representa áreas que se encontram cobertas por 

culturas anuais ou semiperenes, manejadas por métodos tradicionais. 

O sistema de produção agrícola predominante nesta região baseia-se no ciclo de 

desmatamento da floresta ou da vegetação secundária e queima da vegetação para cultivo por um 

determinado período, seguido de descanso da terra e regeneração da vegetação florestal, que 

precede um novo ciclo iniciado com desmatamento e queima da vegetação. As áreas onde esse 

sistema ocorre se apresentam como um mosaico de áreas de floresta secundária em diversos 
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estádios de regeneração, ao lado de pequenas áreas agrícolas e de solo exposto (FIDALGO et al., 

2005).  

A região do Alto Solimões é um território remanescente de povos indígenas e, pelo difícil 

acesso, permanece como uma região conservada na Amazônia, sendo um importante hotspot de 

biodiversidade. O conhecimento de aspectos da ecologia microbiana em solos sob os diferentes 

usos da terra inseridos na paisagem é capaz de fornecer subsídios para o manejo sustentável 

desses solos, considerando a estrutura e a composição das comunidades microbianas como um 

indicador da alteração nos diferentes sistemas de uso da terra (BALLARD et al., 2004; 

KASCHUK, et al., 2006; MELLONI et al., 2006, BARBERI, 2007). 

 

Comunidades microbianas do solo e suas respostas às práticas agrícolas e regimes de 

manejo associados à pastagem 

Devido à importância dos micro-organismos do solo, muitos estudos têm sido realizados 

com o propósito de determinar os fatores que regulam as estruturas das comunidades microbianas 

ao longo de escalas temporais e espaciais, e ainda conhecer o impacto de diferentes espécies de 

plantas sobre a diversidade microbiana (CHIARINI et al., 1998; GLAYSTON, et al., 2004; 

IBEKWE et al., 2002; KOWALCHUK et al., 2002; SMALLA et al., 2001). Esta preocupação 

tem levado a um aumento no número de publicações de 1974 a 1999 (MORRIS et al., 2002) que 

avaliaram principalmente os efeitos de diferentes propriedades dos solos sobre as comunidades 

microbianas. No entanto, nos últimos cinco anos o impacto das atividades humanas sobre a 

diversidade microbiana do solo e o impacto da biodiversidade nos processos do solo têm recebido 

atenção especial (BUCKLEY E SCHMIDT, 2003; CLEGG et al., 2003; GLAYSTON, et al., 

2004; JOHNSON et al., 2003; STEENWERTH et al., 2002; JESUS et al., 2009). Como resultado, 

o número de estudos abordando o impacto das práticas agrícolas e outros sistemas de uso da terra 

sobre a diversidade microbiana têm aumentado. 

Perturbações causadas por práticas agrícolas podem proporcionar vantagens seletivas para 

alguns grupos biológicos presentes no solo, principalmente espécies bacterianas que são capazes 

de responder mais rapidamente às mudanças impostas no ambiente se comparado ao tempo de 
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resposta de outros grupos de organismos do solo (TORSVIK et al., 1998). Embora o homem 

possa melhorar a fertilidade do solo, seja por meio da adição de fertilizantes, uso de técnicas de 

aragem e drenagem ou alteração do pH, essas práticas de manejo modificam os ambientes do solo 

de modo a alterar sua diversidade funcional (WAID, 1999). Além disso, práticas como cultivo 

excessivo e contínuo, corte-e-queima, remoção dos resíduos da cultura e algumas práticas de 

irrigação promovem um declínio da qualidade do solo, que é geralmente acompanhada por perda 

da diversidade biológica (WAID, 1999). 

As comunidades microbianas associadas com pastagem têm sido estudadas mais 

extensivamente no contexto do manejo do solo. As estruturas de comunidades microbianas neste 

ambiente sugeriram estar correlacionadas com diferentes níveis de fertilidade (McCAIG et al., 

2001), tipos de pastagens (STEENWERTH et al., 2002), práticas de manejo (CLEGG et al., 

2003) e ao processo de sucessão natural (FELSKE et al., 2000). 

 

Técnicas moleculares para estudo de comunidades microbianas em amostras ambientais 

A avaliação dos impactos antrópicos sobre as comunidades microbianas tem 

tradicionalmente dependido das técnicas de isolamento e cultivo. No entanto, uma pequena 

fração dos organismos na natureza, menos de 1%, podem ser cultivados usando técnicas 

microbiológicas de rotina (MALIK et al., 2008). 

O desenvolvimento de técnicas para a análise de ácidos nucléicos tem permitido estudar 

complexas comunidades microbianas a nível genético. A análise do DNA fornece informação 

sobre a composição de espécies ou estruturas de comunidades. Embora, a princípio, qualquer 

gene possa ser usado nas análises, o gene 16S rRNA em procariotos e o 18S rRNA em eucariotos 

são os mais utilizados como moléculas marcadoras para este propósito, uma vez que estão 

presentes em todos os organismos; apresentam regiões conservadas e regiões variadas, o que 

torna possível o desenho de primers e sondas com diferentes níveis de especificidade; têm 

informação de sequência suficiente para inferência filogenética; e estão presentes em grande 

número de células, o que facilita sua detecção. Além disso, cerca de 800.000 sequências estão 

disponíveis atualmente em bases de dados de livre acesso, tais como Genbank 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), RDP (http://rdp.cme.msu.edu/html) e Greengenes 

(http://greengenes.lbl.gov). 

Neste sentido, técnicas de fingerprinting são utilizadas a fim de se obter uma visão global 

da estrutura genética da comunidade microbiana. A aplicação destas técnicas em estudos de 

ecologia microbiana vem sendo amplamente disseminada nos últimos anos, uma vez que 

constituem metodologias rápidas e relativamente fáceis de operacionalizar, permitindo a análise 

simultânea de múltiplas amostras ambientais. Dentre estas técnicas estão ARDRA (“Amplified 

Ribosomal DNA Restriction Analysis”), DGGE (“Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis”), 

RISA (“Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”), ARISA (“Automated Ribosomal Intergenic 

Spacer Analysis”) e T-RFLP (“Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism”). Estas 

técnicas para análise de ácidos nucléicos têm sido desenvolvidas mediante variações no método 

básico de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizado com acuidade no diagnóstico, 

quantificação, caracterização e identificação de micro-organismos e atividade dos mesmos. Em 

genética de populações e ecologia microbiana, a PCR gera dados para estudos da distribuição 

natural de membros dos Domínios Bacteria, Archaea e Eucarya. 

O uso das técnicas moleculares vem oferecendo uma oportunidade única e inovadora para 

se estudar comunidades microbianas in situ, sem a necessidade de isolamento e cultivo. 

Entretanto, nenhuma destas técnicas isoladamente é capaz de gerar dados abrangentes ou 

conclusivos sobre uma comunidade microbiana em particular. Além das limitações técnicas, o 

uso do rRNA como marcador molecular pode limitar a tarefa de descrever a diversidade 

microbiana. Esta molécula pode ser, em alguns casos, muito conservada para revelar diferenças 

entre micro-organismos evolutivamente relacionados, mas ecologicamente diferentes. Apenas 

uma aplicação combinada de diferentes métodos de biologia molecular, aliada ao uso de técnicas 

clássicas de isolamento e cultivo de micro-organismos em cultura pura, será capaz de revelar de 

maneira mais precisa a dimensão da diversidade microbiana na natureza. 
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Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) 

A técnica de DGGE é uma metodologia que permite a separação de fragmentos de DNA 

com o mesmo tamanho, porém com sequência de nucleotídeos diferentes, baseada na mobilidade 

eletroforética de uma molécula de DNA parcialmente desnaturada em géis de poliacrilamida com 

gradiente crescente de agente desnaturante. À medida que fragmentos de DNA se movem através 

do gel de poliacrilamida, contendo um gradiente crescente de desnaturantes, uréia e formamida, 

pequenas regiões denominadas domínios de desnaturação sofrem uma dissociação das fitas que 

compõem a dupla hélice, gerando moléculas parcialmente desnaturadas com mobilidade 

eletroforética retardada. Estas moléculas de DNA continuam a se mover vagarosamente através 

das concentrações mais altas de desnaturantes e, desse modo, domínios de desnaturação 

adicionais sofrem dissociação das fitas. Variações na composição de bases dentro destes 

domínios alteram o seu comportamento de desnaturação, caracterizando diferenciações no padrão 

de eletroforese no gel gradiente desnaturante. Entretanto, quando o último domínio, ou o mais 

estável, sofre desnaturação, o fragmento tem suas fitas completamente dissociadas e o poder de 

resolução do gel é perdido. Para contornar este problema, uma sequência de DNA rica em GC 

(cerca de 40-45 bases) é acoplada à extremidade 5’ do foward primer, no caso de fragmento 

amplificado por PCR. Desta maneira, o fragmento inteiro desnatura como um domínio único e 

pára de migrar quando encontra seu Tm (melting temperature) no gel, enquanto a sequência rica 

em GC permanece na configuração duplex, impedindo a completa separação das duas fitas da 

molécula (MYERS et al., 1985).  

Na década de 90, a técnica de DGGE foi introduzida no campo da ecologia molecular 

microbiana, aliada à extração direta de DNA da comunidade. Os produtos de PCR obtidos com 

vários conjuntos de primers que se anelam às regiões conservadas do gene 16S rRNA em 

procariotos e 18S rRNA em eucariotos, e abrangem uma ou até três regiões variáveis, têm sido 

separados por DGGE, revelando a complexidade de comunidades microbianas. 

Entretanto, muitas vezes, a molécula de rRNA não oferece variação suficiente para 

diferenciar linhagens dentro de espécies. A análise de sequências intergênicas espaçadoras (IGS) 

entre a menor e a maior subunidade do gene rRNA pode gerar maior variabilidade a fim de 

investigar organismos em nível intra-específico (GÜRTLER E STANISICH, 1996). O uso de 
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primers específicos para a região espaçadora oferece uma vantagem sobre o uso de primers para 

a região 16S do gene rRNA no caso de espécies de rizóbios, uma vez que esta molécula não 

apresenta muita variação dentro deste táxon (VALLAEYS et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2006). 

O uso de DGGE vem sendo disseminado nos últimos anos, demonstrando seu valor não 

apenas na caracterização de comunidades microbianas, como também para inferir afiliação 

filogenética dos membros da comunidade, testar a pureza de linhagens bacterianas, monitorar o 

isolamento de bactérias a partir de amostras ambientais, ou estudar a dinâmica de populações 

específicas em função de variações ambientais ou das condições operacionais de um sistema 

(MUYZER et al., 1993; HEUER et al., 1997; NOGUEIRA et al., 2006; PEIXOTO et al., 2006). 

 

Análise Automatizada do Espaço Intergênico Ribossomal (ARISA) 

A Análise Automatizada do Espaço Intergênico Ribossomal – ARISA (do inglês, 

Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) é um método independente de cultivo, 

desenvolvido por Fisher e Tripplet (1999). Nesta técnica, é amplificado o espaço intergênico 

entre a menor e a maior subunidade do gene rRNA (16S-23S em procarioto e 18S-28S em 

eucarioto). Esta região pode codificar vários tRNAs dependendo da espécie e apresenta 

heterogeneidade em termos do comprimento e da composição da sequência (GONZÁLEZ et al. 

2003; RANJARD et al. 2000). 

O método de ARISA baseia-se no uso de primer fluorescente na amplificação do espaço 

intergênico ribossomal microbiano, usando DNA extraído de amostras ambientais. Os produtos 

de PCR são analisados por um sistema de eletroforese capilar automatizado, no qual picos 

correspondentes a fragmentos de DNA são detectados por um sistema fluorescente a laser 

(CARDINALE, 2004). 

A técnica de ARISA distingue as populações microbianas com base na heterogeneidade 

do comprimento do espaço intergênico ribossomal e permite uma análise sensível das 

comunidades com um nível relativamente elevado de resolução taxonômica e reprodutibilidade 

(CARDINALE et al., 2004, FISHER E TRIPLETT, 1999). Fisher e Triplett (1999) sugerem que 
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esta técnica é rápida e efetiva para a análise de comunidades, podendo ser empregada juntamente 

com outros métodos mais acurados (clonagem e sequenciamento) quando for necessária uma 

resolução espacial e temporal refinada. 

A natureza automatizada do método tem possibilitado análises rápidas de um grande 

número de amostras coletadas em uma variedade de ambientes: solos (BORNEMAN E 

TRIPLETT, 1997), solos de rizosfera (ROBLETO et al., 1998), água doce (FISHER E 

TRIPLETT, 1999), ambientes lacustres (YANNARELL E TRIPLETT, 2005), dentre outros. A 

eficácia deste método para a análise de comunidades microbianas tem sido demonstrada por 

diferentes grupos de pesquisa (HEWSON et al., 2004; KENT, et al., 2004; YANNARELL E 

TRIPLETT, 2005; GONZÁLEZ et al. 2003; RANJARD et al. 2000). 

 

Construção e sequenciamento de bibliotecas de clones 

 A técnica de construção e sequenciamento de bibliotecas de clones de genes é uma 

ferramenta de alta sensibilidade no estudo de comunidades microbianas (SCHLOSS E 

HANDELSMAN, 2005). No entanto, a maioria dos trabalhos utiliza como alvo os genes 

ribossomais, com posterior comparação entre genótipos de micro-organismos presentes em 

diferentes amostras. A diversidade microbiana foi acessada em vários ambientes baseando-se nos 

genes 16S rRNA e 18S rRNA das espécies microbianas componentes das comunidades, 

revelando a grande diversidade que deixa de ser explorada quando apenas os métodos baseados 

em cultivo são aplicados (HEAD et al., 1998; PROSSER et al., 2007). No entanto, o estudo 

focado nestes genes não fornece dados sobre a funcionalidade do grupo ou espécie microbiana no 

ambiente avaliado. 

Diversos grupos microbianos funcionais têm sido estudados por meio da clonagem e 

sequenciamento de amplicons provenientes de DNA de amostras ambientais. Para suprir 

informações mais correlatas com a funcionalidade de grupos microbianos, novos genes vêm 

sendo utilizados em estudos de ecologia molecular, sendo alvo para o desenvolvimento de 

primers específicos. Estes primers permitem o estudo da diversidade do grupo funcional no 

ambiente, seja por meio de fingerprint ou por sequenciamento de bibliotecas de clones.  
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Os três Domínios 

Em 1977, Carl Woese propôs que a classificação dos seres vivos fosse substituída por um 

esquema baseado em três Domínios: Bacteria, Archaea e Eucarya, sendo os dois primeiros 

exclusivamente microbianos e compostos por células procarióticas. O terceiro Domínio, o 

Eukarya, englobaria todos os organismos eucariotos, incluindo os micro-organismos do grupo 

dos fungos e protozoários. Os genes que codificam para a formação do rRNA foram usados como 

base para estes estudos por serem essenciais para a sobrevivência de todos os organismos e 

altamente conservados em procariotos e eucariotos. 

A árvore filogenética universal evidencia que o Domínio Eucarya não apresenta origem 

recente e que é tão antigo quanto as linhagens procarióticas (Figura 1). A árvore mostra também 

que a evolução inicial a partir do ancestral comum se deu inicialmente em duas direções, 

Bacteria versus Archaea-Eucarya. Mais tarde, Archaea e Eucarya divergiram e produziram duas 

linhagens principais. Portanto, Archaea e Eucarya são filogeneticamente mais relacionados entre 

si do que qualquer um destes Domínios com Bacteria.  

 

 

Figura 1.1 - Árvore filogenética universal inferida com base em análise 
comparativa de sequências de rRNA (Adaptado de Woese, 
2000) 

 

Membros do Domínio Bacteria desempenham um importante papel nas atividades de 

decomposição, transformação de nutrientes e outros processos biogeoquímicos relacionados à 
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manutenção da capacidade produtiva dos solos em diversos ambientes (CURY, 2006). Estima-se 

que é conhecido apenas 1% das bactérias presentes no solo, no entanto, esta porcentagem vem 

aumentando nos últimos anos em virtude do desenvolvimento de técnicas moleculares. Estudos 

empregando tais técnicas têm revelado que alguns grupos de Bacteria apresentam distribuição 

cosmopolita, ao passo que outros parecem estar restritos a ambientes particulares (SCHLEGEL E 

JANNASCH, 1992). Recentemente têm sido constatadas mudanças significativas nas estruturas 

de comunidades bacterianas em solos da Amazônia Ocidental sob efeito antropogênico de 

desmatamento e uso da terra com cultivo agrícola tradicional e pastagem, revelando a 

sensibilidade de diferentes grupos bacterianos às mudanças nos sistemas de uso da terra (JESUS 

et al., 2009). 

Embora haja alguns relatos abordando a diversidade de Archaea de zonas climáticas 

tropicais (LEADBETTER E BREZNAK, 1996; DONOVAN et al., 2004; WINTER et al., 2004; 

PAZINATO, 2007) a compreensão destas comunidades e suas funções nos ecossistemas é ainda 

incipiente. Membros do Domínio Archaea compreendem uma fração significativa do total da 

microbiota do solo, representando 10% dos filotipos analisados pelo rDNA total, capaz de ter 

uma grande participação nos ciclos energéticos globais (ROBERTSON et al., 2005), 

principalmente na transformação de carbono e nitrogênio (GATTINGER et al., 2006). Filotipos 

de Archaea têm sido identificados em uma variedade de habitats microbianos, incluindo solos 

sob agricultura (GATTINGER et al., 2006), floresta (BINTRIM et al., 1997; BORNEMAN E 

TRIPLETT, 1997; JURGENS et al., 1999; PESARO E WIDMER, 2002; JURGENS et al., 1997), 

pastagem (NICOL et al., 2003a; NICOL et al., 2003b), solos de mangue e marisma (CURY, 

2006) e Terra Preta de Índio da Amazônia Oriental (PAZINATO, 2007). 

Algumas Archaea podem conter o gene que codifica para a subunidade da enzima 

monoxigenase de amônia (amoA). Estudos metagenômicos recentes têm revelado a existência da 

subunidade da enzima monoxigenase de amônia derivada de Crenarchaeota presentes em 

diferentes ambientes naturais (VENTER et al., 2004; FRANCIS et al., 2005; CHEN, et al., 2008). 

A oxidação da amônia é o primeiro passo da nitrificação, um processo chave no ciclo global do 

nitrogênio que resulta na formação de nitrato através de atividade microbiana. Leininger et al. 

(2006) mostraram que as Archaea predominam entre os procariotos oxidadores de amônia nos 

solos.  
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Dentre os componentes do ecossistema solo há também uma diversa comunidade 

composta por grupos de fungos, dentre os quais se incluem os chamados microfungos. O termo 

microfungo assume apenas um caráter prático, sendo amplamente empregado por micologistas ou 

microbiologistas, não apresentando significado taxonômico ou filogenético. Esse grupo é 

composto por zigomicetos, ascomicetos com corpos de frutificação menores que 2 mm e por 

fases conidiais ou assexuadas de ascomicetos e basidiomicetos tradicionalmente denominadas de 

fungi imperfecti ou deuteromicetos (ABREU E PFENNING, 2008). A função dos fungos no solo 

é complexa e fundamental para este ecossistema e inclui a decomposição de matéria orgânica e a 

reciclagem de nutrientes (ANDERSON E CAIRNEY, 2004; BRIDGE E SPOONER, 2001). 

Atualmente não há investigações sobre microfungos do solo com uma identificação precisa das 

espécies que permitem desenhar uma figura consistente a respeito das comunidades presentes em 

solos agrícolas e florestais. Para regiões de clima temperado há disponível uma série de estudos 

clássicos que comparam a diversidade de espécies e a frequência de isolamento em solos sob 

diferentes tipos de uso ou impacto humano (WIDDEN E PARKINSON, 1973; CRISTENSEN, 

1981; WIDDEN, 1986; BRODIE et al., 2003). Como o tipo de serrapilheira influencia o processo 

de decomposição pelos fungos, é difícil predizer uma comunidade específica em solos sob 

florestas tropicais (KJøLLER E STRUWE, 1982). As estruturas, a dinâmica e a diversidade de 

comunidades fúngicas do solo são pouco conhecidas devido à relutância de muitos fungos crescer 

em meio de cultura, particularmente as micorrizas (VAN ELSAS et al., 2000). Além disso, os 

poucos gêneros e nichos ecológicos estudados não fornecem informações adicionais ao que já se 

sabe a respeito dos 5-10% dos fungos conhecidos na Terra (HAWKSWORTH, 2001).  

