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RESUMO 
 

 

O Cerrado brasileiro é considerado a savana mais rica e diversificada do mundo, e 
foi classificado como um dos principais ”hotspots” de biodiversidade. É um bioma 
representativo no centro do Brasil e o segundo maior bioma em biodiversidade da 
América do Sul sendo considerado um importante corredor ecológico. Porém, 
grandes áreas de vegetação nativa foram convertidas em áreas de agricultura, seja 
para produção de grãos, pecuária, ou silvicultura caracterizando uma perda de 
aproximadamente 40% da cobertura vegetal deste bioma. Neste contexto, a 
compreensão de como o uso da terra afeta comunidades microbianas é fundamental 
para a gestão sustentável dos ecossistemas agrícolas, uma vez que os 
microorganismos são os principais agentes que regulam a ciclagem de nutrientes no 
solo, afetando diretamente a produtividade vegetal e a estabilidade dos 
ecossistemas. O objetivo deste trabalho foi conhecer a composição e como se 
distribuem as comunidades bacterianas do solo do Cerrado brasileiro associadas a 
diferentes sistemas de uso da terra, utilizando pirosequenciamento do gene 16S do 
rRNA. Foram observadas a composição e estrutura das comunidades bacterianas 
em solos sob diferentes sistemas de uso da terra, o que possibilitou identificar os 
filos quanto a sua abundância e também a distribuição das comunidades, sugerindo 
que o manejo do solo é fator determinante na estrutura das comunidades 
microbianas.  

 

 

Palavras-chave: ecologia microbiana, pirosequenciamento, 16S rRNA 
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ABSTRACT 

 

 

The Brazilian Cerrado is considered the most richest and diverse savana in the 

world and was rated as one of the major "hotspots" of biodiversity. It is representative 

biome in central Brazil and the second largest biome in South America biodiversity 

and is considered an important wildlife corridor. However, large areas of native 

vegetation have been converted into agricultural areas, whether for grain production, 

livestock or forestry characterizing a loss of approximately 40% of the vegetation of 

this biome. In this context, understanding how land use affects microbial communities 

is essential for the sustainable management of agricultural ecosystems, since 

microorganisms are the main agents that regulate the cycling of nutrients in the soil, 

directly affecting plant productivity and stability of ecosystems. The objective of this 

study was to know the composition and how to distribute the bacterial communities of 

the soil in Brazilian Cerrado associated with different land use systems using 

pyrosequencing of 16S rRNA. We observed the composition and structure of 

bacterial communities in soils under different land use systems, which allowed 

identifying phyla as their abundance and distribution of communities, suggesting that 

soil management is an important factor in the structure of microbial communities. 

 

 

 

Keywords: microbial ecology, pyrosequencing, 16S rRNA. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 
O Cerrado brasileiro é um bioma representativo no centro do Brasil e o segundo 

maior bioma da América do Sul cobrindo cerca de 24% da área no país. Este bioma 

é caracterizado por uma elevada diversidade de plantas com mais de 10.000 

espécies (cerca de metade são endêmicas) e diferentes tipos de vegetação, 

incluindo formações florestais, savanas e pradarias (OLIVEIRA e MARQUIS, 2002). 

É uma das savanas mais ricas e diversificadas do mundo e foi classificado como um 

dos principais “hotspots” de biodiversidade (MYERS et al. 2000; MITTERMEIER et 

al. 2005). Além disso, o Cerrado brasileiro também é importante como um corredor 

ecológico para algumas espécies que habitam a Amazônia e a Mata Atlântica. 

A maioria dos solos no Cerrado são bastante intemperizados, Latossolos e 

Argissolos, que são ácidos, pobres em nutrientes e ricos em óxidos de ferro e 

alumínio (OLIVEIRA E MARQUIS, 2002). No entanto, durante as últimas décadas, o 

Cerrado tem sido alocado para uma variedade de atividades, incluindo a produção 

de grãos, pecuária e silvicultura, o que fez esse bioma se tornar na maior área de 

produção de grãos no Brasil e uma das maiores fronteiras agrícolas do mundo. 

Como consequência, parte relevante do Cerrado foi rapidamente convertida em 

pastagens e terras agrícolas (CARVALHO et al. 2009).  

Mapeamentos do uso do solo revelam que aproximadamente 40% da área com 

cobertura natural do Cerrado foi convertida para outros usos (SANO; BRITO; 

FERREIRA, 2010). Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2009) o Cerrado sofreu 

um desmatamento médio anual de 14.200 km², entre 2002 e 2008. Por estas razões, 

o Cerrado é considerado um dos ecossistemas mais ameaçados do mundo 

(MARRIS, 2005; FERREIRA et al. 2012). A cobertura vegetal, por sua vez, afeta os 

processos ecológicos do solo, como a ciclagem de nutrientes e as emissões de 

gases (BISSET et al. 2011), mas ainda não está claro como essas mudanças afetam 

a diversidade microbiana do solo.  