Conforme apresentado, os micro-organismos do solo são responsáveis por atividades 

essenciais associadas à sustentabilidade dos ecossistemas. Dessa forma, avaliar o impacto de 

mudanças no ambiente do solo sobre populações e comunidades de micro-organismos torna-se 

importante não só para o manejo do solo, mas também para o delineamento de práticas que 

favoreçam a funcionalidade dos agroecossistemas e a produtividade agrícola sustentável. 

Neste sentido, este trabalho esteve inserido em um projeto mais amplo de cooperação 

internacional intitulado “Conservation and Sustainable Management of Below-Ground 

Biodiversity/CSM-BGBD” (Projeto GF/2715-02), implementado pela United Nations 

Environment Programmer (UNEP) e executado em sete países: Brasil, Costa do Marfim, Índia, 
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Indonésia, Quênia, México e Uganda. No Brasil, o projeto é denominado BiosBrasil, nome dado 

também ao grupo de pesquisa do CNPq.  

O objetivo geral do trabalho aqui apresentado foi determinar as estruturas de comunidades 

de Archaea, Bacteria e microfungos e conhecer a diversidade de Archaea oxidadoras de amônia 

(AOA) em solos sob floresta primária tropical, cultivo agrícola tradicional (roça de mandioca), 

pastagem implantada há mais de 30 anos e floresta secundária em estádio avançado de 

regeneração (>10 anos de abandono da área) em uma paisagem mosaico na região do Alto 

Solimões, Amazônia Ocidental.  

Mais especificamente, a primeira parte deste trabalho propôs-se avaliar a similaridade das 

estruturas de comunidades de Archaea, Bacteria e microfungos presentes em solos sob diferentes 

sistemas de uso da terra na Amazônia Ocidental utilizando as técnicas moleculares de 

Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) e Análise Automatizada do Espaço 

Intergênico Ribossomal (ARISA). A segunda parte objetivou medir a diversidade e realizar 

inferências filogenéticas a partir de sequências do gene amoA de membros do Domínio Archaea 

presentes em solos sob diferentes usos na Amazônia Ocidental. 
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2 ESTRUTURAS DE COMUNIDADES MICROBIANAS DO SOLO SOB DIFERENTES USOS DA TERRA 
NA AMAZÔNIA OCIDENTAL  

 

Resumo 

        O objetivo desta parte do trabalho foi determinar as estruturas de comunidades microbianas 
presentes em solos sob floresta primária tropical, cultivo agrícola tradicional (roça de mandioca), 
pastagem implantada há mais de 30 anos e floresta secundária em estádio avançado de 
regeneração (>10 anos de abandono da área) em uma paisagem antropizada na Amazônia 
Ocidental brasileira. Amostras de solo foram coletadas a 0-20 cm de profundidade no município 
de Benjamin Constant, estado do Amazonas, usando informações provenientes do manejo local 
da terra confirmadas por imagens de sensoriamento remoto. As estruturas das comunidades de 
Archaea, Bacteria e microfungos foram analisadas por DGGE, ARISA, clonagem e 
sequenciamento de amplicons separados em géis de DGGE. A análise dos dados através de 
técnicas estatísticas multivariadas mostrou que as comunidades microbianas diferiram em 
estrutura e que essas diferenças estiveram relacionadas ao uso da terra e mudanças em vários 
atributos do solo, especialmente aqueles associados com algumas propriedades físicas, tais como 
teor de silte e areia, e químicas (pH, saturação por base e Ca+2). O efeito do desmatamento e uso 
da terra com atividades agrícolas e pecuária mostrou-se capaz de alterar a riqueza de filotipos das 
comunidades microbianas dos solos sob floresta primária tropical da Amazônia, de modo que um 
maior número de amplicons foi detectado em solos sob cultivo agrícola tradicional e pastagem. 
Maior número de picos foi observado nos eletroferogramas gerados com ARISA, se comparado 
ao número de amplicons separado nos perfis de DGGE. O sequenciamento de bandas excisadas 
dos géis de DGGE de Archaea e Bacteria revelou membros dominantes comuns para as 
comunidades dos solos sob os diferentes usos da terra nos dois anos de amostragem. Por fim, os 
resultados permitiram concluir que o uso da terra tem um grande efeito sobre as estruturas de 
comunidades microbianas presentes no solo e sugerem que um longo período de abandono das 
áreas é necessário para superar esse efeito e cumprir com a resiliência dos ecossistemas 
amazônicos no contexto de recomposição da paisagem. 

Palavras-chave: Archaea; Bacteria; Microfungos; Usos da terra; Amazônia; DGGE; ARISA 
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SOIL  MICROBIAL  COMMUNITY  STRUCTURE  UNDER  DIFFERENT  LAND  USE  IN  WESTERN 
AMAZON 

 

Abstract 

        The objective of this part was to determine the microbial community structure present in 
soils under tropical rainforest, traditional agriculture cultivation (manioc), pasture established for 
over 30 years and secondary forest at later stage of regeneration (>10 years abandoned) in mosaic 
landscape in the Brazilian Western Amazon. Soil samples were collected at 0-20 cm depth in the 
municipality of Benjamin Constant, Amazonas State, using information from the local land 
management confirmed by satellite image. The community structure of Archaea, Bacteria and 
microfungi were analyzed by DGGE, ARISA, cloning and amplicons sequencing separated in 
DGGE gels. The data analysis with multivariate statistics techniques showed that microbial 
communities differ in structure and that these differences were related to land use and changes in 
several soil attributes, especially those associated with some physical properties, such as silt and 
sand content, and chemical (pH, base saturation and Ca+2). The effect of deforestation and land 
use with agricultural and pasture activities were able to change the richness of phylotypes of the 
soil microbial communities under Amazonian tropical rainforest, being detected a higher number 
of amplicons in soils under traditional agriculture cultivation and pasture. Higher number of 
peaks were observed in the eletropherograms produced with ARISA, when compared to the 
number of amplicons separated by DGGE. The sequencing of the gel excised bands of DGGE of 
Archaea and Bacteria revealed common dominant members to the soil communities under 
different land use in the two years of sampling. In conclusion, the results allowed to conclude that 
land use has a great effect on microbial community structure present in the soil and suggest that 
long period of abandon of the areas is necessary to overcome this effect and accomplish with the 
resilience of Amazonian ecosystems in the context of landscape recomposition.  

Keywords: Archaea; Bacteria; Microfungi; Land use; Amazon; DGGE; ARISA 
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2.1 Introdução 

Estudos sobre diversidade biológica têm mostrado que as espécies se distribuem 

desigualmente pela superfície da Terra, mas a magnitude da diferença entre a diversidade tropical 

e aquela encontrada em ambientes temperados é claramente ilustrada ao considerarmos a 

Amazônia. Os ecossistemas amazônicos abrigam grande parte da biodiversidade do planeta, mas 

pouco se conhece sobre a composição das comunidades microbianas ou como elas são 

impactadas pelas atividades antrópicas de desmatamento e uso da terra com cultivo agrícola 

tradicional e pastagem. 

Mudanças nas estruturas de comunidades biológicas do solo podem afetar as funções por 

elas realizadas e, consequentemente, a sustentabilidade do ecossistema. A atividade e diversidade 

dos micro-organismos do solo são diretamente influenciadas pelas mudanças em seus habitats. 

Alterações no teor de água (BOSSIO E SCOW, 1998), pH (FIERER E JACKSON, 2006), tipo de 

solo, propriedades de campo (WU et al., 2008), composição e diversidade de plantas (CARNEY 

E MATSON, 2006) têm mostrado influenciar a composição das comunidades microbianas. 

Assim, enquanto os diferentes usos da terra afetam a diversidade e a estrutura de comunidades 

microbianas do solo, a resposta específica de vários grupos microbianos a essas mudanças no 

ambiente ainda é pouca compreendida (BUCKLEY E SCHMIDT, 2001). 

Várias abordagens têm sido empregadas para realizar a avaliação da diversidade de 

populações e comunidades microbianas de interesse presentes no solo, tais como a determinação 

da biomassa, a medição da atividade bioquímica, o cultivo dos organismos e o emprego de 

técnicas moleculares independentes de cultivo (MOREIRA et al., 2008). 

Os métodos moleculares têm revolucionado o estudo dos micro-organismos e de suas 

atividades. A habilidade de extrair DNA ou RNA de células presentes em amostras de solo e a 

análise direta desses ácidos nucléicos em experimentos de hibridização ou uso em reações de 

PCR têm permitido detectar a presença de uma vasta diversidade de micro-organismos 

previamente inimaginável. A aplicação dessas técnicas para o estudo de comunidades 

microbianas tem superado as limitações inerentes ao enriquecimento tradicional e técnicas de 

isolamento, possibilitando, assim, a detecção de organismos ainda não cultivados. 
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Sem dúvida os alvos mais comuns para a caracterização das comunidades microbianas 

são as sequências do gene RNA ribossomal (rrn operon). Estas sequências são as menores 

subunidades (SSU) do gene rRNA, 16S em procariotos e 18S em eucariotos; as maiores 

subunidades (LSU) do gene rRNA, 23S em procarioto e 28S em eucarioto; ou a caracterização 

dessas comunidades é feita pela variabilidade do comprimento do espaço intergênico entre as 

subunidades SSU e LSU. Outros alvos definidos são genes que codificam para funções 

ecológicas específicas (ROTTHAUWE et al., 1997). 

O objetivo de muitas técnicas moleculares é descrever as populações biológicas por meio 

da riqueza de táxons. A avaliação da abundância de diferentes taxas por meio dessas técnicas é 

dificultada por implicações decorrentes das etapas de extração de ácidos nucléicos e 

amplificações por PCR. Além do mais, esses métodos ainda não são refinados ao ponto de 

considerar que a função pode não ser ambiguamente nomeada por diferentes taxas. Portanto, 

métodos moleculares devem ser usados em concordância com outras técnicas para alcançar uma 

compreensão mais holística da estrutura e função das comunidades microbianas do solo (THIES, 

2004). 

As técnicas de fingerprinting fornecem uma visão global da estrutura genética da 

comunidade microbiana. De uma maneira simplificada, a diversidade das sequências de DNA 

obtidas a partir da amostra ambiental é estimada através da migração eletroforética diferencial em 

géis de agarose e acrilamida ou por eletroforese capilar automatizada, em função do tamanho ou 

composição das sequências. O fingerprinting genético fornece um perfil de bandas ou picos que 

reflete a complexidade da comunidade microbiana analisada. Entretanto, estes perfis não podem 

ser diretamente interpretados em termos de riqueza e abundância, uma vez que uma mesma banda 

ou pico pode ser originado de diferentes espécies, e/ou uma célula pode ser representada por 

várias bandas ou picos. Assim, as técnicas de fingerprinting são especialmente adequadas para a 

comparação de comunidades. Os perfis de bandas e picos podem ser analisados em termos de 

similaridade e as relações podem ser representadas por um dendrograma. Desta maneira, 

correlações entre alterações na estrutura genética de comunidades microbianas e variáveis 

ambientais podem ser estabelecidas. 
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A aplicação destas técnicas em estudos de ecologia microbiana vem sendo amplamente 

disseminada nos últimos anos, uma vez que estas metodologias são relativamente fáceis de 

realizar, permitindo a análise simultânea de múltiplas amostras ambientais. 

A técnica de Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) tem sido 

frequentemente aplicada em ecologia microbiana para comparar as complexas estruturas de 

comunidades e para estudar suas dinâmicas (ØVREÅS et al., 1997; el FANTROUSSI et al., 

1999;  HEUER et al., 1999; MUYZER E SMALLA, 1998). Uma vantagem que a análise de 

DGGE apresenta sobre a análise de T-RFLP (do inglês, Terminal Restriction Fragment Length 

Polymorphism) é que amplicons de interesse revelados em um gel podem ser excisados e 

sequenciados, obtendo, assim, informação taxonômica e/ou filogenética sobre os membros 

amplificáveis da comunidade presente no solo. Muyzer et al. (1993) sugeriram que análises de 

DGGE de fragmentos de rDNA amplificados por PCR geram fingerprinting dos constituintes 

mais dominantes de populações microbianas mistas quando são utilizados primers que se anelam 

a regiões conservadas do gene rRNA. 

Outra técnica molecular que tem se mostrado adequada para a análise de comunidades 

microbianas é a Análise do Espaço Intergênico Ribossomal (ARISA), desenvolvida por Fisher e 

Triplett (1999). Nesta técnica, a região do espaço intergênico ribossomal entre a menor e a maior 

subunidade do gene rRNA (16S e 23S rRNA em procariotos e 18S e 28S em eucariotos) é 

amplificada com um primer marcado com fluorescência, o qual permite a detecção desses 

fragmentos em um sequenciador (FISHER & TRIPLETT, 1999). Essas regiões possuem 

comprimento e sequências variáveis entre espécies devido ao número variável de unidades 

funcionais presentes (LOUGHNEY et al., 1982; CHUN et al., 2002; GARCÍA-MARTINEZ et 

al., 2000).  

Neste estudo, as estruturas de comunidades de Archaea, Bacteria e microfungos presentes 

em solos sob floresta primária tropical, cultivo agrícola tradicional, pastagem e floresta 

secundária em estádio avançado de regeneração na Amazônia Ocidental brasileira foram 

analisadas usando Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante baseada nos genes 16S 

rRNA de Archaea e Bacteria e 18S rRNA de microfungos e Análise Automatizada do Espaço 

Intergênico Ribossomal. 
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2.2 Desenvolvimento 

2.2.1 Material e Métodos 

2.2.1.1 Área de estudo e amostragem 

A área de estudo está localizada entre as coordenadas geográficas 4o 21’ e 4o 26’ Sul e 69o 

36’ e 70o 1’ Oeste, no município de Benjamin Constant, noroeste do estado do Amazonas, às 

margens do rio Solimões (Figura 2.1). Esta região, denominada de Alto Solimões, localiza-se na 

tríplice fronteira Brasil, Colômbia e Peru. O delineamento amostral seguiu critérios previamente 

estabelecidos e padronizados pelo projeto CSM-BGBD, os quais indicavam a utilização de 6 

grades de amostragem com cerca de 100 pontos no total, espaçados 200 m entre si (TSBF/CIAT 

E GEF/UNEP, 2003). Algumas adaptações às condições amazônicas foram feitas a fim de 

viabilizar a amostragem de solos e de material biológico para avaliação da diversidade. A 

principal dessas adaptações foi relacionada à distância entre os pontos, modificada para 100 m 

(ou em alguns poucos casos, 50 m) de modo que todos os sistemas de cultivo estivessem 

adequadamente representados. As Janelas 1 e 2 localizam-se na localidade Guanabara II, as 

Janelas 3, 4 e 5 na localidade de Nova Aliança e a Janela 6 localiza-se próxima à sede do 

município de Benjamin Constant. 

As janelas amostrais foram posicionadas em áreas onde predominam as florestas de terra 

firme. O termo “terra-firme” se aplica a todas as florestas da região amazônica que não são 

sazonalmente inundadas pela cheia dos rios, diferenciadas assim das florestas de várzea e igapó 

(RIBEIRO et al., 1999). Nas áreas utilizadas para atividade agropecuária predominam as culturas 

de banana e mandioca. No último Censo Agropecuário, de 1995-1996 (IBGE, 2005b), foram 

contabilizados 11134 hectares de áreas utilizadas no município, sendo 34,6% ocupados por 

lavouras, 11,4% por pastagens, 41,8% por matas ou florestas plantadas e 8,6% estavam em 

descanso. A produção agrícola do ano de 2002 (IBGE, 2005a) foi predominantemente de 

mandioca, com 1830 hectares cultivados, seguida por banana (1614 hectares) e milho (390 

hectares). O rebanho bovino totalizou 2978 cabeças no município em 2002.  

Os sistemas de uso da terra estudados foram caracterizados por Fidalgo et al. (2005) 

quanto à cobertura vegetal e o uso. Nesta classificação, foram enquadradas como Floresta
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Figura 2.1 - Localização das áreas de estudo, das seis janelas e pontos de amostragem (*), na região do Alto Solimões, município de Benjamin 
Constant, estado do Amazonas 
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Primária (Floresta Tropical Aberta) áreas com formação florestal original em que se desconhecia 

a ocorrência de desmatamento; Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração, áreas 

florestais com 10 a 30 anos de formação; Agricultura, cultivos anuais e semiperenes (abacaxi, 

banana, cana-de-açúcar, mandioca e milho); e Pastagem, áreas com Brachiaria brizantha, B. 

humidicola, grama batatais (Paspalum notatum flugge) e espécies invasoras. Todas as áreas eram 

originalmente cobertas por formação florestal original e não foi constatado o uso de corretivos, 

fertilizantes e controle de pragas em nenhum dos sistemas de uso da terra estudados. 

O clima da região é classificado como Af (classificação de Köppen), com temperatura 

média anual de 25,7o C e precipitação média de 2562 mm, com maior intensidade pluviomética 

concentrada nos meses de dezembro a abril (Figura 2.2). Os Cambissolos predominam em 

extensão, correspondendo a 98% dos pontos observados em campo, ocorrendo também Alissolos 

e Gleissolos (FIDALGO et al., 2005). A taxa de desmatamento nesta região é baixa, devido 

principalmente à dificuldade de acesso e à baixa densidade populacional. As comunidades locais 

utilizam as terras com a prática agrícola de corte-e-queima; contudo, algumas áreas são ocupadas 

com pastagem como consequência de políticas governamentais implementadas durante a década 

de 1970. 

 

 

Figura 2.2 - Balanço hídrico anual segundo o método de Thornthwaite 
e Mather (1955), referente ao período de 1960 a 1990 
para o município de Benjamin Constant (AM). Fonte: 
INMET apud FIDALGO et al., 2005 
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Na primeira quinzena de março de 2008 e na última quizena de janeiro de 2009 (período 

úmido e com maior intensidade pluviométrica) amostras de solo foram coletadas nas áreas 

amostrais localizadas no município de Benjamin Constant, estado do Amazonas. Foram 

amostrados doze pontos distribuídos entre os sistemas de uso da terra da seguinte forma: 3 pontos 

amostrados sob floresta primária (pontos amostrais 04, 10 e 16 do projeto CSM-

BGBD/BiosBrasil), 3 pontos sob cultivo agrícola tradicional (19, 23 e 37), 3 pontos sob pastagem 

(84, 92 e 93) e 3 pontos sob floresta secundária em estádio avançado de regeneração (60, 701 e 

77) 

Em cada ponto amostral foram coletadas amostras de solo indeformadas (com estrutura 

preservada) a 0-20 cm de profundidade utilizando tubos de PVC de 25 cm de comprimento e 5 cm 

de diâmetro previamente esterilizados (Figura 2.3 A). Após a coleta, os tubos de PVC foram 

vedados com fita adesiva para evitar deformação e perda da amostra. Os solos foram 

transportados do campo sob gelo em gel até o Laboratório de Ciências do Instituto Natureza e 

Cultura da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), preservados em gelo seco durante a 

condução ao Laboratório de Biologia Celular e Molecular do CENA-USP e armazenados a -80o C 

até o processamento para a extração do DNA total. 