Os microorganismos são um dos principais componentes ativos do solo, 

regulando o ciclo de nutrientes e afetando a produtividade vegetal e estabilidade dos 

ecossistemas. Uma vez que os microrganismos são os principais agentes que 

regulam a ciclagem de nutrientes no solo, que afetam diretamente produtividade 

vegetal e a estabilidade dos ecossistemas.  
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O conhecimento de como a diversidade microbiana é influenciada por sistemas 

de manejo do solo pode ajudar-nos a compreender as mudanças no balanço de 

carbono, no fluxo de energia e nos fluxos de gases de efeito estufa nestas áreas que 

foram alteradas. Esse conhecimento é fundamental para a gestão sustentável dos 

ecossistemas florestais e agrícolas.  

A maioria dos estudos no Cerrado têm-se centrado na diversidade de flora e 

fauna (KLINK e MACHADO, 2005) e poucos estudos têm comparado áreas nativas 

com áreas convertidas para pastagem ou agricultura (QUIRINO et al. 2009; 

PEIXOTO et al. 2010). Estudos que abordam a microbiologia do solo tem sido 

baseados em abordagens limitadas como medidas bioquímicas e/ou técnicas de 

impressões digitais. Além disso, os estudos foram realizados tanto em tipos distintos 

de solo quanto em estações diferentes, o que dificulta uma análise comparativa 

entre ecossistemas. Apenas um trabalho recente caracterizou a diversidade 

bacteriana de áreas nativas, utilizando tecnologia de pirosequenciamento (ARAUJO 

et al. 2012).  

Uma questão ainda em aberto é a forma como os diferentes sistemas de uso da 

terra influenciam a diversidade e estrutura das comunidades microbianas sob o 

mesmo tipo de solo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi conhecer as 

comunidades bacterianas do solo do Cerrado sob diferentes sistemas uso do solo, 

utilizando pirosequenciamento de alto rendimento do gene 16S do rRNA. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

2.1 Locais de estudo e amostragem de solo 

 
 
A pesquisa foi realizada com amostras de solo de áreas agrícolas e naturais na 

região do Triângulo Mineiro, no estado de Minas Gerais, Brasil, a 18° 58' S e 47° 02 

W e 939 m acima do nível do mar. O clima da região é classificado como Cwa, com 

temperatura média anual de 22 °C (OLIVEIRA e MARQUIS, 2002). A precipitação 

média anual é de cerca de 1.500 mm, mas quase 90% desta precipitação cai 

durante a estação chuvosa que vai de novembro a março (OLIVEIRA e MARQUIS, 

2002).  

A textura do solo é argilosa e classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo de 

acordo com o Sistema Brasileiro de Classificação de Solos. Um total de 12 amostras 

de solo (três amostras aleatórias por ambiente) foram retiradas de quatro locais, 

sendo eles: Floresta Natural (floresta mesófila composta por espécies de Qualea 

grandifolia, Bowdichia virgilioides, Pterodon pubescens, Caryocar brasiliense, 

Vatairea macrocarpa, Astronium fraxinifolium, Eugenia dysenterica, e Hymenaea 

stigonocarpas); Pastagens (usado para pecuária, composta por Brachiaria 

decumbens ~ 20 anos de idade), Canavial (monocultura da cana ~ 15 anos de idade 

e anualmente fertilizado com N, P e K), e Floresta de Coníferas (Floresta densa de 

Pinus composta por Caribaea hondurensis com 32 anos de idade e a superfície do 

solo apresentada uma camada de 10 cm de serrapilheira).  

Cada amostra de solo foi composta por blocos de solo com as seguintes 

dimensões 30 x 20 x 5 cm (largura, comprimento, altura). Quatro sub-amostras 

foram coletadas aleatoriamente e separadas, logo após foram passadas em uma 

peneira de 3.35mm. Todo solo foi armazenado em gelo após a coleta e transportado 

para o laboratório para a extração do DNA. Uma parte de cada amostra de solo foi 

seca e esmagada em um recipiente de porcelana para que fossem determinadas as 

propriedades químicas e físicas. (Tabela 1).  
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Tabela 1. Localização e características fisico-quimicas do locais de coleta: Floresta 

Natural, Pastagem, Cana de açúcar, e Floresta de Pinus. 

 

Localização / Características 

fisico-quimicas do solo 

Locais 

FN P CA FP 

Latitude (S) 19o 20’ 41’’ 19o 20’ 42’’ 19o 20’ 43’’ 19o 04’ 39’’ 

Longitude (W) 48o 00’ 58’’ 48o 05’ 22’’ 48o 05’ 49’’ 48o 10’ 19’’ 

Altitude (m) 940 935 942 941 

Areia (g kg-1) 140 170 160 190 

Argila + Silte (g kg-1) 860 830 840 810 

N (mg kg-1) 3.24±0.15 1.92± 0.08 1.64±14 1.46±0.07 

P Melich (mg kg-1) 1.8±0.5 1.1±0.5 18±3.6 1.7±0.6 

K (mg kg-1) 37±5 62±17 144±30 10±4 

Ca2+²+ (mg kg-1) 4.4 32.0 60.0 2.0 

Mg2+²+ (mg kg-1) 2.0 9.0 22.0 2.0 

Al3+ (mg kg-1) 25 2.0 0.0 20 

pH (em água) 4.0 5.2 7.0 4.2 

Carbono orgânico do solo 

(gkg-1) 