 

 

0 cm

20 cm

25 cm

A) B) C)

 

Figura 2.3 - Amostragem e sub-amostragem do solo. A. obtenção de amostra de solo 
indeformada em campo. B. sub-amostragem do solo em laboratório para fins 
de análise microbiológica. C. separação de frações do solo para extração do 
DNA total 
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Do total de solo coletado em cada ponto amostral, apenas uma sub-amostra cilíndrica 

retirada da porção central com o auxílio de outro tubo de PVC de 30 cm de comprimento e 2 cm 

de diâmetro, previamente esterilizado, foi utilizada para análise microbiológica (Figura 2.3 B). O 

solo externo à porção central foi encaminhado ao Laboratório de Análises Químicas do 

Departamento de Ciência do Solo (ESALQ-USP) para análises dos atributos químicos e ao 

Laboratório Agrotécnico de Piracicaba (Pirasolo) para análise dos atributos físicos. O solo 

restante de ambas as porções foi armazenado em tubos separados a -80o C. 

Cada sub-amostra de solo destinada à análise microbiológica foi deformada, 

homogeneizada em saco plástico e espalhada sobre folha de alumínio em três frações (Figura 2.3 

C). Uma amostra de 0,25 g de solo foi coletada de cada porção e transferida para tubo eppendorf a 

fim de proceder a extração do DNA total do solo. O DNA total foi extraído em triplicata para cada 

ponto amostral. 

 

2.2.1.2 Extração do DNA total do solo 

Para a extração do DNA total do solo utilizou-se o Kit Power Soil DNA ExtractionTM (Mo 

Bio Laboratories, Carlsbad, CA). Brevemente, 0,25 g de solo foi adicionado em microtubos 

contendo granada finamente moída e as células foram lisadas por agitação horizontal a 4 ms-1 por 

5 segundos (agitador de tubos modelo MA 162, Marconi). Após a lise celular, o DNA total do 

solo foi extraído de acordo com as instruções do fabricante. O DNA purificado foi quantificado 

por comparação com padrão de massa após eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) corado com 

brometo de etídeo em tampão TSB (BRODY E KERN, 2004). Como padrão de tamanho e 

quantidade de DNA foi utilizado o marcador de massa DNA Mass Ladder (Invitrogen) e para 

verificar a integridade da molécula empregou-se λ/Hind III (Invitrogen). 

 

 

 



39 

 

2.2.1.3 PCR‐DGGE e PCR‐ARISA 

Reações de PCR para uso em DGGE e ARISA foram realizadas em termociclador 

(modelo GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems) seguindo as condições estabelecidas 

nos respectivos trabalhos de referência dos primers, com pequenas alterações quando necessário 

(Tabela 2.1). Todas as reações de amplificação para uso em DGGE foram preparadas para um 

volume final de 25 µL, usando 2,5 µL de tampão para PCR 10 X, 0,2 mM de cada dNTP, 5 

pmoles de cada primer, 1 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e concentrações 

variáveis de MgCl2 e DNA conforme especificado na Tabela 2.1. As reações de amplificação para 

discriminação usando ARISA foram preparadas nas mesmas condições especificadas acima, com 

equivalência para a concentração de MgCl2 (3,0 mM) entre as reações e variações nas 

concentrações de DNA molde e primer (ver detalhe na tabela a seguir). A verificação do tamanho 

dos amplicons resultantes de cada reação foi feita por comparação com o marcador molecular 

Low DNA Mass ladder (Invitrogen) e padrão de tamanho de DNA 100 pb (Invitrogen) após 

corrida eletroforética a 90 V por 30 minutos em gel de agarose 1%, usando tampão SB (BRODY 

E KERN, 2004). Os géis foram fotodocumentados pelo programa Kodak digital science 1D 

(Scientific Imaging Systems). Os produtos de PCR-ARISA foram purificados utilizando o kit 

QIAquick PCR Purification (Qiagen) de acordo com as instruções do fabricante e analisados 

novamente em gel de agarose 1% conforme descrito acima.    

 

2.2.1.4 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante 

 Análises de DGGE foram realizadas usando o sistema phorU2 (Ingeny, Leiden, The 

Netherlands). Utilizou-se solução tampão 0,5 X de TAE (10 mM de Tris-acetato e 0,5 mM de 

EDTA, pH 8,0), solução desnaturante 80% (7 M de uréia e 40% de formamida) e solução 0%, 

sem uréia e formamida, nas condições apresentadas na Tabela 2.2. As metodologias tiveram como 

base os trabalhos referenciados nesta mesma tabela, com adaptações quando necessário. 
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Tabela 2.1 - Primers utilizados nas reações de PCR, programas no termociclador e variações no preparo das reações 

a f - forward primer; r - reverse primer; gc. - sequência rica em G+C inserida na extremidade 5’; FAM - marcação carboxi-terminal (FAM) na extremidade 5’. 
b Nested-PCR – utilizou como molde o produto resultante da amplificação feita com os primers 21f/958r.  
c Semi Nested-PCR – utilizou como molde o produto resultante da amplificação feita com os primers EF3f/NS1r. 

 

 
Primera 

Especificidade 
e rrn operon 

Sequência (5’  3’)  Referência  Conjunto de primers 
Programa termociclador/variações no 

preparo das reações  

D
 G
 G
 E
 

21f  Archaea, 16S  TTCCGGTTGATCCYGCCGGA DeLong, 1992

21f/958r 

95° C 5 min; 30 ciclos: 95° C 30 s, 
53° C 30 s, 72° C 1 min; 72° C 10 min/ 
3,0 mM MgCl2, 10 ng/µL DNA   
 

958r  Archaea, 16S  YCCGGCGTTGA(I/C)TCCAATT  DeLong, 1992 

340f‐GC  Archaea, 16S  gc.‐CCCTACGGGG(C/T)GCA(G/C)CAG Øvreås et al., 1997

340f‐GC/519rb 

95° C 5 min; 30 ciclos: 95° C 30 s,  
55,8° C 30 s, 72° C 1 min; 72° C 10 min/ 
3,0 mM MgCl2, 10 ng/µL amplicons   
 

519r  Archaea, 16S  TTACCGCGGC(G/T)GCTG  Øvreås et al., 1997 

F984‐GC  Bacteria, 16S  gc.‐AACGCGAAGAACCTTAC Heuer et al., 1997

F984GC/R1378 

94° C 4 min; 35 ciclos: 94° C 1 min,  
60° C 1 min, 72° C 2 min; 72° C 10 min/ 
2,5 mM MgCl2, 10 ng/µL DNA,  
0,25  µL Formamida    
 

R1378  Bacteria, 16S  CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG  Heuer et al., 1997 

EF3f  Fungi, 18S  TCCTCTAAATGACCAAGTTTG  Smit et al., 1999  EF3f/NS1r 
94° C 5 min; 25 ciclos: 94° C 30 s,  
53° C 45 s, 72° C 3 min; 72° C 10 min/ 
3,75 mM MgCl2, 10 ng/µL DNA  

NS1r  Fungi, 18S  GTAGTCATATGCTTGTCTC White et al., 1990  

FR1‐GC  Fungi, 18S  gc.‐AICCATTCAATCGGTAIT  Vainio e Hantula, 2000  FR1‐GC/NS1rc 

94° C 5 min; 20 ciclos: 94° C 30 s,  
50° C 45 s, 72° C 3 min; 72° C 10 min 
3,75 mM MgCl2, 10 ng/µL amplicons  
  

A
 R
 I 
S 
A
 

915f‐FAM  Archaea, ITS  AAAGGAATTGGCGGGGGAGCAC Garcia‐Martínez et al., 2000

915F‐FAM/71r 

96° C 3 min; 30 ciclos: 94° C 1,5 min,  
52° C 1 min, 72° C 1,5 min; 72° C 10 min/ 
2,5 pmoles primer, 2 ng/µL de DNA 
 

71r  Archaea, ITS  TCGGYGCCCGAGCCGAGCCATCC  Garcia‐Martínez et al., 2000 

1490‐72f‐FAM  Bacteria, ITS  TGCGGCTGGATCCCCTCCTT Casamayor et al., 2002
1490‐72f‐FAM/ LSU21‐

38r 

96° C 3 min; 25 ciclos: 94° C 1,5 min,  
52° C 1 min, 72° C 1,5 min; 72° C 10 min/ 
5 pmoles primer, 2 ng/µL de DNA 
 

LSU21‐38r  Bacteria, ITS  TGCCAAGGCATCCACCGT  Casamayor et al., 2002 

2234Cf‐FAM  Fungi, ITS  GTTTCCGTAGGTGAACCTGC Sequerra et al., 1997

2234Cf‐FAM/3126Tr 

94° C 3 min; 35 ciclos: 94° C 30 s,  
59° C 45 s, 72° C 1 min; 72° C 15 min 
5 pmoles primer, 2 ng/µL de DNA 
 

3126Tr  Fungi, ITS  ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT  Sequerra et al., 1997 



41 

 

 

Tabela 2.2 - Condições de eletroforese em gel com gradiente desnaturante utilizadas para análise de 
fragmentos parciais SSU rDNA de diferentes tamanhos 

PCR 
Tamanho 

produto (pb)* 

Gradiente 

desnaturante (%) 

Gel poliacrilamida 

(%) 
Eletroforese  Referência 

340f‐GC/519ra   179  35 ‐ 55 8 5 h a 175 V e 60o C  Øvreås et al., 1997

F984‐GC/R1378b   430  40 ‐ 65 6 16 h a 100 V e 60o C  Heuer et al., 1997

FR1‐GC/NS1rc   1650  18 ‐ 40 6 17 h a 150 V e 58° C  Vainio e Hantula, 2000
aArchaea, bBacteria e cFungi 
*Tamanho dos produtos de amplificação discriminados por DGGE.  

 

 Após a eletroforese, os géis foram corados com nitrato de prata (0,2%) e digitalizados em 

ImageScanner Modelo-PowerLook 1120 USG (Amersham Biosciences). A plataforma de 

software do BioNumerics versão 5.1 (Applied Maths NV, Belgium) foi utilizada para analisar os 

perfis de DGGE. A tolerância com respeito ao posicionamento das bandas foi de 0,8%. Análises 

de agrupamento hierárquico foram feitas usando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group 

Method using Arithmetic Averages) e a correlação foi calculada usando o coeficiente de 

similaridade de Jaccard.  A consistência dos agrupamentos foi avaliada pelos valores de 

correlação cofenética. Análises multivariadas de ordenação (Análise de Componentes Principais e 

Non-Metric Multidimentional Escaling - NMDS) foram feitas usando a mesma plataforma de 

software do BioNumerics e os pacotes do CANOCO for Windows 4.5 (Biometris, Wageningen, 

Holanda), respectivamente. Análises de similaridade (ANOSIM) foram feitas com o programa 

Primer5 for Windows versão 5.2.6 (Plymouth Marine Laboratory, Primer-E, Reino Unido) e a 

riqueza de amplicons foi analisada com o software Statistica versão 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, 

USA). 

 

2.2.1.5 Isolamento, clonagem e sequenciamento de amplicons 16S rRNA separados por DGGE   

 Bandas foram excisadas de géis de DGGE de Bacteria e Archaea e eluídas em 10 µL de 

água ultra-pura (Milli-Q) esterilizada. O DNA difundido foi usado como molde em reações de 

PCR com os primers F984/R1378 (Bacteria) e 340f/519r (Archaea). Os produtos obtidos foram 

analisados em gel de agarose 1% por comparação com o marcador molecular Low DNA Mass 

ladder (Invitrogen) e 100 pb (Invitrogen) como padrão de tamanho de DNA. Em seguida, os 



42 

 

produtos foram purificados com o kit GFX PCR DNA e Gel Band Purification (GE Healthcare), 

quantificados novamente em gel de agarose 1% e clonados no plasmídeo pGEM-T Easy Vector 

(Promega). Após transformação em células quimiocompententes de Escherichia coli (DH-5α), 

clones foram aleatoriamente selecionados, crescidos em meio Circle Grow (Bio 101, Inc) e 

posteriormente o DNA plasmidial foi extraído, analisado em gel de agarose 1% e utilizado como 

molde em reações de PCR com os primers do vetor M13F                  

(5’-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’) e M13R                  

(5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’). As amostras foram preparadas com DYEnamic 

(DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham, Biosciences GE) e os produtos 

resultantes da amplificação foram precipitados com solução de acetato de sódio/EDTA e etanol 

absoluto. Os amplicons foram submetidos a um sequenciador automático ABI Prism 3100 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems) para sequenciamento. As sequências obtidas foram editadas 

usando os programas Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux e comparadas com 

sequências do GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o 

programa nucleotide blast do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al, 

1990). Foi realizado alinhamento com sequências recuperadas do GenBank usando o programa 

Clustal X2 (LARKIN et al., 2007), considerando apenas sequências parciais do 16S rDNA 

amplificadas com primers específicos utilizados para Bacteria e Archaea. Agrupamentos 

filogenéticos foram construídos pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987) 

baseados no método de Jukes-Cantor (JUKES E CANTOR, 1969) e valor de bootstrap de 1000 

repetições. Estas análises foram realizadas com o programa MEGA, versão 4.0 (TAMURA et al., 

2007). Detalhes do procedimento de clonagem e sequenciamento encontram-se descritos no item 

3.2.1.3 deste trabalho. 

 

2.2.1.6 Análise Automatizada do Espaço Intergênico Ribossomal  

 A discriminação usando ARISA foi feita em um sequenciador ABI PRISM 3100 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems). Para o carregamento das amostras no sequenciador, 1 μL do 

produto de PCR purificado foi misturado a 8,75 μL de formamida HiDi e 0,25 μL de um padrão 

de comprimento. Para a análise da variabilidade do tamanho do espaço intergênico ribossomal de 
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Archaea, Bacteria e microfungos empregaram-se os padrões de comprimento GeneScanTM 120 

LIZ (Applied Biosystems),  GeneScanTM 500 ROX (Applied Biosystems) e  MegaBACETM 

ET900 (GE Healthcare), respectivamente.  Antes do carregamento as amostras foram 

desnaturadas a 95o C por 5 minutos e resfriadas a 0o C por 3 minutos. A verificação do 

comprimento dos fragmentos entre a menor e a maior subunidade do gene rRNA foi feita usando 

o programa PeakScanner versão 1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Foram considerados 

nas análises estatísticas subsequentes apenas os tamanhos do espaço intergênico de Archaea com 

variação de 25 a 150 pb, tamanhos de 50 a 500 pb para Bacteria e de 50 a 900 pb para 

microfungos. O tamanho de cada pico foi expresso em um percentual de unidade de fluorescência 

relativo a cada amostra. Os dados foram analisados com técnicas multivariadas usando os pacotes 

do CANOCO for Windows 4.5 (Biometris, Wageningen, Holanda) e a medida de distância de 

Hellinger (LEGENDRE et al., 2001). Análises de similaridade ANOSIM foram feitas com o 

programa Primer5 (Plymouth Marine Laboratory, Primer-E, Reino Unido). 

 

2.2.2 Resultados  

Os atributos físicos do solo estudados foram: teor de argila, silte, areia total (Areia To), 

areia grossa (Areia Gr) e areia fina (Areia Fi). Os atributos químicos analisados foram: P 

disponível, matéria orgânica (MO), pH, K+, Ca2+, Mg2+ trocáveis, hidrogênio + alumínio (H + Al), 

soma de bases (SB), capacidade de troca catiônica (CTC), índice de saturação por bases (V) e os 

micronutrientes (Fe, Mn e Zn) (Tabelas A.1 e A.2, ANEXO A). 

 

2.2.2.1 Análise dos padrões de bandas gerados por DGGE e estatísticas 

As discriminações dos produtos de PCR foram feitas em diferentes géis de DGGE, 

combinando os perfis das comunidades de um mesmo grupo microbiano presentes nos solos sob 

os diferentes usos da terra analisados, comparativamente, da seguinte forma: Cultivo Agrícola 

Tradicional vs. Floresta Primária, Pastagem vs. Floresta Primária e Floresta Secundária vs. 

Floresta Primária. Os solos sob floresta primária foram considerados controle. Foram obtidos três 
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conjuntos de dados (presença/ausência de bandas) para cada ano de coleta e grupo microbiano 

estudado. Baseado nestes conjuntos de dados, quatro análises foram feitas (Análise de 

agrupamento hierárquico, Análise de Componentes Principais, Análise de Similaridade – 

ANOSIM e Non-Metric Multidimentional Escaling – NMDS). 

A classificação feita por método hierárquico permitiu a construção de dendrogramas 

elucidativos contendo a sequência em que ocorreram divisões ou uniões dos diferentes perfis das 

comunidades microbianas revelados por DGGE. A heterogeneidade destes perfis está 

representada pela posição dos seus nós na linha base de similaridade (Figuras 2.4, 2.5, 2.6, 2.7, 

2.8 e 2.9).  A distorção na matriz original dos dados foi quantificada pelo coeficiente de 

correlação cofenética, o qual expressou valores que garantem confiabilidade à interpretação dos 

agrupamentos gerados pelo método de ligação UPGMA.  

Na sequência de figuras apresentada a seguir, cada dendrograma está acompanhado de 

uma Análise de Componentes Principais feita com o mesmo conjunto de dados usado na 

classificação hierárquica. Este método de análise de gradiente indireto consiste em uma técnica 

estatística multivariada que permitiu a distribuição dos perfis das comunidades microbianas ao 

longo de eixos de ordenação com base na presença e ausência de bandas detectadas por DGGE. 

Os valores percentuais associados a cada eixo da ordenação (X, Y e Z) informam a 

explicabilidade destes eixos ao longo das mudanças percebidas nas estruturas de comunidades 

dentro do espaço de ordenação. Conjuntamente, os três eixos plotados em cada ordenação 

apresentada explicam mais de 50% da distribuição dos dados. 
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Figura 2.4 - Agrupamentos hierárquicos e Análise de Componentes Principais definidos a partir de fingerprints 

DGGE de comunidades totais de Archaea presentes em solos sob Floresta Primária - , Cultivo 
Agrícola Tradicional - , Pastagem -  e Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração - 

, amostrados em março de 2008 nas áreas de estudo localizadas na Amazônia Ocidental brasileira. Os 
valores numéricos nos nós dos ramos indicam o coeficiente de correlação cofenética associado com 
cada cluster 
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Figura 2.5 - Agrupamentos hierárquicos e Análise de Componentes Principais definidos a partir de fingerprints 

DGGE de comunidades totais de Archaea presentes em solos sob Floresta Primária - , Cultivo 
Agrícola Tradicional - , Pastagem -  e Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração - 

, amostrados em janeiro de 2009 nas áreas de estudo localizadas na Amazônia Ocidental brasileira. Os 
valores numéricos nos nós dos ramos indicam o coeficiente de correlação cofenética associado com 
cada cluster 
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Figura 2.6 - Agrupamentos hierárquicos e Análise de Componentes Principais definidos a partir de fingerprints 
DGGE de comunidades totais de Bacteria presentes em solos sob Floresta Primária - , Cultivo 
Agrícola Tradicional - , Pastagem -  e Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração - 

, amostrados em março de 2008 nas áreas de estudo localizadas na Amazônia Ocidental brasileira. Os 
valores numéricos nos nós dos ramos indicam o coeficiente de correlação cofenética associado com 
cada cluster 
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Figura 2.7 - Agrupamentos hierárquicos e Análise de Componentes Principais definidos a partir de fingerprints 
DGGE de comunidades totais de Bacteria presentes em solos sob Floresta Primária - , Cultivo 
Agrícola Tradicional - , Pastagem -  e Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração - 

, amostrados em janeiro de 2009 nas áreas de estudo localizadas na Amazônia Ocidental brasileira. Os 
valores numéricos nos nós dos ramos indicam o coeficiente de correlação cofenética associado com 
cada cluster 
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Figura 2.8 - Agrupamentos hierárquicos e Análise de Componentes Principais definidos a partir de fingerprints 
DGGE de comunidades totais de microfungos presentes em solos sob Floresta Primária - , Cultivo 
Agrícola Tradicional - , Pastagem -  e Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração - 

, amostrados em março de 2008 nas áreas de estudo localizadas na Amazônia Ocidental brasileira. Os 
valores numéricos nos nós dos ramos indicam o coeficiente de correlação cofenética associado com 
cada cluster 
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Figura 2.9 - Agrupamentos hierárquicos e Análise de Componentes Principais definidos a partir de fingerprints 
DGGE de comunidades totais de microfungos presentes em solos sob Floresta Primária - , Cultivo 
Agrícola Tradicional - , Pastagem -  e Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração - 

, amostrados em janeiro de 2009 nas áreas de estudo localizadas na Amazônia Ocidental brasileira. 
Os valores numéricos nos nós dos ramos indicam o coeficiente de correlação cofenética associado com 
cada cluster 
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  Análises de similaridade (ANOSIM) foram realizadas com os conjuntos de dados gerados 

por DGGE a fim de testar o efeito do uso da terra nas estruturas de comunidades dos diferentes 

grupos microbianos estudados. A matriz de distância foi construída sem transformação dos dados 

e empregando Bray-Curtis (LEGENDRE E LEGENDRE, 1998) como medida de distância. Os 

valores de R obtidos usando 1000 permutações (Tabela 2.3) expressam o nível de separação das 

estruturas de comunidades microbianas em função do uso da terra variando em uma escala de 0 

(indistinguível) a 1. Interpretam-se os valores de R>0,75 como indicativos de grupos bem 

separados; R>0,5 como grupos com sobreposição, mas claramente diferenciados e R<0,25 como 

grupos pouco separados, de acordo com o manual do programa Primer5 (CLARKE E GORLEY, 

2001). 