48.2±1.7 32.8±1.6 23.7±1.1 25.1±1.2 

Relação carbono-nitrogênio 

(C:N) 

14.9 17.1 14.4 17.2 

 

FN, Floresta Natural; P, Pastagem; CA, Cana de açúcar; FP, Floresta de Pinus 
 

 
2.2  Extração do DNA, Amplificação do gene 16S do rRNA e 

pirosequenciamento 

 

 
O DNA genômico foi extraído a partir de 250mg de cada amostra de solo usando 

o kit comercial Soil DNA Isolation Kit (Norgen, Canada) seguindo o protocolo do 

fabricante. A pureza e a concentração foram determinadas por espectrofotometria 
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(BioDrop Analyzer). 

As bibliotecas com os fragmentos do gene 16S do rRNA foram criadas usando à 

química para seqüenciamento unidirecional de bibliotecas de amplicons 454 GS FLX 

Titanium (Lib-L). Códigos de barras foram utilizados para marcar as misturas de 

amplicons para que fossem separadas posteriormente a partir de processamento 

computacional.  

Para se fazer isto, oito barcodes foram adicionados na terminação 5’ dos 

oligonucleotideos iniciadores reversos usando o método de auto correção de 

Hamady et al. (2008) Os oligonucleotideos iniciadores foram anexados as 

sequênciasequências (5’ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG 3`) e (5` 

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG 3`) dos adaptadores A-key B-key GS 

FLX Titanium, respectivamente. Um link de duas bases foi inserido entre os 

adaptadores do 454 e os oligonucleotideos iniciadores para reduzir a possibilidade 

de um efeito inesperado causado pelos oligonucleotideos iniciadores modificados na 

eficiência do PCR.  

Foram feitas doze reações de PCR, para isso foram utilizados os 

oligonucleotideos iniciadores 338R e 27F para a amplificação da região hipervariável 

V1-V2 do gene 16S do rRNA. As condições para o PCR foram 94°C por 2 min., 30 

ciclos de 94° por 45 seg., 55°C por 45 seg. e 72°C por 1min, seguido por extensão 

final à 72° por 6 min.  

Os produtos de PCR de cada uma das amostras foram purificados e combinados 

em quantidades equimolares através método do kit SequalPrep (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). Todas as sequência não processadas foram submetidas ao 

banco de dados do NCBI sob o número de acesso SRA 064966. 

 

 

2.3 Análise das sequência 

 
 
As sequência obtidas foram processadas com o software Qiime (CAPORASO et 

al. 2010) utilizando-se as configurações padrão do programa. Primeiramente as 

sequência bacterianas pequenas (<200pb), sequência com baixos escores de 

qualidade (<25), sequência que não demonstraram igualdade com os 

oligonucleotideos iniciadores e barcodes, sequência que apresentaram mais de duas 

bases indefinidas ou sequência que não apresentaram mais que 60% de 
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semelhança com sequência de gene 16S do rRNA previamente descritas foram 

excluídas. Os dados também foram submetidos a ferramenta Chimera Slayer do 

software Mothur (SCHLOSS et al. 2009) para a identificação de potenciais 

sequência quiméricas. Após a remoção das sequência de baixa qualidade as 

sequência foram separadas em seus respectivos solos pelos barcodes. As 

sequência foram agrupadas em unidades taxonômicas operacionais (UTOs) à 97% 

de similaridade e as sequência mais abundantes de cada UTO foi escolhida como 

representativa.  

As sequência foram classificadas taxonomicamente com o classificador do RDP 

(WANG et al. 2007) que atribui a informação taxonômica completa de domínio à 

gênero para cada seqüência no banco de dados com 80% de confiança a uma 

probabilidade de erro de 0.001. Para cada nível taxonômico (Filo, Classe, Ordem, 

Família e Gênero) e para as OTUs agrupadas à 97% de similaridade feito calculado 

pelo índice de Shannon-Weaver. Para isto um total de 1.100 sequência foram sub-

amostradas do conjunto de dados total e re-analisadas para evitar erros causados 

por conjuntos de dados irregulares (LEMOS et al. 2011). O conjunto representativo 

de sequências, também foi utilizado para alinhar as sequências contra uma base de 

dados de referência e para construção de uma árvore filogenética necessária para 

inferências posteriores.  

Essas atribuições taxonômicas foram usadas para construir uma tabela de UTOs, 

que é uma matriz de abundância de OTU’s para cada amostra com identificadores 

taxonômicos significativos para cada UTO. 
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2.4 Determinação de grupos similares e dissimilares na comunidade 

bacteriana 

 

 

A análise de Coordenadas principais (PCoA) foi realizada para encontrar 

conjuntos de grupos semelhantes entre tratamentos. O PcoA é um método de 

ordenação com base em análise estatística multivariada, que mapeia as amostras 

em diferentes dimensões e reflete a similaridade das comunidades biológicas.  

Calculou-se uma matriz usando a métrica UniFrac (ponderado e não ponderado) 

para cada par de ambientes. As distâncias foram transformadas em pontos no 

espaço com o número de dimensões igual a n-1 (número de amostras menos um). 

Para testar se os resultados foram robustos foi usada a técnica de Jackknifing, na 

qual os grupos de um PCoA são reconstituídos utilizando-se sub-amostras com 600 

sequência aleatórias selecionadas de cada amostra, repetido por 100 vezes. Tal 

procedimento gerou um gráfico em três dimensões composto pelos valores médios 

obtidos.  

Em torno dos valores médios, elipses que representam os IQRs (medida de 

dispersão estatística obtida por seqüenciamento Jackknifing) foram construídas. Se 

as elipses são pequenas, o mesmo resultado pode ser atingido com um conjunto 

diferente de sequências a partir do mesmo ambiente, mas se as elipses são 

grandes, um resultado diferente pode ser esperado. A análise foi realizada usando 

métrica de distância não ponderada, que representa presença e ausência de 

espécies microbianas e métrica de distância ponderada, que representa mudanças 

na abundância relativa das comunidades. O PCoA Jackknifed foi realizado com a 

utilização do software Qiime (CAPORASO et al. 2010). 
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3 RESULTADOS 

 
 

3.1 Propriedades físico-químicas do solo 

 
 
Os dados das propriedades físico-químicas das quatro diferentes áreas são 

representados na tabela 1. As áreas possuem condições edafoclimáticas 

semelhantes, com a mesma classe textural de solo e teores de argila e areia 

semelhantes. Em geral, foram observadas diferenças significativas no canavial, que 

apresentou altos níveis de P, K, Ca²+, e Mg²+ em comparação com os outros locais. 

Estes resultados eram esperados dado o aporte contínuo de nutrientes nesta área. A 

pastagem também apresentou níveis elevados de K, Ca²+, e Mg²+, embora quase 

duas vezes menor do que as concentrações encontradas no canavial. Em termos de 

carbono orgânico do solo, altos níveis foram observados na floresta natural e no 

canavial. Baixo pH e altos níveis de Al³+ foram observados nas florestas. A relação 

carbono nitrogênio foi semelhante entre as áreas estudadas. Em geral, observou-se 

que as propriedades físico-químicas do solo da floresta natural e da floresta de 

coníferas foram semelhantes uns aos outros (exceto para o carbono orgânico do 

solo e teor de nitrogênio), enquanto a pastagem e o canavial apresentaram 

diferentes propriedades físico-químicas em relação aos outros sistemas de uso da 

terra. 

 

 
3.2  Composição e distribuição das comunidades bacterianas do solo 

 

 

Após a filtragem das sequência com base na qualidade e remoção das 

sequência com menos de 200 bases, um total de 126.957 sequência de alta 

qualidade foram obtidas (8.000– 17.500 sequência por amostra; 23,085–45,990 

sequência por área). Em todas as amostras, 83,15 % das sequência foram 

classificadas abaixo do nível de domínio. A análise das sequências derivadas das 12 

bibliotecas apresentou um total de 20 filos dentro das quatro áreas de Cerrado 

(Fig.1). Seis filos (Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteriodetes, 

Firmicutes, e Gemmatimonadetes) foram considerados abundantes com frequência 

de sequência acima de 2% (Figura 1a), e 14 filos (Chlamydiae, Chloroflexi, 
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Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Fusobacteria, Nitrospira, OD1, OP10, 

Planctomycetes, SR1, Spirochaetes, TM7, Verrucomicrobia, e WS3) foram 

considerados pouco abundantes com frequência de sequências menor que 2% 

(Figura 1b). Entre eles, os filos Chlamydiae, cianobactérias, Fusobactérias, 

espiroquetas e apresentou abundância inferior a 0,2%. 

Os filos bacterianos representativos Proteobacteria e Acidobacteria foram 

dominantes em todas as comunidades estudadas, correspondendo à cerca de  

30,2±2,3 % e 30,3±9,0 % do total de sequências analisadas, respectivamente. 

Enquanto que Proteobacteria apresentou uma abundância constante em todas as 

áreas estudadas, o filo Acidobacteria foi mais abundante no solo de floresta natural e 

floresta de conífera que em comparação com a pastagem e o canavial. 

Aproximadamente 19,7±7,1 % das sequências em cada local permaneceu sem 

classificação. Estas foram mais abundantes nas áreas de cana de açúcar, campo e 

na floresta de coníferas em comparação com a floresta natural.  

O filo Actinobacteria também foi identificado em todas as áreas estudadas 

(10,4±4,4 %), com maior abundância na pastagem (16,1±2,5 %). 

 

Figura 1 - Abundância relativa dos filos para cada biblioteca de solo. a) 

abundância relativa maior do que 2%. b) abundância relativa menor do que 2%. 

As barras de erro correspondem ao desvio padrão. 