 Os dados de presença e ausência de bandas foram ordenados com os atributos físico-

químicos dos solos usando o método multivariado Non-Metric Multidimentional Escaling – 

NMDS (Figuras 2.10, 2.11 e 2.12). Na análise de NMDS foi plotado um ponto para cada amostra. 

A distância entre as amostras foi avaliada usando Jaccard. A fidelidade da relação entre as 

distâncias das amostras no diagrama e os valores reais de similaridade entre elas encontra-se 

expressa na Tabela 2.3 (valores de Stress), juntamente com a correlação e a variabilidade 

resultantes da análise.  

 
Tabela 2.3 - Descrição das análises de similaridade (ANOSIM) e NMDS 

 
Conjunto 
dados

a
 

ANOSIM 
  NMDS 

  Stressb 
Correlação

c

(%)
Variabilidade

d

(%)
  Stressb 

Correlação
c
 

(%) 
Variabilidade

d

(%)

    2008  2009    2008    2009 

Archaea 
CAT vs. FP  0,874  0,750  0,036 77,2 73,9 0,105  71,5  68,9
P vs. FP  0,772  0,904  0,106 68,4 67,3 0,104  75,2  72,3
FS vs. FP  0,600  0,538    0,150  63,9  63,7    0,125  73,2  69,4 

                       

Bacteria 
CAT vs. FP  0,615  0,510  0,203 74,0 60,7 0,182  66,2  57,1
P vs. FP  0,775  0,372    0,116  76,8  61,9    0,167  58,9  60,1 
FS vs. FP  0,789  0,765    0,128  66,7  64,4    0,135  72,0  70,2 

         

microfungos 
CAT vs.FP  0,448  0,405    0,166  65,0  62,9    0,148  66,3  62,4 
P vs. FP  0,442  0,523  0,141 55,6 58,2 0,156  51,1  53,8
FS vs. FP  0,601  0,571    0,130  60,3  59,6    0,131  56,2  54,8        

       aFP - Floresta Primária; CAT - Cultivo Agrícola Tradicional; P - Pastagem; FS - Floresta Secundária. 
bIndica a fidelidade da regressão utilizada na análise (100 permutações). 
cIndica a correlação das estruturas de comunidades microbianas e os atributos físico-químicos do solo para o 
primeiro eixo da ordenação. 
dPorcentagem de variabilidade do conjunto de dados referente às estruturas de comunidades microbianas 
explicada pelo primeiro eixo da ordenação. 
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Figura 2.10  ‐ Análises Non‐Metric Multidimensional Scaling baseadas nas estruturas de  comunidades de Archaea 

(A.1  e A.2), Bacteria  (B.1  e B.2)  e microfungos  (C.1  e C.2),  conforme discriminadas pela  técnica de 
DGGE,  e  nos  atributos  físico‐químicos  dos  solos. Os  números  1  e  2  após  as  letras  de  identificação 
referenciam a  coleta de 2008 e 2009,  respectivamente.    ‐ Floresta Primária e    ‐ Cultivo Agrícola 
Tradicional 
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Figura 2.11  ‐ Análises Non‐Metric Multidimensional Scaling baseadas nas estruturas de  comunidades de Archaea 
(A.1  e A.2), Bacteria  (B.1  e B.2)  e microfungos  (C.1  e C.2),  conforme discriminadas pela  técnica de 
DGGE,  e  nos  atributos  físico‐químicos  dos  solos. Os  números  1  e  2  após  as  letras  de  identificação 
referenciam a coleta de 2008 e 2009, respectivamente.    ‐ Floresta Primária e   ‐ Pastagem 
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Figura 2.12  ‐ Análises Non‐Metric Multidimensional Scaling baseadas nas estruturas de  comunidades de Archaea 
(A.1 e A.2), Bacteria  (B.1 e B.2) e microfungos  (C.1 e C.2),  conforme discriminadas pela  técnica de 
DGGE, e nos atributos  físico‐químicos dos  solos. Os números 1 e 2 após as  letras de  identificação 
referenciam  a  coleta  de  2008  e  2009,  respectivamente.    ‐  Floresta  Primária  e    ‐  Floresta 
Secundária em Estádio Avançado de Regeneração. 
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Valores de Stress <0,05 indicam que a configuração das amostras no espaço de ordenação 

apresenta baixa probabilidade de má interpretação; valores <0,1 garantem boa representação; 

valores <0,2 sugerem interpretação juntamente com outros métodos, e valores >0,3 indicam uma 

representação não aceitável (ter BRAAK E SMILAUER, 2002). 

 As ordenações dos dados de presença e ausência de bandas com os atributos dos solos 

analisados foram caracterizadas por biplots que aproximaram os perfis das comunidades 

microbianas às variáveis ambientais. Assim, os diagramas de ordenação representam as principais 

características da distribuição das comunidades ao longo de um gradiente ambiental definido 

pelos atributos físico-químicos dos solos. Para facilitar a interpretação, os atributos dos solos 

foram representados por setas. O comprimento e a inclinação do vetor são parâmetros 

significantes na interpretação das ordenações. 

 As análises de NMDS dos perfis de DGGE mostraram que as comunidades microbianas 

(Archaea, Bacteria e microfungos) presentes nos habitats dos solos diferiram em estrutura e que 

essas diferenças estiveram relacionadas ao uso da terra e mudanças em vários atributos do solo, 

especialmente aqueles associados com algumas propriedades físicas, tais como teor de silte, areia 

(areia total e areia fina) e químicas (pH, saturação por base e Ca+2). Os valores de pH variaram de 

3,7 a 5,5 nos solos amostrados em 2008 e de 3,7 a 4,9 nos solos coletados na campanha de 2009 

(ver Tabelas A.1 e A.2, ANEXO A). Foi verificada uma correlação entre a porcentagem de 

saturação por base (V%) e o pH do solo. À medida que se reduz a saturação por base, o pH é 

também baixado. 

 As estruturas de comunidades microbianas dos solos sob cultivo agrícola tradicional (roça 

de mandioca) mostraram relação com a taxa de alumínio trocável (H+Al) nos dois anos de 

amostragem (Figura 2.10). Os solos apresentaram, em comum, elevados teores de alumínio 

trocável, variando de 25 a 281 mmolc.dm-3 em 2008 e 42 a 150 mmolc.dm-3 em 2009 (ver Tabela 

A.1 e A.2, ANEXO A). O teor de silte mostrou-se elevado na camada sub-superficial dos solos, 

com valores médios de 469 g/Kg e 427 g/Kg para os anos de 2008 e 2009, respectivamente. 

 Com base nos valores de R expressos pela análise de similaridade (ANOSIM), as 

estruturas de comunidades de Archaea dos solos reveladas nos perfis de DGGE apresentaram 

grupos bem separados nos espaços de ordenação para os dois anos de estudo, exceto para as 
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comparações FS vs FP, que apresentaram valores de R indicativos de grupos com sobreposição, 

mas claramente separados (R>0,5). As estruturas de comunidades bacterianas formaram grupos 

bem separados nas ordenações FS vs FP (R>0,75) em ambos os anos de amostragem dos solos, e 

grupos com sobreposição, mas claramente separados, nas ordenações CAT vs FP. A similaridade 

entre as estruturas de comunidades bacterianas dos solos sob FP e P evidenciou grupos bem 

separados para o ano de 2008 (R>0,75) e grupos com sobreposição para o ano de 2009 (R<0,5). 

As comunidades de microfungos mostraram grupos com sobreposição em todas as ordenações 

realizadas (R>0,5 e R<0,5). 

 

2.2.2.2 Riqueza  de  amplicons  e  análise  de  sequências  de  amplicons  16S  rRNA  excisados  de 

DGGE  

 A riqueza é aqui tratada como o número de amplicons rDNA separados em DGGE. O 

número de amplicons rDNA nos diferentes perfis gerados em DGGE foi avaliado em função dos 

grupos microbianos estudados, dos sistemas de uso da terra e do ano de coleta das amostras de 

solo (Figura 2.13). Em todos os casos analisados, a riqueza de amplicons rDNA de Archaea, 

Bacteria e microfungos apresentou variação ao comparar os valores de média obtidos a partir do 

número de amplicons dos perfis referentes à Floresta Primária (FP) com aqueles referentes ao 

Cultivo Agrícola Tradicional (CAT), Pastagem (P) e Floresta Secundária em Estádio Avançado de 

Regeneração (FS). A análise da riqueza de amplicons de Archaea mostrou resultado inverso para 

as comparações feitas entre CAT vs FP, P vs FP e FS vs FP  nos dois anos de coleta das amostras 

de solo (Figura 2.13, A.1 e A.2). O resultado desta análise para as comunidades de Bacteria e 

microfungos foi similar entre os anos de coleta, exceto para a comparação FP vs P feita para 

Bacteria (Figura 2.13, B.1 e B.2). Na maioria dos casos, a riqueza de amplicons rDNA dos 

diferentes grupos microbianos é maior em CAT, P e FS quando comparada com a de FP. Uma 

exceção a esse comportamento ocorreu nos dois anos de coleta para o grupo dos microfungos ao 

comparar FP e FS. O número de bandas foi maior nos perfis de Bacteria, tendo sido os perfis de 

Archaea mais ricos que os de microfungos. Além disso, o efeito dos usos da terra nas 

comunidades microbianas poderia ter sido observado pela diferença na intensidade das bandas. 
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B.1 B.2

C.2C.1

 
Figura 2.13 - Análise comparativa da riqueza de amplicons rDNA de Archaea (A.1 e A.2), Bacteria (B.1 e B.2) e 

microfungos (C.1 e C.2) separados por DGGE a partir de amostras de solos coletadas em 2008 (1) e 
2009 (2) nos diferentes sistemas de uso da terra (SUTs). Cada comparação foi feita com base no número 
de amplicons separados nos perfis de DGGE contidos em um mesmo gel (FP.1 vs CAT; FP.2 vs P; FP.3 
vs FS). FP - Floresta Primária; CAT - Cultivo Agrícola Tradicional; P - Pastagem e FS - Floresta 
Secundária em Estádio Avançado de Regeneração 
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Quanto à análise baseada no sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA excisados 

de DGGE, foram selecionadas 10 bandas, com posicionamento comum e raro nos géis obtidos 

para as comunidades de Bacteria e Archaea do solo (Figuras 2.14 e 2.16) visando identificar os 

filotipos. Em ambos os casos, foram consideradas sequências de nucleotídeos obtidas de 

aproximadamente 10 clones para cada banda excisada de DGGE. O resultado da análise 

comparativa de todas as sequências obtidas dos clones referentes a cada banda excisada de DGGE 

de Bacteria e Archaea com sequências depositadas no banco de dados do Ribossomal Database 

Project (RDP II) e do Greengenes, respectivamente, foi apresentado nas Tabelas B.1 e B.2, 

ANEXO B.  

A análise comparativa realizada a partir das sequências obtidas de todos os clones 

referentes às bandas selecionadas dos géis de DGGE de Bacteria revelou mais de um organismo 

para cada banda excisada. O organismo de maior ocorrência foi considerado na representação da 

banda, e apenas a sequência de um clone (>96% de identidade com a sequência do organismo de 

maior ocorrência) foi utilizada na análise de agrupamento filogenético. 
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Figura 2.14 - Perfis de DGGE de comunidades de Bacteria presentes nos solos sob os diferentes usos da terra (FP - 

Floresta Primária; CAT - Cultivo Agrícola Tradicional; P - Pastagem e FS - Floresta Secundária em 
Estádio Avançado de Regeneração) amostrados nos anos de 2008 e 2009. Os perfis padrões usados para 
normalização dos géis foram identificados com “*”. Os números acompanhados das setas correspondem 
à identificação da banda excisada do gel. As letras “A”, “B” e “C” indicam as repetições de corrida no 
gel 
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  As sequências selecionadas para representar cada posição de banda considerada na análise 

de sequências de amplicons do gene 16S rRNA de Bacteria foram agrupadas filogeneticamente 

com sequências de isolados bacterianos similares depositadas no bando de dados do Greengenes 

(Figura 2.15).  

 

Lactobacillus sakei str. HS-1

Lactobacillus sakei

Banda 4 – P (Firmicutes; “Bacilli”; Lactobacillales)

Lactobacillus graminis  str. LMG 9825

Lactobacillus graminis str. DSM 20719

Banda 10 – FS (Firmicutes; “Bacilli”; Lactobacillales)

Banda 3 – FP (Firmicutes; “Bacilli”; Lactobacillales)

Banda 8 – FP (Firmicutes; “Bacilli”; Lactobacillales)

Banda 9 – FS (Firmicutes; “Bacilli”; Lactobacillales)

Bacillus senegalensis str. RS6

Banda 7 – FP (Firmicutes; “Bacilli”; Bacillales)

Bacillus sp. str. 7-3

Ralstonia sp. str. CT12

Ralstonia sp. str. 22

Banda 5 – FP (Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales)

Banda 1 – FP (Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales)

Pseudomonas sp. R -21913

Banda 6 – FP (Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales)

Pseudomonas gessardii str. CIP 105469

Banda 2 – CAT (Unclassified Bacteria)

Acidobacterium capsulatum

Korebacter versatilis Ellin 345

Terriglobus roseus str. KBS 68

Terriglobus roseus str. BBS 112100
42

97

100

88
100

33
33

99

95

63

100

70

61
66

96

100

100

85
60

0.01  

Figura 2.15 - Agrupamento filogenético mostrando a relação entre alguns isolados bacterianos e bandas excisadas de 
DGGE. O agrupamento foi construído com base em fragmentos amplificados com os primers 
específicos para Bacteria (F984-GC/R1378). FP - Floresta Primária; CAT - Cultivo Agrícola 
Tradicional; P - Pastagem e FS - Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração 
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Figura 2.16 - Perfis de DGGE de comunidades de Archaea presentes nos solos sob os diferentes usos da terra (FP - 
Floresta Primária; CAT - Cultivo Agrícola Tradicional; P - Pastagem e FS - Floresta Secundária em 
Estádio Avançado de Regeneração) amostrados nos anos de 2008 e 2009. Os perfis padrões usados para 
normalização dos géis foram identificados com “*”. Os números acompanhados das setas correspondem 
à identificação da banda excisada do gel. As letras “A”, “B” e “C” indicam as repetições de corrida no 
gel 
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As sequências selecionadas para representar cada posição de banda considerada na análise 

de sequências de amplicons do gene 16S rRNA de Archaea foram agrupadas filogeneticamente 

com sequências de clones similares depositadas no bando de dados do Greengenes (Figura 2.15).  
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Figura 2.17 - Agrupamento filogenético mostrando a relação entre alguns clones de Archaea e bandas excisadas de 
DGGE. O agrupamento foi construído com base em fragmentos amplificados com os primers 
específicos para Archaea (21f/958r + 340f-GC/519r). FP - Floresta Primária; CAT - Cultivo Agrícola 
Tradicional; P - Pastagem e FS - Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração 

 

  Na análise das sequências de amplicons do gene 16S rRNA de Bacteria, bandas presentes 

na mesma posição no gel, mas obtidas de amostras diferentes, nem sempre afiliaram todas as suas 

sequências ao mesmo organismo no banco de dados do Ribossomal Database Project (RDP). Em 

média, das 10 sequências obtidas para cada banda excisada de DGGE, 8 delas se afiliaram ao 
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mesmo organismo no banco de dados, com porcentagem de similaridade variando de 96% a 

100%. 

 Bandas de DGGE excisadas dos géis por apresentarem posicionamento comum entre as 

amostras foram agrupadas filogeneticamente próximas. Bandas em posicionamentos raros nos 

géis foram distribuídas em ramos distintos nos agrupamentos. No agrupamento filogenético de 

Archaea, bandas com expressiva intensidade excisadas de posicionamento comum nos géis 

(bandas 2, 3, 6, 7, 8 e 9; Figuras 2.16 e 2.17) mostraram proximidade com clones de 

Crenarchaeota obtidos de solos turfosos. Dentre as bandas com posicionamentos raros nos géis, 

as bandas 4 e 10 se afiliaram a clones obtidos de sedimentos marinhos e as bandas 1 e 5 estiveram 

próximas de clones recuperados de solos turfosos. Estas duas últimas bandas foram excisadas de 

posições similares em perfis distintos de DGGE referentes a cultivo agrícola tradicional e 

pastagem, respectivamente. 

 

2.2.2.3 Análise dos padrões de picos gerados por ARISA e análises multivariadas 

 Eletroferogramas gerados em ARISA foram representados na Figura 2.18. Os 

eletroferogramas referentes às comunidades de Archaea dos solos mostraram número máximo de 

picos de 42 e 88 para o conjunto de amostras coletado nos anos de 2008 e 2009, respectivamente, 

e o comprimento do fragmento atingiu até 150 pb. O número máximo de picos nos 

eletroferogramas gerados em ARISA para as comunidades de Bacteria foi de 182 e 273 para os 

dois anos de coleta, consecutivamente, e o comprimento máximo do fragmento foi de 

aproximadamente 600 pb. As comunidades de microfungos dos solos apresentaram maior número 

de picos nos eletroferogramas gerados em ARISA se comparado aos valores mostrados 

anteriormente para as comunidades de Archaea e Bacteria, com número máximo de picos de 622 

e 546 para as amostras coletadas em 2008 e 2009, respectivamente. O tamanho máximo do 

fragmento entre a menor e a maior subunidade do gene rRNA discriminado para as comunidades 

de microfungos nos eletroferogramas foi de aproximadamente 900 pb. 

 Os padrões de picos gerados por ARISA foram convertidos em uma matriz baseada no 

percentual de unidade de fluorescência relativo a cada amostra. Os dados percentuais de unidade 
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de fluorescência foram ordenados com os atributos físico-químicos dos solos usando o método 

multivariado Non-Metric Multidimentional Escaling – NMDS (Figura 2.19). Análises de 

similaridade (ANOSIM) foram realizadas a fim de testar o efeito do uso da terra nas estruturas de 

comunidades dos diferentes grupos microbianos estudados.  
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Figura 2.18 - Eletroferogramas gerados em ARISA para as comunidades de Archaea (A.1 e A.2), Bacteria (B.1 e 

B.2) e microfungos (C.1 e C.2) dos solos. Os números 1 e 2 após as letras de identificação referenciam a 
coleta de 2008 e 2009. FP - Floresta Primária; FS - Floresta Secundária em Estádio Avançado de 
Regeneração; CAT - Cultivo Agrícola Tradicional; e P - Pastagem 
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Figura 2.19 - Análises Non-Metric Multidimensional Scaling baseadas nas estruturas de comunidades de Archaea 

(A.1 e A.2), Bacteria (B.1 e B.2) e microfungos (C.1 e C.2) conforme discriminadas pela técnica de 
ARISA e nos atributos físico-químicos dos solos. Os números 1 e 2 após as letras de identificação 
referenciam a coleta de 2008 e 2009, respectivamente.  - Floresta Primária,  - Cultivo Agrícola 
Tradicional,  - Pastagem e  - Floresta Secundária em Estádio Avançado de Regeneração 
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Em ambas as análises (NMDS e ANOSIM) a distância entre as amostras foi avaliada 

usando Bray-Curtis. A fidelidade da relação entre as distâncias das amostras no diagrama e os 

valores reais de similaridade entre elas encontra-se expressa na Tabela 2.4 (valores de Stress), 

juntamente com a correlação e a variabilidade resultantes da análise.  