 

 

 

3.3  Similaridade entre as comunidades com base na estrutura e função 
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Para melhor explorar as semelhanças e diferenças na estrutura da comunidade 

bacteriana entre as áreas, comparações simultâneas de todas as 12 comunidades 

microbianas foram realizadas com Jacknifed PCoA. A análise UniFrac não 

ponderada demonstrou que as comunidades bacterianas do solo das áreas do 

Cerrado foram bastante diferentes umas das outras (Fig. 2a). Isso também ocorreu 

com as amostras submetidas à análise ponderada (UniFrac ponderado Fig.2b), que 

embora mais próximos umas das outras, permaneceram distintas. 

 

 
Figura 2 – Gráfico de coordenadas principais representando os grupos de 

comunidades bacterianas das amostras do Cerrado. a) representa análise 

ponderada. b) representa análise não ponderada. Os grupos foram gerados com 

a utilização de sub-amostras com 600 sequências de cada ambiente. A posição 

dos pontos representa a média dos resultados com a métrica jackknife e as 

elipses representam a distribuição da média em 100 repetições. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

O solo é um dos ambientes mais difíceis de trabalhar, devido à complexidade da 

sua matriz e suas propriedades físico-químicas, (DELMONT et al. 2011). Estas 

propriedades únicas e desafios metodológicos adicionais conferem diversos 

problemas críticos para estudos de metagenômica do solo (desde a amostragem do 

solo até as análises dos dados do seqüenciamento) que podem distorcer a real 

comunidade microbiana destes solos (LOMBARD et al. 2011), e consequentemente, 

afetar a compreensão sobre a estrutura e função destas comunidades microbianas. 

A primeira questão a ser considerada é com relação à amostragem do solo. Em 

nosso estudo, os solos de todas as áreas foram a classificados como latossolos 

(Tabela 1), isso exclui eventuais influências devido a diferenças entre os tipos de 

solos (as áreas estão perto umas das outras). As diferenças nas propriedades 

químicas são exclusivamente associadas com os sistemas de manejo adotado para 

cada um dos solos. As amostras foram coletadas em abril, durante o início da 

estação seca (de abril à setembro). Os fatores climáticos são muito importantes, pois 

se sabe que as estações do ano podem afetar fortemente as comunidades 

microbianas do solo (VIANNA et al. 2011; MENDES et al. 2012). As amostras de 

solo da rizosfera refletem a influência das espécies de plantas na comunidade 

microbiana, portanto não foram utilizadas em nosso estudo para evitar que 

influenciassem nos resultados. As amostras foram coletadas na camada superior do 

solo de 0 à 5cm de profundidade pois é a camada que apresenta uma maior 

comunidade microbiana e é a mais afetada pelo tipo de manejo. 

A segunda questão a ser considerada é em relação à extração de DNA. Devido à 

grande diversidade do solo, a eficiência da extração do DNA pode variar de acordo 

com o tipo de solo e o protocolo utilizado. Vários estudos demonstraram diferenças 

na estrutura de comunidades microbianas de acordo com diferentes métodos de 

extração do DNA e que a eficiência destes métodos pode ter relação com o tipo de 

solo (FEINSTEIN; SUL; BLACKWOOD, 2009), (INCEOGLU et al. 2010), (KAKIRDE; 

PARSLEY; LILES, 2010) e (PETRIC et al. 2011). A maior parte dos solos do Cerrado 

são argilosos e os protocolos de extração de DNA normalmente são menos efetivos 

nestes solos (FROSTEGARD et al. 1999). Além disso, o DNA extraído de solos 
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geralmente apresenta concentrações elevadas de ácidos húmicos e fúlvicos, que 

têm propriedades químicas semelhantes às do DNA. O que faz destes compostos 

orgânicos fortes inibidores de reacções enzimáticas, interferindo negativamente na 

posterior amplificação por PCR (WILSON, 1997; SCHRIEWER et al., 2011). Além 

disto, os métodos de extração direta de DNA raramente alcançam mais do que 60% 

do DNA contido no solo (LUNA; DELL’ANNO; DANOVARO, 2006) e é estimado que 

30 % do DNA bacteriano é perdido na purificação posterior à extração (HOWELER; 

GHIORSE; WALKER, 2003). Neste estudo, utilizou-se um kit comercial que tem sido 

amplamente utilizado para extrações de alta qualidade e com bom rendimento em 

diferentes tipos de solo, e purificações posteriores não são necessárias. Além disso, 

foi utilizado o mesmo protocolo para todas as amostras de solo para minimizar 

quaisquer alterações nos resultados pela extração do DNA.  

A terceira questão a ser considerada é em relação à amplificação da PCR. A 

eficiência da amplificação é influenciada por inúmeros fatores como a composição 

do tampão, condições de ciclagem, presença de inibidores na amostra de DNA (i.e., 

ácidos húmicos e fulvicos), tamanho da sequência alvo, composição de bases da 

sequência, a especificidade dos oligonucleotideos iniciadores e a termoestabilidade 

da polimerase utilizada (WU et al. 2010; AIRD, et al. 2011; LÓPEZ-BARRAGÁN et 

al. 2011; SCHLOSS et al., 2011; PINTO & RASKIN, 2012). Em conjunto, esses 

fatores levam a vieses que precisam ser levados em consideração, a fim de 

compreender os riscos envolvidos na avaliação precisa da estrutura bacteriana e 

diversidade na investigação da ecologia microbiana.  

Nos últimos anos, uma atenção especial tem sido dada aos vieses gerados pela 

utilização de oligonucleotideos iniciadores "universais" 16S (BAKERet al., 2003; 

MAO et al. 2012). A escolha dos oligonucleotideos iniciadores é um dos fatores mais 

importantes que afeta as análises do gene 16S do rRNA e a seleção de 

oligonucleotideos iniciadores inadequados pode comprometer a interpretação dos 

resultados da PCR. De fato, vários estudos recentes têm demonstrado que muitos 

oligonucleotideos iniciadores comuns usados em trabalhos anteriores apresentam 

eficiência variada na amplificação de fragmentos do gene 16S do rRna (FARRIS & 

OLSON, 2007; SIPOS, et al. 2007; FRANK, et al. 2008; MORALES & HOLBEN, 

2009), o que pode comprometer os resultados obtidos a partir de amostras 

ambientais, uma vez que não se pode estimar a verdadeira presença e abundância 

de todas as bactérias. Mesmo quando a diversidade microbiana é mensuradas na 
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mesma amostra os resultados podem variar de forma relevante, dependendo da 

escolha dos oligonucleotideos iniciadores (CLAESSON et al. 2010). Esse problema 

ocorre porque regiões hipervariáveis diferentes do gene 16S evoluem à taxas 

diferentes e diferentes espécies do mesmo gênero podem ser semelhantes em 

regiões hipervariáveis e diferentes em outras regiões. Por esta razão, as 

combinações de oligonucleotideos iniciadores e o tamanho dos fragmentos torna os 

estudos susceptíveis à perda de alguns grupos de bactérias ou pelo menos pode 

subestimar a abundância de alguns táxons bacterianos. 

Várias tentativas foram feitas parar desenhar e aperfeiçoar os conjuntos de 

oligonucleotideos iniciadores “universais” para o gene 16S do rRNA (WANG et al., 

2009; WINSLEY, et al. 2012), mas estes ainda não foram adotados pela comunidade 

científica uma vez que estudos adicionais são necessários para confirmar a 

eficiência dos novos oligonucleotideos iniciadores. 

Embora a utilização dos oligonucleotideos iniciadores 27F e 338R possam 

subestimar a abundância do filo Verrucomicrobia (BERGMANN, et al. 2011), e os 

códigos de barras utilizados possam ser uma fonte de erro (BERRY, et al. 2011), 

estes oligonucleotideos iniciadores foram selecionados para as reações de PCR (e 

subsequente sequênciamento através da extremidade oposta) porque os amplicons 

curtos gerados por eles são menos sujeitos a vieses de heterogeneidade, de 

comprimento e à formação de quimeras. Além disso, as sequências produzidas por 

estes iniciadores são conhecidas por proporcionar uma resolução taxonômica que 

vai desde o nível de filo até gênero (LIU, et al. 2007). Portanto, isso os tornam 

adequados para a determinação de semelhanças e diferenças biologicamente 

significativas entre as amostras microbianas. 

A quarta questão a ser considerada é sobre os erros no pirosequenciamento 

e elementos que ocorrem devido a imprecisões no processo de seqüenciamento, 

independentemente da tecnologia em uso (QUINCE, et al. 2009; GOMEZ & TEAL; 

SCHMIDT, 2009; (TEAL & SCHIMIDT, 2010; NIU, et al. 2010; QUINCE, et al. 2011). 

As mais altas taxas de erros dos sistemas de sequênciamento de nova geração em 

comparação com o tradicional seqüenciamento Sanger e a ausência de uma 

compreensão detalhada das características dos erros tornam difícil a efetiva 

utilização do pirosequenciamentopirosequenciamento (WOLEY; YE, 2009; KUNIN, 

et al. 2010; BAKKER, et al. 2012). Neste estudo, tentou-se superar estas 

obliqüidades tanto quanto possível. Considerando os altos níveis de robustez e 
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resolução da metodologia adotada, a baixa variação entre as amostras de cada área 

e a qualidade dos resultados, acredita-se que os problemas foram minimizados e as 

descobertas foram consistentes. Em geral, esse estudo expõe as diferenças e 

similaridades entre comunidades bacterianas do solo relacionadas com os diferentes 

usos do solo e manejos da agricultura. 

Embora os filos Proteobacteria e Acidobacteria sejam dominantes em todas 

as comunidades estudadas, como geralmente são observados em bibliotecas de 

bactérias do solo, as distribuições não são similares (Fig. 1a). Proteobacteria 

apresentou uma distribuição constante em todas as áreas estudadas, indicando que 

este filo, quando analisado como um único grupo, pode não ser amplamente afetado 

pelas mudanças causadas pelo manejo do solo.  