 

Tabela 2.4 - Descrição das análises de similaridade (ANOSIM) e NMDS 

  NMDS
Interações

d
  ANOSIM Stress

a
  Correlação

b
 

(%) 
Variabilidade

c

(%) 
Stress

a
Correlação

b

(%) 
Variabilidade

c
 

(%) 

2008  2009   2008 2009

Archaea  0,181  77,4  63,1  0,184  67,1  61,1 
CAT vs FP  0,275 0,881
P vs FP  0,725 0,616
FS vs FP  0,300 0,152

       

Bacteria  0,099  84,1  83,7  0,199  62,7  58,7 
CAT vs FP  0,448 0,642
P vs FP  0,985 0,701
FS vs FP  0,270 0,601

       

microfungos  0,195  67,8  63,9  0,219  51,7  54,7 
CAT vs FP  0,221 0,762
P vs FP  0,057 0,983
FS vs FP  0,218 0,579

aIndica a fidelidade da regressão utilizada na análise (100 permutações). 
bIndica a correlação das estruturas de comunidades microbianas e os atributos físico-químicos do solo para o 
primeiro eixo da ordenação. 
cPorcentagem de variabilidade do conjunto de dados referente às estruturas de comunidades microbianas 
explicada pelo primeiro eixo da ordenação. 
dFP, Floresta Primária; CAT, Cultivo Agrícola Tradicional; P, Pastagem; FS, Floresta Secundária. 

   

Os resultados obtidos com as análises de NMDS dos padrões de picos gerados por ARISA 

foram semelhantes àqueles obtidos com base nos perfis de DGGE e mostraram que as 

comunidades de Archaea, Bacteria e microfungos do solo diferiram em estrutura e que essas 

diferenças estiveram correlacionadas ao uso da terra e mudanças em vários atributos do solo.  

 As ordenações dos dados percentuais de unidade de fluorescência com alguns atributos 

dos solos reforçaram a correlação das estruturas de comunidades microbianas com os teores de 

areia (areia total e areia fina), silte e argila. Quanto à correlação das comunidades de Archaea, 

Bacteria e microfungos com as propriedades químicas dos solos, as estruturas de comunidades 

discriminadas em ARISA mostraram correlação positiva com as concentrações de Fe (Figura 

2.19). As maiores concentrações de Fe foram relatadas para os solos sob floresta primária e 

floresta secundária em 2008 e sob pastagem em 2009 (ver Tabelas A.1 e A.2, ANEXO A). 



67 

 

 Os valores de stress sugerem interpretação, juntamente com outros métodos, das 

ordenações feitas com base nos dados percentuais de unidade de fluorescência (Tabela 2.4). A 

maioria dos valores de R, expressos pela análise de similaridade para as estruturas de 

comunidades microbianas dos solos amostrados em 2009 (interações CAT vs FP; P vs FP; FS vs 

FP), indicam grupos com sobreposição, mas claramente separados nos espaços de ordenação. Para 

o ano de 2008, tais valores indicam grupos pouco separados nas ordenações (Figura 2.19). 

 

2.2.3 Discussão 

 Devido ao desmatamento de áreas de floresta primária tropical na região de estudo ter 

ocorrido em função da prática agrícola de corte-e-queima adotada pelas comunidades locais e da 

implantação de pastagens nos anos de 1970, acompanhado muitas vezes pelo abandono das áreas 

de cultivo e consequente estabelecimento de manchas na paisagem com florestas secundárias em 

diversos estádios de regeneração, foi considerada esta ordem de conversão dos usos da terra na 

apresentação dos resultados obtidos com as técnicas de DGGE e ARISA para as estruturas de 

comunidades microbianas do solo, mesmo que este estudo não tenha considerado crono-

sequências. 

 As comunidades de Archaea, Bacteria e microfungos reveladas por DGGE e ARISA 

diferiram em estrutura para os solos sob floresta primária, cultivo agrícola tradicional (roça de 

mandioca), pastagem implantada há mais de 30 anos e floresta secundária em estádio avançado de 

regeneração (>10 anos de abandono da área) amostrados nos anos de 2008 e 2009. As diferenças 

nas estruturas de comunidades microbianas foram explicadas por alguns atributos do solo, 

especialmente pelo teor de silte e areia (areia total e areia fina), pH, saturação por base (V) e 

concentração de Fe, comprovando a importância das propriedades físicas e químicas do solo para 

as estruturas de comunidades microbianas. 

 Elevados teores de silte e argila estiveram associados aos solos mais bem drenados das 

áreas de estudo, à forte estruturação, baixa macroposidade e elevada e permanente umidade em 

determinadas épocas do ano, conforme apresentado por Coelho et al. (2005) ao caracterizar os 

solos das áreas de estudo. A despeito dos elevados teores de alumínio nos solos, estes mesmos 
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autores atentam que na pequena profundidade do solum, os elevados teores de silte e presença de 

filossilicatos 2:1 evidenciam sua maior jovialidade em relação à grande maioria dos solos de terra 

firme já descritos e mapeados na bacia Amazônica, os quais influenciam sobremaneira suas 

propriedades morfológicas, químicas, físicas, hidro e biológicas, bem como seu comportamento 

frente aos diferentes usos e práticas de manejo. 

 Quanto à correlação observada entre a porcentagem de saturação por base (V%) e o pH do 

solo, Brady (1989) explica que à medida que se reduz a saturação por base, mediante perdas por 

drenagem do calcário e de outros componentes metálicos, o pH é também baixado, numa 

proporção mais ou menos definida. Isto se ajusta ao consenso geral de que a lixiviação tende a 

aumentar a acidez dos solos de regiões úmidas. 

 Cambissolos constituem os solos dominantes nas áreas estudadas, assim, pode-se assumir 

que o uso da terra é o principal fator responsável pelas mudanças nos atributos destes solos, como 

demonstrado por Jesus et al. (2009), ao empregar métodos estatísticos multivariados para 

compreender o efeito do uso da terra sobre as comunidades bacterianas do solo nestas mesmas 

áreas amostrais no município de Benjamin Constant. Estes autores não excluíram a possibilidade 

dos organismos do solo afetar os atributos edáficos, no entanto, assumiram o efeito do uso da terra 

como o principal responsável pelas mudanças apresentadas nas propriedades químicas do solo. 

 As análises de riqueza dos perfis de DGGE (Figura 2.13) e dos padrões de picos gerados 

por ARISA (Figura 2.18) mostraram que as estruturas de comunidades de Archaea, Bacteria e 

microfungos dos solos foram claramente alteradas com a atividade antrópica de desmatamento e 

uso da terra com cultivo agrícola e pastagem, não evidenciando alta similaridade entre o número 

de bandas nos perfis de DGGE e número de picos nos eletroferogramas gerados por ARISA para 

as comunidades microbianas presentes nos solos sob os diferentes sistemas de uso da terra, 

inclusive sob floresta primária e floresta secundária em estádio avançado de regeneração (>10 

anos de abandono da área).  

 Buckley e Schmidt (2003) compararam as estruturas de comunidades microbianas de 

campos agrícolas abandonados por diferentes períodos de tempo e em diferentes estádios 

sucessionais de regeneração, com as de campos cultivados historicamente e campos nunca 

submetidos a cultivos agrícolas. Os autores mostraram que campos que nunca haviam sido 
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cultivados diferiram significativamente daqueles cultivados historicamente. Quando compararam 

os campos abandonados em diferentes estádios sucessionais, o campo que havia sido abandonado 

por nove anos mostrou-se ainda bastante similar às áreas historicamente cultivadas. Somente o 

campo que havia sido abandonado há mais de 45 anos apresentou estruturas de comunidades 

microbianas que foram comparáveis às de campos que nunca haviam sido usados com agricultura. 

Tais resultados sugerem que períodos longos de regeneração da formação florestal são requeridos 

para que as comunidades microbianas possam ser convertidas às suas estruturas originais. 

Jesus et al. (2009) constataram tendência de recomposição das comunidades bacterianas 

do solo nas mesmas áreas amostrais deste estudo no município de Benjamin Constant, após uso da 

terra com cultivo agrícola e pastagem, seguido de abandono das áreas por períodos de 5 a 30 anos. 

Os autores argumentaram que a intensidade da prática agrícola de corte-e-queima nas áreas 

amostrais não foi suficiente para impactar de modo significativo as comunidades bacterianas do 

solo, e destacaram que tais áreas são circundadas, na paisagem, por extensas manchas de floresta, 

que devem servir como fonte de inóculo para a colonização das áreas previamente desmatadas. 

 Maior riqueza de filotipos foi detectada com ARISA, se comparado ao número de 

amplicons separado nos perfis de DGGE. Muyzer et al. (1993) sugeriram que análises de DGGE 

de fragmentos de rDNA amplificados por PCR geram fingerprinting dos constituintes mais 

dominantes de populações microbianas mistas quando são utilizados primers que se anelam a 

regiões conservadas do gene rRNA. Gürtler & Stanisich (1996) asseguram que a análise de 

sequências intergênicas espaçadoras entre a menor e a maior subunidade do gene rRNA é capaz 

de gerar maior variabilidade ao investigar os organismos ao nível das comunidades. Cabe ainda 

considerar a sensibilidade da eletroforese capilar automatizada na caracterização da complexidade 

de comunidades microbianas. 

A identificação das dez bandas excisadas de DGGE de Bacteria e dez bandas excisadas de 

DGGE de Archaea revelou membros dominantes comuns para as comunidades microbianas dos 

solos sob os diferentes usos da terra, quando analisadas as sequências de nucleotídeos obtidas para 

uma mesma posição de banda nos perfis de DGGE. Bandas posicionadas diferentemente nos géis 

tiveram suas sequências afiliadas a diferentes organismos nos agrupamentos filogenéticos, 

demonstrando a ocorrência particular de alguns membros das comunidades microbianas em solos 
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sob determinados usos da terra. Um maior número de bandas sequenciadas seria necessário para 

tornar possível a correlação de alguns organismos a um dado sistema de uso da terra, visto que 

foram considerados primers “universais” para a amplificação de regiões do gene 16S rRNA dos 

Domínios microbianos estudados e obtidos perfis com alta riqueza de amplicons. 

O sequenciamento das bandas de maior intensidade, e de posicionamento e ocorrência 

comum nos perfis de DGGE de Bacteria referentes às amostras de solo coletadas em 2009, 

mostrou a ocorrência e dominância de bactéria da Ordem Lactobacillales nos solos sob os 

diferentes usos da terra amostrados no referido ano. Para o ano de 2008, os perfis de DGGE 

revelaram bandas de maior intensidade posicionadas diferentemente nos géis referentes aos vários 

sistemas de uso da terra. O resultado do sequenciamento dessas bandas revelou diferentes 

organismos dominando em tais comunidades. Isto mostra o dinamismo apresentado pelas 

comunidades microbianas do solo em função de fatores ambientais que possivelmente divergiram 

nos dois anos de amostragens. 

 Como observado pelas análises dos padrões de PCR-DGGE e PCR-ARISA das 

comunidades microbianas, este trabalho mostrou que os diferentes usos da terra estudados no 

município de Benjamin Constant, região do Alto Solimões, Amazônia Ocidental, tiveram um 

grande impacto sobre as estruturas de comunidades de Archaea, Bacteria e microfungos presentes 

no solo. Os resultados sugerem que a atividade antrópica de desmatamento e uso da terra com 

cultivo agrícola tradicional e pastagem modifica as comunidades microbianas dos solos e longos 

períodos de abandono da área são requeridos para que a resiliência dos ecossistemas do solo se 

cumpra. 
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3 DIVERSIDADE DE Archaea OXIDADORAS DE AMÔNIA EM SOLOS DA AMAZÔNIA OCIDENTAL 

 

Resumo 

        Neste estudo foi medida a diversidade e realizadas inferências filogenéticas a partir de 
sequências do gene que codifica para amônia monoxigenase (amoA) em membros do Domínio 
Archaea presentes em solos sob floresta primária tropical, cultivo agrícola tradicional (roça de 
mandioca), pastagem implantada há mais de 30 anos e floresta secundária em estádio avançado de 
regeneração (>10 anos de abandono da área). Sequências do gene amoA de Archaea presentes nos 
solos foram amplificadas por PCR com primers específicos a partir do DNA total extraído 
diretamente de amostras de solos. A coleta foi realizada a 0-20 cm de profundidade em solos sob 
os diferentes sistemas de uso da terra inseridos em uma paisagem antropizada no município de 
Benjamin Constant, região do Alto Solimões, Amazônia Ocidental. Com base em Unidades 
Taxonômicas Operacionais (UTOs) definidas pelo programa DOTUR, constatou-se maior riqueza 
e diversidade de Archaea oxidadoras de amônia (AOA) para os solos sob pastagem, seguido por 
menor riqueza e diversidade deste grupo funcional nos solos sob floresta primária, cultivo 
agrícola tradicional e floresta secundária em estádio avançado de regeneração, consecutivamente. 
Nos agrupamentos filogenéticos, as UTOs referentes aos solos estudados mostraram relações 
evolutivas com sequências referenciadas no banco de dados como originárias de sedimento 
marinho e solos geograficamente distantes. Um clado filogenético único foi definido para as 
sequências de AOA dos solos sob floresta primária. Agrupamentos monofiléticos mostraram a 
associação de sequências do gene amoA de Archaea obtidas de solos sob os diferentes usos da 
terra subsequentes ao desmatamento da vegetação florestal primária, sugerindo que perturbações 
antrópicas associadas à implantação de pastagens, ao manejo agrícola tradicional e ao abandono 
de áreas cultivadas, seguido da regeneração natural, podem influenciar a diversidade genética das 
populações de AOA de solos sob floresta tropical úmida da Amazônia. 

Palavras-chave: AOA; amoA, Nitrificação; Solos; Florestas tropicais: Amazônia  
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SOIL DIVERSITY OF AMMONIA OXIDIZING Archaea IN WESTERN AMAZON 

 

Abstract 

        In this study the diversity was measured and phylogenetic inferences were realized using 
sequences of the gene that codes for ammonia monooxygenase (amoA) in members of the 
Domain Archaea present in soils under tropical rainforest, traditional agriculture cultivation 
(manioc), pasture established for over 30 years and secondary forest in later stage of regeneration 
(>10 years abandoned). Sequences from the amoA gene of Archaea present in the soils were 
amplified by PCR with specific primers from total DNA extracted directly from soil samples. The 
sampling was realized at 0-20 cm depth in soils under different land use systems located in 
mosaic landscape at Benjamin Constant Municipality, Alto Solimões region, Western Amazon. 
Based on Operational Taxonomic Units (OTUs) defined by DOTUR program, it was found an 
elevated ammonia oxidizing Archaea (AOA) richness and diversity for the soils under pasture, 
followed by lower richness and diversity of this functional group in soils under tropical rainforest, 
traditional agriculture cultivation and secondary forest in later stage of regeneration, 
consecutively. In phylogenetic branch, the OTUs related to the studied soils showed evolutionary 
relations with sequences referred in the database as originated from sea sediments and distant 
geographically soils. One branch was defined to the sequences of AOA from the soils under 
tropical rainforest. Branchs showed association to sequences from the amoA gene of Archaea 
obtained from soils under different land use followed by deforestation of tropical rainforest, 
suggesting that anthropic changes associated to implementation of pasture, management 
traditional agriculture and abandon of cultivated areas, followed by natural regeneration, may 
influence the genetic diversity of populations of AOA from soils under tropical rainforest in the 
Amazon.                     

Keywords: AOA; amoA; Nitrification; Soil; Tropical forests; Amazon 
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3.1 Introdução 

A bacia amazônica abriga mais da metade do remanescente de floresta tropical do mundo, 

e provavelmente sustenta mais espécies do que qualquer outra região na Terra. Paisagens 

fragmentadas na Amazônia revelam mudanças na dinâmica florestal, estrutura, composição e 

microclima, e apresentam um mosaico de uso da terra que afeta negativamente uma variedade de 

espécies (LAURANCE et al., 2000). Estudos em longo prazo, como os realizados pelo Biological 

Dynamics of Forest Fragments Project (BDFFP) nas proximidades de Manaus, estado do 

Amazonas (LOVEJOY et al., 1986; BIERREGAARD et al., 1992), estão revelando que a 

fragmentação de habitat afeta a ecologia da floresta amazônica, alterando a diversidade biológica 

dos fragmentos (LAURANCE E BIERREGAARD, 1997) e modificando processos ecológicos 

como a ciclagem de nutrientes (DIDHAM, 1997).   

Embora a Amazônia brasileira seja conhecida por sua diversidade de flora e fauna, 

relativamente poucos estudos foram publicados focalizando aspectos de ecologia microbiana 

analisados nesta região, principalmente aqueles relacionados com comunidades de Archaea do 

solo. Borneman e Triplett (1997) reportaram apenas duas sequências de Archaea na bacia 

amazônica entre 100 sequências do gene que codifica para a menor subunidade rRNA obtidas por 

amplificação pela técnica de PCR com primers universais. Fierer et al. (2007) usando o mesmo 

método analítico informaram que o número de UTOs (Unidades Taxonômicas Operacionais) em 

comunidades de Archaea provavelmente não excede 106 em solos da bacia amazônica do Peru.   

Archaea constitui uma das três principais linhagens evolutivas da vida na Terra (WOESE, 

1987; WOESE et al., 1990). Durante as duas últimas décadas, membros deste Domínio têm sido 

foco de pesquisas em ecologia microbiana devido à onipresença e abundância em vários 

ecossistemas terrestres perturbados naturalmente e por ação antrópica (CHABAN et al., 2006). 

Algumas Archaea podem conter gene que codifica para a subunidade da enzima monoxigenase de 

amônia (amoA) como reportado por Venter et al. (2004) usando análises por shotgun de 

sequências de DNA derivadas do Mar do  Sargasso. Leininger et al. (2006) investigaram a 

abundância do gene amoA em 12 solos intemperizados e agrícolas de três zonas climáticas e 

verificaram que cópias de amoA de Crenarchaeota (Archaea) superavam em até 3000 vezes a 

abundância de genes amoA bacterianos. Considerando a onipresença de Archaea oxidadora de 
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amônia (AOA) em vários habitats, tais como corpos de água marinhos óxicos e subóxicos, 

sedimentos marinos e solos (Francis et. al, 2005), parece provável que AOA também estão 

presentes em solos tropicais da Amazônia brasileira associadas ao processo de oxidação de 

amônia pelos quais o Domínio Archaea tem sido reconhecido como integrante no ciclo global do 

nitrogênio (JETTEN, 2008). Assim, a diversidade de Archaea desta região tropical é um objeto de 

grande interesse para estudos microbiológicos.   

A bacia do Alto Solimões localizada na Amazônia Ocidental, estado do Amazonas, é 

território remanescente de povos indígenas e, pelo difícil acesso, permanece como uma região 

conservada da Amazônia, sendo um importante hotspot de biodiversidade. Ainda assim, a região 

do Alto Solimões apresenta paisagens florestais antropizadas com diferentes usos da terra. Entre 

os sistemas de uso da terra predominantes nesta região, destacam-se aqueles baseados no uso da 

floresta e os sistemas baseados predominantemente em produtos florestais, produtos animais e em 

culturas anuais. Os principais tipos de sistemas baseados em produtos florestais envolvem o 

sistema de produção florestal extensiva, na forma de agroflorestas, composto por vários estratos e 

diversidade de espécies; o sistema agroflorestal intensificado, composto por uma mistura de 

espécies arbóreas; e a monocultura de espécies florestais. Os sistemas baseados 

predominantemente em produtos animais podem ser divididos em uso de pastagens naturais ou 

espontâneas como fonte de forrageira e pastagem manejada para prover maior quantidade e 

qualidade de forragem. Os sistemas baseados predominantemente em culturas anuais identificados 

na região do Alto Solimões são representados por cultivo itinerante e pousio longo, que envolvem 

o abandono de áreas cultivadas permitindo a regeneração natural; ciclos intensivos e de 

intensidade média, com pousio médio a curto, entre 2 e 5 anos; e cultivo permanente ou pousio 

muito curto. 

 

Archaea oxidadoras de amônia e sua importância no ciclo do nitrogênio 

Com o crescente número de estudos em ecologia molecular e a consequente descoberta de 

novos grupos microbianos, alguns princípios básicos têm sido revistos à luz dessas novas 

descobertas. Dentre alguns exemplos, pode-se citar a oxidação anaeróbica de metano por Archaea 

e a oxidação de amônia anaeróbica por planctomycetos (anamox) (STROUS E JETTEN, 2004). A 
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descoberta de Archaea (Crenarchaeota) oxidadoras de amônia representa um novo desafio que 

tem mudado a compreensão acerca do papel desses organismos no ciclo do nitrogênio e sua 

importância em diversos ecossistemas. 

Membros do reino Creanarchaeota são ubíquos e constituem uma grande porção dos 

organismos mesofílicos em ambientes marinhos e terrestres (NICOL E SCHLEPER, 2006). 

Sequências do gene 16S rRNA de membros desse grupo já foram recuperadas de amostras de 

solos sob vegetação florestal, cultivos agrícolas, pastagem, solos alpinos (BINTRIM et al., 1997; 

JURGENS et al., 1997; BUCKLEY et al., 1998; NICOL et al., 2003), água doce (JURGENS et 

al., 2000), sedimentos, (SCHLEPER et al., 1997; VETRIANI et al., 1999), tecidos e trato 

intestinal de animais terrestres e marinhos (PRESTON et al., 1996; van der MAAREL et al., 

1998; FRIEDRICH et al., 2001).  Membros desse grupo foram recentemente identificados como 

portadores de genes codificando para amônia monoxigenase (VENTER et al., 2004; KÖNNEKE 

et al., 2005; SCHLEPER et al., 2005; TREUSCH et al., 2005). 

A oxidação de amônia, o primeiro passo do processo da nitrificação, consiste na oxidação 

de amônia a nitrito através do metabolismo autotrófico dos micro-organismos em questão. Em 

solos, a oxidação de amônia pode acarretar perda de nitrogênio devido à mineralização ou 

lixiviação do nitrito. Até recentemente, considerava-se que a oxidação de amônia era realizada em 

grande parte pelas bactérias (AOB, Ammonia-Oxidizing Bacteria), que formam dois grupos 

monofiléticos distintos dentre as delta e betaproteobactérias (NICOL E SCHLEPER, 2006).   

Estudos envolvendo a assimilação de isótopos de carbono na forma inorgânica 

(KUYPERS et al., 2001; PEARSON et al., 2001; HERNDL et al., 2005; WUCHTER et al., 2006) 

já indicavam a capacidade das Archaea incorporar esse carbono autotroficamente. Esses estudos, 

porém, não determinavam qual a fonte de energia utilizada. A primeira ligação entre esses 

organismos e os envolvidos na oxidação de amônia foi a descoberta de um clone metagenômico 

de uma amostra de solo, contendo genes amo putativos e um operon para RNA ribossomal de 

Crenarchaeota (TREUSCH et al., 2005). Essa descoberta foi corroborada pelos resultados obtidos 

por Venter et al. (2004) ao identificar outro operon no sequenciamento do metagenoma do mar do 

Sargasso, levando à hipótese de oxidação de amônia pelos Crenarchaeota (SCHLEPER et al., 

2005). Essa hipótese foi comprovada em 2005 com o isolamento de Nitropumilus maritimus, 
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organismo quimiolitoautotrófico que utiliza amônia como forma de energia (KÖNNEKE et al., 

2005). Porém, a grande mudança na visão dos estudiosos do ciclo do nitrogênio surgiu quando 

Leininger et al. (2006) mostraram que em doze amostras de solo de diferentes origens e usos na 

Europa (solos de floresta e sob agricultura) a quantidade de RNA que codifica para amônia 

monoxigenase de origem bacteriana era de 1,5 a 232 vezes menor que a transcrita por Archaea. 

De acordo com o referido estudo, as Archaea passaram a ser compreendidas como as principais 

responsáveis pelo processo da oxidação de amônia nos solos. 

 Neste estudo, sequências do gene amoA de Archaea obtidas de solos sob floresta primária 

tropical úmida, cultivo agrícola tradicional (roça de mandioca), pastagem homogênea implantada 

há mais de 30 anos e floresta secundária em estádio avançado de regeneração (>10 anos de 

abandono da área) na Amazônia Ocidental brasileira, revelaram a diversidade de AOA nestes 

solos e permitiram calcular parâmetros ecológicos associados a essas comunidades sob os 

diferentes usos da terra. 

 

3.2 Desenvolvimento 

3.2.1 Material e Métodos 

3.2.1.1 Área de estudo e amostragem 

 As informações referentes à caracterização da área de estudo e ao processo de amostragem 

dos solos têm sido descritas no item 2.2.1.1 deste trabalho. 

 

3.2.1.2 Extração do DNA total do solo 

 Para a realização deste trabalho foram utilizadas amostras de solo coletadas na campanha 

de 2008. Para extração do DNA total do solo utilizou-se o kit Power Soil DNA ExtractionTM (Mo 

Bio Laboratories, Carlsbad, CA) conforme descrito no item 2.2.1.2. 
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3.2.1.3 Amplificação, clonagem e sequenciamento de fragmentos do gene amoA de Archaea  

 Fragmentos do gene amoA de Archaea  (635 pb) foram amplificados utilizando os 

iniciadores Arch-amoAF (5’-STA ATG GTC TGG CTT AGA CG-3’) e Arch-amoAR (5’-GCG 

GCC ATC CAT CTG TAT GT-3’) (FRANCIS et al., 2005) a partir de pools separados do DNA 

total dos solos coletados sob floresta primária tropical, cultivo agrícola tradicional, pastagem e 

floresta secundária em estádio avançado de regeneração. A amplificação foi feita em solução 

contendo: 2,5 μL de tampão para PCR 10 X, 0,8 mM de cada dNTP (2,0 μL), 5,0 mM de MgCl2 

(2,5 μL), 8,0 pmoles de cada primer (0,08 μL), 1,25 U de Platinum® Taq DNA Polimerase 

(Invitrogen) (0,25 μL), 1 μL do pool de DNA total do solo,  e água ultra-pura (Milli-Q) 

esterilizada para um volume final de 25 μL. As condições de reação foram 95° C por 5 minutos, 

35 ciclos de 94° C por 45 segundos, 53° C por 1 minuto e 72° C por 1 minuto; e 72° C por 10 

minutos. O produto amplificado foi purificado utilizando o kit GFXTM PCR DNA e Gel Band 

Purification (GE Healthcare) e clonado em vetor pGEM-T Easy de acordo com as instruções 

contidas no Kit pGEM-T Easy Vector (Promega). O cálculo da razão inserto:vetor foi realizado de 

acordo com a fórmula: [(ng vetor X tamanho do inserto em Kb)/tamanho do vetor em Kb] X razão 

molar inserto:vetor = ng de inserto. 

 O vetor contendo o inserto foi inserido em células competentes de E.coli DH5α através de 

choque térmico (SAMBROOK et al., 1989). O processo de transformação foi feito da seguinte 

forma: 2 μL do produto de ligação e 50 μL de células competentes foram adicionados em 

microtubos, misturados gentilmente e incubados no gelo por 30 minutos. Em seguida, os 

microtubos foram incubados a 42° C por 50 segundos e posteriormente mantidos em gelo por 2 

minutos. Adicionou-se 450 μL de meio SOC (SAMBROOK et al., 1989) e a mistura foi incubada 

a 37° C, por 2 horas, sob agitação de 200 rpm. As células competentes transformadas foram 

cultivadas em placas de Petri contendo meio LB-ágar, acrescido de ampicilina, X-Gal e IPTG 

(todos em concentração final de 100 μg.mL-1). As células foram incubadas em estufa a 37° C, por 

16 horas, e após este período as placas foram armazenadas a 4° C para facilitar a visualização e a 

seleção das colônias contendo o inserto. Pelo fato do vetor utilizado no estudo possuir o sistema 

β-galactosidase induzido pelo IPTG e sinalizado pelo indicador X-Gal, clones contendo o 

fragmento ligado ao plasmídeo transformado apresentaram coloração branca e os clones que 

receberam o plasmídeo sem o fragmento ligado apresentaram coloração azul (indicando a 
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expressão do gene lacZ). Assim, as colônias com coloração branca (correspondendo aos possíveis 

clones positivos) foram repicadas novamente em meio Cicle Grow (Bio 101, Inc) e incubadas a 

37o C por 20 horas para confirmação das células transformadas e isolamento dos clones. 

Após a estocagem dos clones, foi feita a extração do DNA plasmidial das culturas 

(BIRNBOIM E DOLY, 1979), segundo protocolo modificado. A placa foi centrifugada a 4000 

rpm por 6 minutos a 20o C. O meio de cultura foi descartado e verificou-se a presença de 

precipitado. A placa foi mantida em posição invertida sobre papel absorvente por 5 minutos. Em 

cada cavidade foram adicionados 240 μL de solução GTE (Glicose 50 mM; Tris-HCl 25 mM, pH 

8,0; EDTA 10 mM, pH 8,0) e agitou-se vigorosamente por 2 minutos. O material foi centrifugado 

a 4000 rpm por 6 minutos a 20o C e o sobrenadante descartado. A placa foi novamente invertida 

sobre o papel absorvente por 5 minutos. As células foram ressuspendidas em 80 μL de solução 

GTE e agitou-se por 2 minutos. Em uma microplaca de fundo U (tipo Elisa) foram adicionados 

2,5 μL de RNAse em cada cavidade (10 mg.mL-1) e 60 μL de cada suspensão de células. 

Adicionou-se 60 μL de NaOH/SDS (NaOH 0,2 N; SDS 1%), inverteu-se a placa 10 vezes, 

incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugou-se a 4000 rpm por 30 segundos a 

20o C. Foram adicionados 60 μL de acetato de potássio 3 M, pH 4,8 (29,44 g de KOAc foram 

dissolvidos em 60 mL de água e adicionados 11,5 mL de ácido acético glacial; o volume foi 

completado para 100 mL com água ultra-pura Milli-Q autoclavada) e novamente foi feita mistura 

por inversão. A placa contendo os plasmídeos foi incubada por 10 minutos a temperatura 

ambiente, centrifugada a 4000 rpm por 30 segundos a 20o C e incubada em estufa a  90° C por 

exatos 30 minutos. Após esse período, as amostras foram colocadas em gelo por 10 minutos e 

centrifugadas a 4000 rpm por 4 minutos a 20o C. Todo o volume das amostras foi transferido para 

uma microplaca com filtro (PVDF – 0,2 μm – Millipore) e centrifugado a 4000 rpm por 4 minutos 

a 20o C. Adicionou-se ao material filtrado 110 μL de isopropanol absoluto e a solução foi 

misturada por inversão. O material foi centrifugado a 4000 rpm por 45 minutos a 20o C. Depois de 

centrifugado o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 200 μL de etanol 70% 

gelado e, posteriormente, centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos a 20o C. O sobrenadante foi 

descartado e a placa foi centrifugada invertida sobre o papel absorvente a 900 rpm por 3 minutos a 

20o C. As amostras foram deixadas por 1 hora a temperatura ambiente para secagem e 

posteriormente ressuspendidas em 40 μL de água ultra-pura (Milli-Q) autoclavada. A placa foi 

incubada por 16 horas a temperatura ambiente para solubilização do material e armazenada a -20o 
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C. Para verificação e quantificação da extração do DNA plasmidial, uma alíquota de 2 μL de 

DNA adicionada a 3 μL de tampão de carregamento foi aplicada em gel de agarose 1%. O 

Marcador molecular Low DNA Mass ladder (Invitrogen) foi aplicado para verificação das 

concentrações. O gel foi documentado através do programa Kodak digital science 1D (Scientific 

Imaging Systems).  

Para a confirmação da inserção dos fragmentos no vetor de clonagem, foram realizadas 

reações de PCR utilizando os primers para o gene amoA de Archaea – Arch-amoAF e Arch-

amoAR, como descrito anteriormente, confirmando a presença dos fragmentos de tamanho 

desejado (635 pb). O perfil da amplificação dos fragmentos obtidos indicou que aproximadamente 

100% das amostras avaliadas continham o fragmento correspondente ao gene amoA de Archaea. 

As reações de sequenciamento foram feitas utilizando separadamente os primers do vetor 

M13F (5’-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’) e M13R (5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-

3’) da seguinte maneira: 200 ng de DNA plasmidial, 2 μL de DYEnamic (DYEnamic ET 

Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham, Biosciences GE), 1 μL de um dos primers a 5 

pmoles, 3 μL de buffer de diluição 2,5 X (400 mM Tris-HCl pH 9,0; 10 mM MgCl2) e água ultra-

pura (Milli-Q) esterilizada para um volume final de 10 μL. As reações foram conduzidas em 

termociclador nas seguintes condições: 30 ciclos com desnaturação a 95° C por 20 segundos, 

anelamento a 55° C por 15 segundos, extensão a 60° C por 60 segundos. Ao final do programa as 

amostras permaneceram no termociclador a 4° C. 

Após a reação, as amostras foram precipitadas para o sequenciamento conforme instrução 

do fabricante. Adicionou-se 2 μL de solução de acetato de sódio/EDTA e 60 μL de etanol 

absoluto. O material foi misturado em vortex e centrifugado a 4000 rpm por 45 minutos a 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e a placa foi centrifugada em posição 

invertida sobre papel absorvente a 900 rpm por 30 segundos. Adicionou-se 150 μL de etanol 70% 

e centrifugou-se a 4000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido 

e a placa foi centrifugada em posição invertida sobre papel absorvente a 900 rpm por 30 segundos 

a temperatura ambiente. As amostras foram secas em termociclador a 40o C por 10 minutos, 

ressuspendidas em 10 μL de Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) e agitadas em vortex por 10 
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minutos. O sequenciamento dos clones foi realizado em sequenciador capilar automático modelo 

ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

 

3.2.1.4 Análises das sequências, parâmetros ecológicos, medidas de diversidade e estatística 

 As sequências nucleotídicas tiveram seus cromatogramas analisados e posteriormente 

foram editadas utilizando os programas Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux 

(EWING & GREEN, 1998; EWING et al., 1998; GORDON et al., 1998) a fim de estabelecer as 

sequências consenso para cada clone, remover as bases com baixa qualidade e as sequências do 

vetor. O nível de exigência mínimo foi de 600 bases e Phred com qualidade de base acima de 20 

(1 erro a cada 100 bases lidas).  

As sequências consenso foram comparadas com sequências de nucleotídeos 

disponibilizadas no banco de dados do GenBank do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), utilizando os programas nucleotide blast e blastx do Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al, 1990).  

Após o alinhamento múltiplo, realizado no programa Clustal X2 (LARKIN et al., 2007), 

das sequências do gene amoA de Archaea obtidas dos clones e traduzidas in silico para proteína 

(CLC Sequence Viewer 6.0.2 - CLC bio) e das sequências referências do GenBank, foram 

construídos agrupamentos filogenéticos no programa MEGA versão 4.0 (TAMURA et al., 2007) 

pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU E NEI, 1987) baseado na estimativa de distância 

calculada pelo método de Jukes-Cantor (JUKES E CANTOR, 1969), usando modelo de 

substituição de resíduos de aminoácidos por Matriz PAM (Dayhoff) e valor de bootstrap de 1000 

repetições.  

Para análise das medidas de diversidade das bibliotecas do gene amoA de Archaea obtidas 

nos diferentes sistemas de uso da terra estudados, utilizou-se o programa DOTUR (Distance-

Based OTU and Richness Determination) (SCHLOSS E HANDELSMAN, 2005). Para tanto, 

utilizou-se uma matriz de distância evolutiva calculada com o DNAdist (algoritmo de Jukes-

Cantor) do PHYLIP 3.63 (FELSENSTEIN, 1989), a partir do alinhamento feito no Clustal X2 
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(LARKIN et al., 2007), com definições de parâmetros padrão, exceto “gap-opening penalty” 

(10,0) e “gap-extension penalty” (1,0). A riqueza de UTOs foi estimada mediante o cálculo de 

curvas de rarefação e dos estimadores Chao1 e ACE. A heterogeneidade das comunidades de 

AOA foi verificada com os índices de Shannon-Wiener e Simpson. 

A comparação entre as bibliotecas foi feita utilizando o programa ∫-Libshuff (SCHLOSS 

et al., 2004; SINGLETON et al., 2001) após o alinhamento das sequências e cálculo das matrizes 

de distância evolutiva conforme descrito acima. O programa ∫-Libshuff realiza comparações 

assimétricas pareadas entre diferentes bibliotecas e fornece a significância das diferenças entre 

elas. 

 

3.2.2 Resultados 

Bibliotecas de clones amoA de Archaea foram geradas para cada sistema de uso da terra 

(floresta primária, cultivo agrícola tradicional, pastagem e floresta secundária em estádio 

avançado de regeneração) a partir do DNA total extraído das amostras de solo coletadas no ano de 

2008 nas áreas amostrais deste estudo em Benjamin Constant. Os resultados das análises das 

bibliotecas do gene amoA de Archaea apresentados a seguir foram obtidos com a utilização de 

vários programas de bioinformática conforme discriminado no fluxograma apresentado na Figura 

3.1. 
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Clones sequenciados

Pré‐análise das sequências 
(Phred/Phrap/Consed)

Comparaçãode sequências 
(BLASTN –NCBI)

Verificaçãodos frames de leitura
(BLASTX –NCBI)

Alinhamentoglobal (CLUSTALX2)
sequências ambientais e sequências referência

Análise de similaridade
(DNAdist)

Análise de parâmetrosecológicos
(DOTUR)

Comparaçãode bibliotecas
(∫‐Libshuff)

Comparaçãode bibliotecas
(SONS)

Tradução sequências de nucleotídeos
emsequências de proteínas
(CLC Sequencer Viewer 6.0.2)

Construçãode agrupamentos filogenéticos
(MEGA 4.0)

 

 

Figura 3.1 - Fluxograma mostrando as etapas e os programas de bioinformática empregados nas análises das 
sequências do gene amoA de Archaea 

 
 
 
 

3.2.2.1  Análises  das  sequências  e  parâmetros  ecológicos  das  bibliotecas  do  gene  amoA  de 
Archaea 

 

 Após os processos de análise da qualidade das sequências pelos programas 

Phred/Phrap/Consed, de um total de 423 clones sequenciados, obteve-se 310 sequências do gene 

amoA de Archaea com qualidade Phred acima de 20 e tamanho médio de aproximadamente 635 

pb (Tabela 3.1). Todas as 310 sequências foram pré-analisadas e editadas. 

O número de Unidades Taxonômicas Operacionais (UTOs) foi determinado utilizando o 

programa DOTUR (Distance-Based OTU and Richness Determination). O programa DOTUR 

define o número de UTOs para diferentes faixas de distância, usando algoritmos de agrupamentos 

por complete-linkage (furthest neighbor), de modo que uma sequência só é adicionada a um dado 

grupo caso tenha uma porcentagem de similaridade (cutoff) com todos os seus componentes. 

Beman & Francis (2006) utilizaram cutoff de 5% de dissimilaridade para analisar bibliotecas do 

gene que codifica para amônia monoxigenase (amoA), tendo sido este o valor adotado para 
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analisar a similaridade entre as sequências do gene amoA de Archaea neste trabalho. O número de 

UTOs definido pelo programa DOTUR para as diferentes bibliotecas encontra-se listado na tabela 

a seguir juntamente com o número de clones sequenciados e válidos.  