Acidobacterias foram mais abundantes nas áreas de floresta, que 

apresentaram o pH ácido (4.0–4.2) e baixo níveis de nutrientes, i.e.(Fig. 1), o que 

sustenta a idéia que o pH do solo regula a abundância deste filo (SAIT et al., 2006; 

JONES, et al. 2009). Curiosamente, um estudo anterior demonstrou que o filo 

Acidobacteria foi considerado o grupo dominante na Mata Atlântica (BRUCE, et al. 

2010). A abundância de Acidobacterias em canaviais e pastagens foi semelhante a 

outros estudos que relatam que os membros desse filo constituem cerca de 20% do 

total das comunidades bacterianas presentes em vários tipos de solo (NACKE, et al. 

2011; NAETHER, et al. 2012), muito provavelmente, devido ao pH neutro do 

canavial ou menos ácido da pastagem. A disponibilidade de carbono orgânico não 

apresentou qualquer influência sobre a distribuição desse filo, como sugerido 

anteriormente (FIERER et al., 2007). O modo de vida de crescimento lento adaptado 

aos baixos níveis de nutrientes, ampla capacidade metabólica e tolerância a 

variação da umidade, são considerados fatores importantes para a adaptação dos 

membros deste filo às condições adversas do solo. (WARD, et al. 2009), e pode 

explicar sua abundância em ambientes com estações do ano bem definidas, 

nutricionalmente limitados e ácidos encontrados no Cerrado. Além disso, mudanças 

no solo de florestas são relativamente raras, o que pode permitir que grandes 

populações, particularmente as de crescimento lento, deste grupo possam se 

desenvolver. Entretanto, pouco se sabe sobre as características fisiológicas e 

ecológicas das diferentes subdivisões de Acidobacteria (QUAISER, et al. 2003). 

Uma vez que a maioria destes organismos não foram cultivados e se conhece 

apenas por sequências do gene 16S do rRNA, suas funções ecológicas e possíveis 
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influências no solo continuam desconhecidas. Considerando a abundância, 

diversidade e resistência das Acidobacterias nos solos de todo o mundo (BARNS, et 

al. 1999 e 2007), os membros deste filo podem apresentar funções ecológicas 

relevantes  nas comunidades microbianas dos solos do Cerrado (LEE et al., 2008). 

Actinobacteria foi o terceiro filo em termos de abundância nas áreas do 

Cerrado, especialmente nas áreas de pastagem. Este grupo é amplamente 

distribuído em diferentes ambientes, incluindo solos ácidos e áridos (HOLMES, et al. 

2000; VENTURA, et al. 2007), e desempenham um papel crítico na decomposição 

da matéria orgânica. Membros do filo Actinobacteria apresentam alta resistência a 

radiação UV, calor e ressecamento (LE BLANC et al., 2008; ESSOUSSI, et al. 

2011). Estas características podem explicar a abundância destes organismos na 

área de pastagem no Cerrado. Pastagens possuem pouca cobertura vegetal e 

consequentemente são expostas a altos níveis de radiação (incluindo UV), o que 

leva a perda de água e o ressecamento do solo. Além disso, Actinobacteria são 

conhecidas pela produção de antibióticos e de outros metabolitos secundários, o que 

significa que elas podem ser capazes de excluir outras bactérias, liberando 

compostos químicos (QUIRINO, et al. 2009) e contribuindo para a sanidade das 

espécies vegetais. Membros de Actinobacterias foram o principal grupo encontrado 

em solos contaminados com metais pesados (GREMION et al., 2003; SCHMIDT, et 

al. 2005), e os solos do Cerrado possuem altos níveis de alumínio, manganês, ferro 

e provavelmente outros metais pesados (OLIVEIRA e MARQUIS, 2002). Estudos 

recentes indicam que o manejo do solo influencia na estrutura das comunidades de 

Actinobacterias (LAUBER, et al. 2008; HILL, et al. 2011). Considerando a relevância 

deste grupo na decomposição de matéria orgânica, este resultado tem implicação 

importante no ciclo do carbono em solos do Cerrado, que destacam a importância 

das Actinobacterias para a ecologia microbiana e gestão da agricultura da região. 

 Além dos três grupos dominantes (Proteobacteria, Acidobacteria e 

Actinobacteria), Bacteriodetes, Firmicutes e Gemmatimonadetes estavam presentes 

em frequências superiores a 2% ao longo das quatro áreas de Cerrado. Em geral, a 

abundância de Bacteriodetes e Gemmatimonadetes foi maior na cana de açúcar 

seguido pela pastagem.  

A abundância de Bacteriodetes em sistemas agrícolas pode estar relacionada 

com a sua capacidade notável em explorar a matéria orgânica e colonizar solos logo 

após as culturas serem implantadas. Uma vez que estas áreas são as únicas com 
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pH neutro ou menos ácido, esta variável também pode influenciar esses grupos 

microbianos. No entanto, uma vez que várias propriedades do solo estão 

diretamente ou indiretamente relacionados ao pH (LAUBER, et al. 2008), não se 

pode determinar se o efeito do pH em tais comunidades pode ser direto ou indireto. 