 

Tabela 3.1 - Número total de clones sequenciados, clones válidos e UTOs (Unidades 
Taxonômicas Operacionais) 

Biblioteca  Clones sequenciados Clones válidos Número de UTOs*

Floresta Primária  96 81 11 
Cultivo Agrícola Tradicional  96 72 9 
Pastagem  135 84 14 
Floresta Secundária  96 73 4 
   
TOTAL  423 310 38 
*Número de UTOs definido pelo programa DOTUR com base em cutoff de 95% de similaridade  

 

 

 Todos as sequências referentes aos clones válidos foram comparadas com sequências 

depositadas no banco de dados do GenBank do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), utilizando o programa nucleotide blast do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). 

As Tabelas 3.2 e 3.3 mostram o número de sequências componentes de cada UTO definida pelo 

programa DOTUR e apresentam algumas informações referentes às sequências depositadas no 

banco de dados com valor de identidade igual e superior a 95% quando alinhadas com as 

sequências dos clones válidos pertencentes a cada biblioteca analisada.  
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Tabela 3.2 - Resultado das comparações das sequências do gene amoA de Archaea referentes aos clones válidos das bibliotecas de 
floresta primária e cultivo agrícola tradicional com sequências depositadas no GenBank do NCBI 

  No Acesso  No seq/UTO  UTOs  evalue  Organismo  Ambiente ‐ Autor 

Fl
o
re
st
a 
P
ri
m
ár
ia
 

FJ601580  11, 3  A, B  0,0  Uncultured crenarchaeote clone MS_49A7 ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimentos estuarinos tropical –  
Singh et al. (2009) 

EU885696  22, 4, 6  C, D, E  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3063‐A‐27 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EU667885  10  F  0,0  Uncultured crenarchaeote clone MAR_AOA_11 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimentos de rio –  
Herrman et al. (2009) 

EU885578  8  G  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3043‐A‐33 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EU885702  3  H  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3063‐A‐33 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EU885576  3, 3  I, J  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3043‐A‐31 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

FJ227780  8  K  0,0  Uncultured crenarchaeote clone WBMO50405_45P6G10 putative 
ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimentos estuarinos –  
Bano et al. (2008) 

C
u
lt
iv
o
 A
gr
íc
o
la
 T
ra
d
ic
io
n
al
 

EU885672  16  A  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3063‐A‐03 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EU885557  1  B  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3043‐A‐12 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EU885677  1  C  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3063‐A‐08 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EU590184  38  D  0,0  Uncultured ammonia‐oxidizing archaeon clone BGA‐S46 ammonia 
monooxigenase subunit A (amoA) gene 

Solo protegido –  
Liu & Xie (2008) 

EU885689  3  E  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3063‐A‐20 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EF207223  2  F  0,0  Uncultured crenarchaeote clone QY‐A47 ammonia monooxygenase 
(amoA) gene 

Solo agrícola na China –  
He et al. (2007) 

EU885578  2  G  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3043‐A‐01 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

FJ601580  3  H  0,0  Uncultured crenarchaeote clone MS_49A7 ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimentos estuarinos tropical –  
Singh et al. (2008) 

FJ601602  6  I  0,0  Uncultured crenarchaeote clone ZS_2B1 ammonia monooxygenase 
subunit A (amoA) gene 

Sedimentos estuarinos tropical –  
Singh et al. (2008) 
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Tabela 3.3 - Resultado das comparações das sequências do gene amoA de Archaea referentes aos clones válidos das bibliotecas de 
pastagem e floresta secundária com sequências depositadas no GenBank do NCBI 

  No Acesso  No seq/UTO  UTOs  evalue  Organismo  Ambiente ‐ Autor 

P
as
ta
ge
m

 

FJ517350  25  A  0,0  Uncultured crenarchaeote clone AOA‐R19 ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Solos sob diferentes usos da terra na China – 
Ying et al. (2008) 

FJ227738  10  B  0,0  Uncultured crenarchaeote clone WBF050405_42P1D2 putative 
ammonia mooxygenase subunit A (amoA) 

Sedimentos estuarinos –  
Bano et al. (2008) 

EU885696  2  C  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3063‐A‐27 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

FJ227773  1  D  0,0  Uncultured crenarchaeote clone WBF050405_42P2B8 putative 
ammonia mooxygenase subunit A (amoA) 

Sedimentos estuarinos –  
Bano et al. (2008) 

EF207214  1  E  0,0  Uncultured crenarchaeote clone AOA‐R12 ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Solos sob diferentes usos da terra na China – 
Ying et al. (2008) 

FJ601602  9  F  0,0  Uncultured crenarchaeote clone ZS_2B1 ammonia monooxygenase 
subunit A (amoA) gene 

Sedimentos estuarinos tropical –  
Singh et al. (2008) 

EU885578  19  G  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3043‐A‐33 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EU885576  10  H  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3043‐A‐31 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

FJ601586  1  I  0,0  Uncultured crenarchaeote clone MS_55G7 ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimentos estuarinos tropical –  
Singh et al. (2008) 

EU885672  1  J  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3063‐A‐03 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EU590184  1  k  0,0  Uncultured ammonia‐oxidizing archaeon clone BGA‐546 ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Solo protegido –  
Liu & Xie (2008) 

EU590564  2  L  0,0  Uncultured ammonia‐oxidizing archaeon clone SGX‐523 ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Solo protegido –  
Liu & Xie (2008) 

FJ227705  1  M  0,0  Uncultured crenarchaeote clone WBF050405_42A10 putative 
ammonia mooxygenase subunit A (amoA) 

Sedimentos estuarinos –  
Bano et al. (2008) 

EU885689  1  N  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3063‐A‐20 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

Fl
o
re
st
a 

Se
cu
n
d
ár
ia

EF207210  53  A  0,0  Uncultured crenarchaeote clone QY‐A34 ammonia 
monooxygenase  (amoA) gene 

Solo sob práticas de fertilização –  
He et al. (2007) 

EU885672  2  B  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3063‐A‐03 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 

EU590313  9  C  0,0  Uncultured ammonia‐oxidizing archaeon clone BGA‐152 ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Solo protegido –  
Liu & Xie (2008) 

EU885571  10  D  0,0  Uncultured crenarchaeote clone 3043‐A‐26 putative ammonia 
monooxygenase subunit A (amoA) gene 

Sedimento tropical do Oeste Pacífico –  
Dang et al. (2009) 
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A relação entre o número de clones válidos e o número de UTOs observado foi expressa 

para cada biblioteca do gene amoA de Archaea usando o método da rarefação (Figura 3.2). As 

curvas representaram graficamente as diferenças observadas na riqueza de UTOs das bibliotecas 

referentes aos sistemas de uso da terra estudados. A biblioteca do gene amoA de Archaea dos 

solos sob pastagem mostrou maior riqueza de UTOs em comparação com as demais bibliotecas. 

Apenas quatro UTOs foram definidas para a biblioteca dos solos sob floresta secundária, tendo 

sido esta a que apresentou menor riqueza de UTOs. Com base no número de clones válidos 

considerados nesta análise de riqueza, a biblioteca dos solos sob floresta primária apresentou 

riqueza de UTOs inferior apenas à evidenciada para os solos sob pastagem. As curvas de 

rarefação referentes às bibliotecas dos solos sob floresta primária e floresta secundária atingiram a 

assíntota com 50 clones e 30 clones, respectivamente. A curva plotada para a biblioteca dos solos 

sob cultivo agrícola tradicional mostrou tendência de atingir a assíntota, sendo que a curva 

referente à biblioteca dos solos sob pastagem sugeriu a existência de UTOs não amostradas. 
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Figura 3.2 - Curvas de rarefação indicando a riqueza de UTOs em bibliotecas do gene amoA de Archaea  derivadas 
de solos sob floresta primária (FP), cultivo agrícola tradicional (CAT), pastagem (P) e floresta 
secundária em estádio avançado de regeneração (FS). As UTOs foram definidas com base em 
sequências que diferiram ≤5% ao nível do DNA 

 



91 

 

  A riqueza de UTOs nas bibliotecas do gene amoA de Archaea foi analisada usando 

também os métodos não-paramétricos ACE (Alternating Conditional Expectation Analysis), 

Chao1 e Jackknife. Os valores de estimativa de riqueza foram apresentados na Tabela 3.4 

juntamente com as medidas de heterogeneidade calculadas pela função de Shannon-Wiener e pelo 

índice de Simpson. 

 

Tabela 3.4 ‐ Estimativas de riqueza de UTOs e medidas de heterogeneidade referentes às sequências do 
gene amoA de Archaea das bibliotecas geradas para os diferentes sistemas de uso da terra 

 

Biblioteca 
Estimativas de riqueza de UTOs* Medidas de heterogeneidade*

ACE Chao1 Jackknife Shannon‐Wiener  Simpson

Floresta Primária  11,00 11,00 11,00 1,9901  0,1718
Cultivo Agrícola Tradicional  10,28 9,33 11,00 1,4613  0,3309
Pastagem  28,31 21,00 21,00 2,1486  0,1366
Floresta Secundária  4,00 4,00 4,00 0,8633  0,5405
*Medidas de diversidade calculadas com base em cutoff de 95% de similaridade entre as sequências do gene amoA de Archaea 

 
 
 
 

  Os estimadores de riqueza ACE, Chao1 e Jackknife retrataram numericamente as 

diferenças na riqueza de UTOs nas bibliotecas do gene amoA de Archaea mostradas pelas curvas 

de rarefação. O valor elevado expresso pelo estimador Jacknnife para a biblioteca dos solos sob 

pastagem (21,00) foi devido ao número de UTOs únicas (representadas por apenas uma sequência 

do gene amoA de Archaea) encontrado nesta biblioteca (ver Tabelas 3.2 e 3.3). O cálculo do 

estimador Jackknife foi estabelecido com base na frequência de UTOs únicas na biblioteca. 

 As medidas de heterogeneidade combinam dois componentes da diversidade biológica, 

riqueza e equitatividade (distribuição da abundância das UTOs nas bibliotecas), a fim de fornecer, 

no âmbito deste estudo, uma medida da organização das bibliotecas de clones. O índice de 

Simpson sugere que a diversidade é inversamente relatada pela probabilidade de que duas 

sequências do gene amoA pertençam à mesma UTO. Por sua vez, a função Shannon-Wiener 

expressa a dificuldade de se predizer corretamente a UTO a qual irá pertencer uma determinada 

sequência no decorrer do processo de análise. Com base nessas informações, os valores 

calculados para essas duas medidas de heterogeneidade com base nas bibliotecas do gene amoA 

de Archaea revelaram maior diversidade de Archaea oxidadora de amônia  para os solos sob 
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pastagem, seguido por menor diversidade deste grupo funcional nos solos sob floresta primária, 

cultivo agrícola tradicional e floresta secundária, consecutivamente. 

 As análises das bibliotecas pelo programa ∫-Libshuff mostraram diferença significativa 

(P=0.0000) ao analisar comparativamente as sequências do gene amoA de Archaea das 

bibliotecas geradas para cada sistema de uso da terra. 

 

3.2.2.2 Análises filogenéticas  

 Para a realização de análises filogenéticas, inicialmente foram selecionadas 29 sequências 

referência do gene amoA de Archaea com base em agrupamentos filogenéticos estabelecidos por 

Francis et al. (2005) e Park et al. (2006). A Tabela C.1 (ANEXO C) apresenta informações 

obtidas no GenBank para as sequências referência utilizadas neste trabalho. 

 Os agrupamentos filogenéticos definidos após o alinhamento múltiplo das sequências 

referência e das sequências do gene amoA de Archaea obtidas dos clones válidos, e traduzidas in 

silico para proteína, pertencentes às bibliotecas dos solos sob floresta primária, cultivo agrícola 

tradicional, pastagem e floresta secundária em estádio avançado de regeneração, são apresentados 

nas Figuras 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6, respectivamente. 
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Figura 3.3 - Agrupamento filogenético gerado a partir do alinhamento múltiplo das sequências referência e das 81 

sequências do gene amoA de Archaea obtidas dos clones válidos, e traduzidas in silico para proteína, 
pertencentes à biblioteca dos solos sob floresta primária. As letras em caixa alta e negrito associadas à 
denominação dos clones indicam a UTO à qual pertencem, conforme definido pelo programa DOTUR 
com base em cutoff de 5% de dissimilaridade entre as sequências. As abreviações (SA, SO, SM, MG e 
AR) remetem aos ambientes de procedência das sequências referência (Solo Agrícola, Solo, Sedimento 
Marinho, Mina Geotérmica e Águas Residuais, respectivamente) 

 

 

 



94 

 

C
A
T1

‐D
C
A
T2
9
‐I

0.02

 
Figura 3.4 - Agrupamento filogenético gerado a partir do alinhamento múltiplo das sequências referência e das 72 

sequências do gene amoA de Archaea obtidas dos clones válidos, e traduzidas in silico para proteína, 
pertencentes à biblioteca dos solos sob cultivo agrícola tradicional. As letras em caixa alta e negrito 
associadas à denominação dos clones indicam a UTO à qual pertencem, conforme definido pelo 
programa DOTUR com base em cutoff de 5% dissimilaridade entre as sequências. As abreviações (SA, 
SO, SM, MG e AR) remetem aos ambientes de procedência das sequências referência (Solo Agrícola, 
Solo, Sedimento Marinho, Mina Geotérmica e Águas Residuais, respectivamente) 
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Figura 3.5 - Agrupamento filogenético gerado a partir do alinhamento múltiplo das sequências referência e das 84 

sequências do gene amoA de Archaea obtidas dos clones válidos, e traduzidas in silico para proteína, 
pertencentes à biblioteca dos solos sob pastagem. As letras em caixa alta e negrito associadas à 
denominação dos clones indicam a UTO à qual pertencem, conforme definido pelo programa DOTUR 
com base em cutoff de 5% de dissimilaridade entre as sequências. As abreviações (SA, SO, SM, MG e 
AR) remetem aos ambientes de procedência das sequências referência (Solo Agrícola, Solo, Sedimento 
Marinho, Mina Geotérmica e Águas Residuais, respectivamente) 
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Figura 3.6 - Agrupamento filogenético gerado a partir do alinhamento múltiplo das sequências referência e das 73 

sequências do gene amoA de Archaea obtidas dos clones válidos, e traduzidas in silico para proteína, 
pertencentes à biblioteca dos solos sob floresta secundária em estádio avançado de regeneração. As 
letras em caixa alta e negrito associadas à denominação dos clones indicam a UTO à qual pertencem, 
conforme definido pelo programa DOTUR com base em cutoff de 5% de dissimilaridade entre as 
sequências. As abreviações (SA, SO, SM, MG e AR) remetem aos ambientes de procedência das 
sequências referência (Solo Agrícola, Solo, Sedimento Marinho, Mina Geotérmica e Águas Residuais, 
respectivamente) 
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  O agrupamento filogenético gerado a partir do alinhamento múltiplo de representantes das 

diferentes UTOs definidas pelo programa DOTUR ao nível de 5% de dissimilaridade, com base 

nas 310 sequências obtidas a partir dos clones válidos, e nas sequências referência, revelaram 

clara diferença na composição das comunidades de Archaea oxidadoras de amônia dos solos sob 

floresta primária em comparação aos demais solos e usos da terra analisados (Figura 3.7).  
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Figura 3.7 - Relações filogenéticas entre as sequências do gene amoA de Archaea (retângulos) e seus solos de origem 

(cores). Os valores numéricos e abreviações entre colchetes indicam o número de clones em cada UTO 
(cutoff de 5% de dissimilaridade) e suas respectivas origens. As abreviações (SA, SO, SM, MG e AR) 
remetem aos ambientes de procedência das sequências referência (Solo Agrícola, Solo, Sedimento 
Marinho, Mina Geotérmica e Águas Residuais, respectivamente) (ver Tabela C.1, ANEXO C). 
Agrupamento filogenético não enraizado. ( ) Floresta Primária (FP), ( ) Cultivo Agrícola Tradicional 
(CAT), ( ) Pastagem (P) e ( ) Floresta Secundária (FS) 
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  As UTOs das bibliotecas dos solos sob cultivo agrícola tradicional, pastagem e floresta 

secundária em estádio avançado de regeneração formaram agrupamentos monofiléticos com 

sequências de AOA selecionadas do GenBank e originárias de solos sob diferentes usos e 

sedimento marinho. As sequências do gene amoA de Archaea dos solos sob floresta primária 

agruparam-se em um único clado. As análises de bootstrap (valores não apresentados nos 

agrupamentos) apoiaram a topologia representada (100% em Neighbor-joining) e confirmaram 

que as distâncias evolutivas foram suficientes para considerar o clado com as sequências obtidas 

dos solos sob floresta primária (Figura 3.7) como um grupo separado, distinto das demais 

sequências de AOA envolvidas na análise. 

 As sequências das bibliotecas dos solos sob floresta primária, cultivo agrícola tradicional, 

pastagem e floresta secundária, quando analisadas em agrupamentos filogenéticos separados 

(Figuras 3.3, 3.4, 3.5 e 3.6), também mostraram relações evolutivas com as sequências referência 

selecionadas. Contudo, agrupamentos monofiléticos contendo apenas sequências obtidas neste 

estudo ocorreram notoriamente nas quatro filogenias representadas. De modo geral, clados 

contendo sequências referência e sequências do gene amoA de Archaea obtidas com este trabalho 

apresentaram valores de bootstrap inferiores a 50%. Valores de bootstrap superiores a 50% 

estiveram associados à clados monofiléticos contendo apenas sequências referência ou sequências 

obtidas dos clones válidos de cada biblioteca analisada. 

 

3.2.3 Discussão 

 À medida que novos estudos são realizados com as comunidades de AOA presentes no 

solo, novas informações são apresentadas com relação à ubiquidade e diversidade de membros 

desse grupo funcional de micro-organismos. Neste estudo, um clado filogenético único foi 

mostrado para as sequências de AOA dos solos sob floresta primária tropical úmida da Amazônia 

onde é desconhecida a ocorrência de eventos de perturbação antrópica. Agrupamentos 

monofiléticos mostraram a associação de sequências do gene amoA de Archaea obtidas de solos 

sob diferentes usos subsequentes ao desmatamento da vegetação florestal primária, sugerindo que 

ações antrópicas associadas à implantação de pastagens, ao manejo agrícola tradicional e ao 
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abandono de áreas cultivadas, seguido da regeneração natural, podem influenciar a diversidade 

genética das populações de AOA nos solos estudados. 

Nicol et al. (2008) relataram que a diversidade e abundância de AOA são influenciadas 

pelo pH do solo, e apontaram que a presença de diversos filotipos e a maior abundância de AOA 

em relação às Bacteria oxidadoras de amônia sugerem que a oxidação autotrófica de amônia em 

solos ácidos pode ser em grande parte atribuída às AOA. As Tabelas A.1 e A.2 (ANEXO A) 

apresentam os valores de pH dos solos estudados. Jesus et al. (2009) indicaram que o uso da terra 

é o principal fator responsável pelas mudanças nos atributos dos solos, inclusive do pH, ao estudar 

as mesmas áreas amostrais deste trabalho no município de Benjamin Constant. 

Várias UTOs, mas não todas, pertencentes às bibliotecas do gene amoA de Archaea dos 

solos sob cultivo agrícola tradicional, pastagem e floresta secundária mostraram relação 

filogenética com sequências de AOA recuperadas de ambiente marinho e terrestre de diferentes 

regiões do globo, mostrando considerável sobreposição genômica (regiões de alta similaridade) 

no alinhamento. Alguns autores têm reportado que membros do Domínio Archaea presentes nos 

solos compartilham capacidade metabólica com AOA de uma variedade de ambientes terrestres e 

marinhos (SCHLEPER et al., 2005; HE et al., 2007; FRANCIS et al., 2005). 