 Firmicutes foi relevantemente abundante apenas na pastagem. Considerando 

que o filo Firmicutes é dominante em amostras de rúmen (LENG, et al. 2011), é mais 

provável que eles foram introduzidos nos locais de pastagem pelo gado. Assim, a 

excreção do gado pode ser um insumo orgânico atuando como um importante fator 

de diferenciação da estrutura da comunidade bacteriana da pastagem em 

comparação com outras áreas. Além disso, os membros deste filo (por exemplo, 

Bacilluse Clostridium) são bactérias formadoras de endosporos, e por consequência, 

apresentam elevada resistência a várias condições ambientais adversas mais 

comuns para solos de pastagens como níveis elevados de radiação UV, calor e 

ressecamento do solo. Os filos raros, com freqüência relativa inferior a 2% (Fig.1b), 

também podem mediar funções que são essenciais para os ecossistemas 

microbianos (SOGIN, et al. 2006).  

Estudos recentes demonstraram que a biosfera rara inclui linhagens novas e 

originais (ELSHAHED, et al. 2008), com potencialmente novas capacidades 

metabólicas. Além disso, várias funções dos membros da biosfera rara têm sido 

sugeridas como sendo muito relevantes para a ecologia do solo (PESTER, et al. 

2010; SHADE et al. 2012). No entanto, a biosfera rara está apenas começando a ser 

explorada (PEDRÓS, 2012). Apesar dos recentes avanços nas tecnologias capazes 

de descobrir microorganismos com baixa abundância, a importância da biosfera rara 

ainda permanece desconhecida (REEDER; KNIGHT, 2009; HUBER, et al. 2010). 

 Uma vez que o solo é considerado o mais complexo e diverso ecossistema 

microbiano com a predominância de microrganismos com baixa abundância, ele 

pode representar o mais importante habitat da biosfera rara. Por esta razão, os 

estudos mais detalhados são necessários para abordar a importância ecológica e 

contribuição de microrganismos raros para as comunidades microbianas nos 

ecossistemas do Cerrado. No canavial, o constante aporte de nutrientes, promove o 

crescimento microbiano e a intervenção regular na preparação do solo para 

produção agrícola que prejudica a comunidade existente e facilita o estabelecimento 

de novas espécies de bactérias, pode explicar a maior diversidade observada nesta 

área. Em pastagens, o alto nível de diversidade observada pode ser explicado pelo 
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aporte de matéria orgânica por meio das excreções do gado associadas a um 

ambiente descoberto, o que aumenta a probabilidade de sucesso da migração de 

microrganismos pelo vento ou em animais. Além disso, em ambas as áreas, a 

celulose é o componente principal de carbono em gramíneas, que é facilmente de 

composto e disponível para a microbiota geral. Em contraste, o componente 

principal do carbono orgânico de detritos de madeira, nos solos florestais é a lignina, 

e esta macromolécula é difícil de ser degradada pelos microrganismos. Assim, 

variações na composição do substrato podem afetar as comunidades microbianas 

envolvidas na degradação da serrapilheira. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Sistemas de produção baseados no manejo do solo são complexos e sujeitos 

a uma ampla variedade de práticas de gestão. Por esta razão, os processos 

biológicos dentro destes ecossistemas do solo permanecem pouco compreendidos. 

Existem ainda grandes lacunas na nossa compreensão geral das relações entre o 

manejo do solo e seus impactos sobre a diversidade, estrutura e função das 

comunidades microbianas. Para entender melhor a influência do manejo da terra 

sobre a dinâmica ecológica/evolutiva das comunidades do solo, precisamos de 

metodologias de alta qualidade capazes de quantificar mudanças induzidas pelo 

manejo nas comunidades microbianas, tanto filogenéticas quanto em níveis 

funcionais. Com esse conhecimento, será possível aumentar a sustentabilidade dos 

processos dos ecossistemas através da gestão eficaz das funções biológicas. Esta 

questão é de particular relevância para Cerrado, considerando o intenso uso do solo 

durante as últimas décadas e sua exploração contínua ao longo dos próximos anos. 

Neste estudo, usando a tecnologia de sequênciamento de alto rendimento de nova 

geração, foi possível medir as diferenças e semelhanças entre as comunidades 

bacterianas do solo sob diferentes tipos de manejo agrícola em nível filogenético.  

Os resultados indicaram que a diversidade microbiana não apresentou 

alterações relevantes entre as áreas sob as práticas agrícolas em longo prazo. Estes 

achados sugerem que mais importante que a análise da diversidade geral é analisar 

a composição das comunidades. Uma vez que o tipo de solo foi o mesmo entre os 

locais estudados, pode-se supor que o uso da terra foi o principal fator determinante 

na estrutura das comunidades bacterianas. Os resultados apresentados neste 

estudo podem contribuir para o contínuo desenvolvimento da gestão sustentável dos 

ecossistemas florestais e agrícolas no Cerrado. 
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