No entanto, das 11 UTOs definidas a partir de 81 sequências do gene amoA de Archaea 

dos solos sob floresta primária tropical, nenhuma delas apresentaram sequência pertencente aos 

clones obtidos dos solos sob cultivo agrícola tradicional, pastagem e floresta secundária, e nem 

evidenciaram relação filogenética com as sequências referência selecionadas. Como 

consequência, foi notado clado único para as sequências do gene amoA de Archaea dos solos sob 

floresta primária tropical ao relacioná-las filogeneticamente com as sequências obtidas para os 

solos sob os demais usos da terra e as sequências referência (Figura 3.7). Este posicionamento 

filogenético sugere que as sequências obtidas para os solos sob floresta primária tropical 

pertencem a um grupo de AOA de ambiente terrestre não descrito previamente, ainda que tenham 

apresentado alta similaridade com clones de AOA depositados por Dang et al. (2009) recuperados 

de sedimentos da margem continental do Oeste Pacífico (Tabela 3.2). 

As medidas de diversidade revelaram maior riqueza e heterogeneidade para as 

comunidades de Archaea oxidadoras de amônia encontradas nos solos sob pastagem, seguido por 
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menor riqueza e diversidade deste grupo funcional nos solos sob floresta primária, cultivo 

agrícola tradicional e floresta secundária em estádio avançado de regeneração, consecutivamente 

(Figura 3.2 e Tabela 3.4). Esta constatação pode estar associada, dentre outros fatores, aos 

conteúdos de nitrogênio no solo.  

Moraes et al. (2002) avaliaram o impacto do desmatamento e implantação de pastagens 

nos estoques de carbono e nitrogênio e na dinâmica da matéria orgânica do solo, em 

cronossequências com florestas e pastagens na região oeste da bacia amazônica brasileira e 

constataram que os conteúdos de carbono e nitrogênio aumentaram em pastagem com 20 anos de 

implantação. No Pará também foram encontradas relações claras entre os estoques de nitrogênio 

no solo e a idade das pastagens, mostrando que os estoques de nitrogênio no solo aumentam com 

a idade da pastagem (BUSCHBACHER et al., 1988). Na região deste estudo, as áreas com 

pastagem são consequências de políticas governamentais da década de 70, tendo sido implantadas 

com capim imperial (Axonopus scoparius) atualmente substituído por Brachiaria brizantha, B. 

humidicola, grama batatais (Paspalum notatum flugge) e espécies invasoras.  

Ao atentar para os valores expressos pelas medidas de diversidade para as comunidades de 

AOA dos solos sob cultivo agrícola tradicional (Tabela 3.4), é importante tomar como 

consideração o conteúdo de nitrogênio geralmente detectado nos solos sob a prática agrícola de 

corte-e-queima, uma vez que tal prática é adotada pelas comunidades locais na área de estudo. Os 

resíduos resultantes da queima da palha retornam nitrogênio orgânico na forma de nitrato para o 

solo. No entanto, devido o fato de o nitrogênio não ser reciclado eficientemente em terras 

agrícolas, a colheita repetida leva a perdas de nitrogênio do ecossistema. Townsend et al. (2006) 

apontam vários motivos pelos quais os nitratos são lixiviados mais facilmente destas áreas quando 

comparado com áreas sob vegetação natural, destacando os períodos de pousio com pouca ou 

nenhuma vegetação. Hölscher et al. (1997) estimam que 97% dos estoques de nitrogênio no solo 

se perdem com a queima, cultivo e pousio. Essa exaustão do estoque de nitrogênio em solos 

cultivados pode auxiliar na compreensão da baixa riqueza e diversidade de AOA detectada nos 

solos sob cultivo agrícola tradicional nas áreas de estudo no município de Benjamin Constant. 

No que se refere aos solos sob florestas em regeneração, Duynisveld et al. (1988) atentam 

para o fato da biomassa dessas áreas manter-se abaixo do seu máximo por muito anos. Para 
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Gehring (2003), a demanda da vegetação por nitrogênio aumenta rapidamente com o acúmulo de 

biomassa, diminuindo, assim, a disponibilidade de nitrogênio no solo. Dessa forma, a baixa 

riqueza de UTOs e a diversidade pouco expressiva de AOA em solos sob floresta secundária nas 

áreas de estudo podem estar relacionadas, dentre outros fatores, à baixa disponibilidade de 

nitrogênio no solo ocasionada pelo aumento da demanda por nitrogênio em estádios avançados da 

regeneração florestal. Muitos autores afirmam que áreas com vegetação primária mantêm-se num 

“estado de equilíbrio”, com baixas perdas e ganhos de nitrogênio (ODUM, 1969; VITOUSEK & 

REINERS, 1975; SNEDAKER, 1980; SPRENT, 1987; JORDAN, 1989). 

Ainda que alguns estudos tenham sido realizados a fim de compreender a dinâmica do 

nitrogênio mediante a conversão do uso da terra na bacia amazônica, conforme referenciados nos 

parágrafos anteriores e até mesmo não relatados neste texto, a descoberta recente de guildas 

microbianas associadas ao ciclo do nitrogênio não permitiu, até o presente momento, 

investigações conjuntas dos aspectos biogeoquímicos e microbianos nas paisagens antropizadas 

da Amazônia. Os resultados apresentados neste estudo constituem o primeiro relato da implicação 

de diferentes usos da terra na composição de comunidades de Archaea envolvidas na oxidação de 

amônia presentes em solos da Amazônia. As medidas de diversidade calculadas com base em 

informações obtidas com a análise de sequências do gene amoA expressaram a estreita relação 

mantida pelo grupo microbiano estudado com as atividades antrópicas de cultivo agrícola, 

pastagem e floresta em regeneração, instigando novas pesquisas capazes de considerar a 

biogeoquímica conjuntamente aos objetivos contemplados por estudos como este relatado e 

apontando tal grupo como um sensível bioindicador da qualidade dos solos nas áreas de estudo. 

 

 

 

 



102 

 

4 CONCLUSÕES 

Com base no delineamento amostral e nas técnicas de fingerprinting (DGGE e ARISA), 

bibliotecas de clones e estatísticas multivariadas, concluiu-se que o desmatamento de áreas com 

floresta primária tropical da Amazônia e uso subsequente com cultivo agrícola tradicional e 

pastagem na região do Alto Solimões é capaz de influenciar as estruturas de comunidades de 

Archaea, Bacteria e microfungos, e também a composição e diversidade de um grupo funcional 

de Archaea envolvido no processo de oxidação de amônia nos ambientes do solo. 

Adicionalmente, este trabalho revelou que as comunidades de Archaea oxidadoras de 

amônia podem ser consideradas importantes bioindicadores do grau de perturbação antrópica na 

paisagem estudada, mostrando-se sensíveis à restauração dos ecossistemas amazônicos após 

desmatamento e uso da terra para fins agropecuários. 

A fim de cumprir com a resiliência dos ecossistemas amazônicos no contexto de 

recomposição da paisagem na região do Alto Solimões, constatou-se que um longo período de 

abandono das áreas é necessário para superar o efeito antropogênico de desmatamento e uso da 

terra, com cultivo agrícola tradicional e pastagem, nas comunidades microbianas do solo, cujo 

tempo de restauração florestal não foi determinado neste estudo. 

Quanto à adequação das técnicas moleculares utilizadas, a técnica de DGGE confirmou o 

seu valor na caracterização da dinâmica de populações microbianas em função de variações 

ambientais. A eletroforese capilar automatizada desenvolvida pela técnica de ARISA mostrou ser 

sensível na detecção de mudanças na organização das populações microbianas de solos tropicais 

da Amazônia.  

Em síntese, as implicações do desmatamento e uso da terra com práticas agrícolas e 

pecuária nas comunidades microbianas do solo, mapeadas por sensoriamento remoto e avaliadas 

por técnicas moleculares e estatísticas multivariadas, juntamente com os atributos físicos e 

químicos dos solos, forneceram informações para o manejo sustentável dos ecossistemas 

amazônicos na paisagem estudada na região do Alto Solimões, Amazônia Ocidental. 
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ANEXO A 
 

Tabela A.1 - Resultado das análises químicas e físicas das amostras de solos coletadas na campanha de 2008 sob diferentes sistemas 
de uso da terra na Amazônia Ocidental 

 
(--) Resultado < 0,1; Cu, Fe, Mn, Zn (DTPA – TEA; pH 7,3; B = BaCl2.2H2O 0,125% microondas (10mL TFSA/20mL BaCl2 0,125%).  

 

 

 

    Floresta Primária  Floresta Secundária  Cultivo Agrícola Tradicional  Pastagem 

  Ptos. amostrais (CSM‐BGBD) →  04  10  16  60  701  77  19  23  37  84  92  93 

P
 R
 O
 P
 R
 I 
E 
D
 A
 D
 E
 S
 

pH (CaCl2)  3,7  3,8  4,5  5  4,7  3,7  5,5  3,9  5,1  4  3,9  3,9 

MO (g.dm‐3)  22  19 46 25 58 21 55  24 39 21 38 23

P (mg.dm‐3)  6  4 19 6 13 5 11  5 12 5 8 5

K+ (mg.dm‐3)  1,8  0,9 1,6 2,1 1,7 1,2 2,9  1,4 1,4 4,8 1,1 0,5

Ca+2 (mmolc.dm‐3)  9  6 40 63 89 16 83  21 63 7 9 5

Mg+2 (mmolc.dm‐3)  4  2 12 10 15 2 17  5 20 4 5 1

H+Al (mmolc.dm‐3)  228 166 52 25 64 281 25  228 31 98 166 121

SB (mmolc.dm‐3)  14,8 8,9 53,6 75,1 105,7 19,2 102,9  27,4 84,4 15,8 15,1 6,5

CTC (mmolc.dm‐3)  242,8 174,9 104,6 100,1 169,7 300,2 127,9  255,4 115,4 113,8 181,1 127,5

V (%)  6  5 51 75 62 6 80  11 73 14 8 5

Fe (mg.dm‐3)  32  185 262 106 141 81 125  15 25 56 81 62

Mn (mg.dm‐3)  4,5  0,7 1,3 0,8 2,6 1 2,7  1,1 3,1 2,2 3,8 1,6

Zn (mg.dm‐3)  1,8  0,5 1 0,4 1,6 0,2 0,5  0,7 1,8 0,7 0,7 0,2

Argila (<0,002mm)  358 222 351 239 491 337 288  239 245 204 325 234

Silte (0,053‐0,002mm)  502 538 509 421 419 533 452  591 565 346 485 266

Areia Total   140 240 140 340 90 130 260  170 190 450 190 500

Areia Grossa (2,00‐0,21mm)  10  10 10 10 20 10 10  40 30 10 10 0

Areia Fina (0,21‐0,053mm)  130 230 130 330 70 120 250  130 160 440 180 500
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Tabela A.2 - Resultado das análises químicas e físicas das amostras de solos coletadas na campanha de 2009 sob diferentes sistemas de 

uso da terra na Amazônia Ocidental 

 
(--) Resultado < 0,1; Cu, Fe, Mn, Zn (DTPA – TEA; pH 7,3; B = BaCl2.2H2O 0,125% microondas (10mL TFSA/20mL BaCl2 0,125%).  

 
 

    Floresta Primária Floresta Secundária Cultivo Agrícola Tradicional Pastagem

  Ptos. amostrais (CSM‐BGBD) →  04  10 16 60 701 77 19  23 37 84 92 93

P
 R
 O
 P
 R
 I 
E 
D
 A
 D
 E
 S
 

pH (CaCl2)  4,2  3,8 4,2 3,9 4,3 3,7 4,4  3,8 4,9 3,9 3,8 3,8

MO (g.dm‐3)  43  27 27 33 24 22 22  15 40 28 42 24

P (mg.dm‐3)  15  11 7 7 6 5 8  4 16 5 12 3

K+ (mg.dm‐3)  1,4  1,2 1,2 1,2 1,7 0,8 4,1  0,7 1,4 1,6 2,5 0,7

Ca+2 (mmolc.dm‐3)  42  14 73 46 45 15 35  10 130 12 14 7

Mg+2 (mmolc.dm‐3)  10  5 7 10 13 4 10  2 45 6 13 2

H+Al (mmolc.dm‐3)  98  135 80 98 47 135 52  80 42 98 150 109

SB (mmolc.dm‐3)  53,4  20,2 81,2 57,2 59,7 19,8 49,1  12,7 176,4 19,6 29,5 9,7

CTC (mmolc.dm‐3)  151,4 155,2 161,2 155,2 106,7 154,8 101,1 92,7 218,4 117,6 179,5 118,7

V (%)  35  13 50 37 56 13 49  14 81 17 16 8

Fe (mg.dm‐3)  86  102 91 87 50 72 60  87 77 111 218 113

Mn (mg.dm‐3)  46,4  35 10,8 45,8 35,2 41,2 87,6  15 75 23,6 49 7,3

Zn (mg.dm‐3)  1,6  1,4 0,6 5,4 4,1 1,3 1,4  1,8 1,8 1,5 2,5 0,8

Argila (<0,002mm)  421  320 311 372 484 230 198  164 308 218 378 225

Silte (0,053‐0,002mm)  459  461 519 428 406 470 532  126 582 402 512 225

Areia Total   120  219 170 200 110 300 270  710 110 380 110 550

Areia Grossa (2,00‐0,21mm)  0  10 30 10 10 10 20  20 0 0 20 0

Areia Fina (0,21‐0,053mm)  120  209 140 190 100 290 250  690 110 380 90 550
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ANEXO B 

Tabela B.1 – Resultado da análise comparativa das sequências dos amplicons excisados dos géis de DGGE de Bacteria com 
sequências depositadas no banco de dados do Ribossomal Database Project (RDP II) pelo programa Classifier 

a número total de clones obtido para cada banda excisada do gel de DGGE. 
b identidade >96% em todos os níveis taxonômicos apresentados. 
c número de clones com sequências igualmente classificadas pelo RDP. 
 

Banda  SUT/ano 
Total de 
clones

a
 

Classificação Ribossomal Database Projectb 
N

o
de 

clones
c
 

1  FP/2008  10 
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Pseudomonadaceae 8
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 2

     
2  CAT/2008  8  Unclassified Bacteria 8

     

3  FP/2009  8 
Bacteria; Firmicutes; “Bacilli”; “Lactobacillales”; “Carnobacteriaceae” 6

Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae 1
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae 1

     

4  P/2009  10 
Bacteria; Firmicutes, “Bacilli”; “Lactobacillales”; “Carnobacteriaceae” 6

Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae 4
     

5  FP/2008  7 
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Burkholderiaceae 5
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Comamonadaceae 2

     

6  FP/2008  12 
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Pseudomonadaceae 7
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 3

     
7  FP/2008  9  Bacteria; Firmicutes; “Bacilli”;Bacillales; Bacillaceae 9

     

8  FP/2009  8 
Bacteria; Firmicutes; “Bacilli”; “Lactobacillales”; Carnobacteriaceae” 5

Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae 2
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae 1

       

9  FS/2008  17 
Bacteria; Firmicutes; “Bacilli”; “Lactobacillales”; Carnobacteriaceae” 12

Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae 3
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae 2

       

10  FS/2009  11 
Bacteria; Firmicutes; “Bacilli”; “Lactobacillales”; Carnobacteriaceae” 8

Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae 2
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae 1
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Tabela B.1 – Resultado da análise comparativa das sequências dos amplicons excisados dos géis de DGGE de Archaea com 

sequências depositadas no banco de dados do Greengenes 

a número total de clones obtido para cada banda excisada do gel de DGGE. 
b número de clones com sequências igualmente classificadas pelo Greengenes.

Banda  SUT/ano 
Total de 
clonesa 

Classificação Greengenes 
No de 
clonesb 

1  CAT/2008  10  Archaea; Crenarchaeota; Candidatus Nitrososphaera  10 

2  FP/2008  8  Archaea; Crenarchaeota; Thermoprotei; Caldisphaerales; Caldisphaeraceae; Caldisphaera  8 

3  CAT/2009  7  Archaea; Crenarchaeota; Thermoprotei; Caldisphaerales; Caldisphaeraceae; Caldisphaera  7 

4  FP/2008  9  Archaea; Euryarchaeota; Thermoplasmata; Thermoplasmatales; Unclassified  9 

5  P/2008  10  Archaea; Crenarchaeota; Candidatus Nitrososphaera  10 

6  FP/2009  10  Archaea; Crenarchaeota; Thermoprotei; Caldisphaerales; Caldisphaeraceae; Caldisphaera  10 

7  P/2009  9  Archaea; Crenarchaeota; Thermoprotei; Caldisphaerales; Caldisphaeraceae; Caldisphaera  9 

8  P/2008  9  Archaea; Crenarchaeota; Thermoprotei; Caldisphaerales; Caldisphaeraceae; Caldisphaera  9 

9  FS/2009  8  Archaea; Crenarchaeota; Thermoprotei; Caldisphaerales; Caldisphaeraceae; Caldisphaera  8 

10  FS/2008  10  Archaea; Euryarchaeota; Thermoplasmata; Thermoplasmatales; Ferroplasmaceae; Ferroplasma  10 
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ANEXO C 

Tabela C.1 - Informações disponíveis no GenBank do NCBI sobre as sequências referência do gene amoA de Archaea utilizadas 
nos agrupamentos filogenéticos 

 

No Acesso  Organismo  Ambiente 

DQ312276  Uncultured crenarchaeote clone JR128c15 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  solo agrícola 
EF207212  Uncultured crenarchaeote clone QY‐A36 ammonia monooxygenase (amoA)gene  solo agrícola 
DQ312270  Uncultured crenarchaeote clone JR128c6 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  solo agrícola 
AB353490  Uncultured crenarchaeote amoA gene for ammonia monooxygenase subunit A, clone: DGGE_AOA_1  solo agrícola 
AB353489  Uncultured crenarchaeote amoA gene for ammonia monooxygenase subunit A, clone: UAS_4050_C.17_1  solo agrícola 
EF207216  Uncultured crenarchaeote clone QY‐A40 ammonia monooxygenase (amoA) gene  solo agrícola 
DQ534698  Uncultured crenarchaeote clone Alpine2 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  solo 
DQ534699  Uncultured crenarchaeote clone Alpine3 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  solo 
DQ534700  Uncultured crenarchaeote clone Alpine4 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  solo 
AJ627422  Uncultured crenarchaeote genomic fragment 54d9  solo 
DQ534703  Uncultured crenarchaeote clone Grass2 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  solo 
DQ534815  Uncultured crenarchaeote clone KRO1 ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  solo 
DQ534814  Uncultured crenarchaeote clone RUD20 ammonia monooxygenase subunit A (amoA) mRNA  solo  
EU099950  Uncultured crenarchaeote clone A32 ammonia monooxygenase subunit A(amoA) gene  solo  
DQ333404  Uncultured crenarchaeote isolate PCR‐amplicon HF4000_G2 putative ammonia monooxygenase subunit A gene  sedimento marinho 
DQ148754  Uncultured crenarchaeote clone ETNP_11 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
DQ278592  Uncultured crenarchaeote clone SouthBay‐CR‐25 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
EU025151  Uncultured crenarchaeote clone S7‐A‐12 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
DQ148774  Uncultured crenarchaeote clone ES_HI_5 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
DQ148772  Uncultured crenarchaeote clone ES_HI_3 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
DQ148702  Uncultured crenarchaeote clone BS15.8_3 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
EF032878  Uncultured crenarchaeote clone Nevada_EV_32 ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
DQ085098  Candidatus Nitrosopumilus maritimus putative archaeal ammonia monooxygenase subunit A gene  sedimento marinho 
EU025164  Uncultured crenarchaeote clone S8‐A‐11 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
DQ148640  Uncultured crenarchaeote clone SF_NB1_8 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
DQ501149  Uncultured crenarchaeote clone MX_2_OCT_4 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  sedimento marinho 
DQ278527  Uncultured crenarchaeote clone DI‐20 putative ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  águas residuais 

DQ672644  Uncultured crenarchaeote clone A11 ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  mina geotérmica 

DQ672673  Uncultured crenarchaeote clone D06 ammonia monooxygenase subunit A (amoA) gene  mina geotérmica 


