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RESUMO 

 

Há quase 25 anos foi proposto que os procariotos poderiam ser divididos em dois domínios 

distintos: Bacteria e Archaea. As archaeas foram inicialmente associadas apenas a ambientes 

extremos, mas com o aumento do uso de abordagens moleculares, membros deste domínio 

passaram a ser detectados em diversos habitats do nosso planeta, evidenciando sua 

ubiquidade. Além disso, posteriormente foram identificadas archaeas com metabolismos de 

importância ecológica que antes acreditavam-se estar restritos a bactérias, como a oxidação 

de amônia. Apesar dos avanços trazidos pelas técnicas moleculares, a obtenção de cultivos 

laboratoriais ainda é imprescindível para a compreensão de vários aspectos da biologia dos 

microrganismos. No Brasil, ainda são escassos os estudos sobre Archaea nos diferentes 

ambientes naturais. O Cerrado é um extenso e importante bioma de nosso país, mas pouco se 

sabe sobre a comunidade de archaeas nos solos de suas diferentes fitofisionomias. Além disso, 

queimadas são eventos ecológicos importantes no Cerrado e não existem estudos sobre o seu 

efeito na população de archaeas de solos deste ambiente. Assim, este trabalho teve como 

objetivo avaliar e comparar a comunidade de Archaea em solos de Cerrado sensu stricto que 

não sofrem queimadas há anos e solos de áreas queimadas bienalmente, além da detecção de 

archaeas com potencial para oxidação de amônia nestes solos. Outro objetivo do trabalho foi 

a obtenção de culturas de archaeas provenientes do solo deste bioma. Amostras de solo 

coletadas em triplicata foram submetidas à extração de DNA total, que foi utilizado em 

ensaios de PCR com os iniciadores específicos para os genes rRNA 16S e amoA de Archaea. 

Os resultados obtidos revelaram que a grande maioria das sequências obtidas pertence aos 

grupos I.1b e I.1c do filo Thaumarcheota. No entanto, apesar das semelhanças encontradas 

nas análises realizadas, as amostras de solo da área protegida do fogo apresentaram maior 

abundância de thaumarchaeotas do grupo I.1c, enquanto o solo da área queimada apresentou 

mais sequências do grupo I.1b. Análises do gene amoA, amplificado em todas as amostras, 

indicaram archaeas com o potencial para a oxidação de amônia possivelmente não descritas 

anteriormente ocorrendo nos solos de Cerrado. Para o estabelecimento do cultivo de archaeas 

do solo de Cerrado, meios de cultura foram confeccionados a partir de um coado de solo e 

suplementados com agentes antimicrobianos. Após vários repiques, o DNA das colônias 

observadas foi extraído e amplificado com iniciadores para os domínios Archaea e Bacteria. 

A análise das sequências obtidas indicou uma cocultura entre uma bactéria do gênero 

Novosphingobium e uma archaea do grupo I.1c de Thaumarchaeota, que ainda não apresenta 

qualquer representante cultivado descrito na literatura.  
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ABSTRACT 
 

It has been almost 25 years since the proposal that divided prokaryotes in two different 

domains: Bacteria and Archaea. The archaea were initially associated exclusively with 

extreme environments, but the increasing utilization of molecular approaches revealed that 

members of this domain were ubiquitous and could be detected in different environments on 

Earth. Furthermore, metabolisms of ecologic importance that were thought to be restricted to 

bacteria were later detected in archaea, such as the ability to oxidize ammonia. This fact 

highlights that, despite the advances brought by molecular approaches, cultivation of 

microorganisms in laboratory is still essential for understanding many aspects of their biology. 

Currently, there are very few studies about Archaea in the natural environments of Brazil. 

The Brazilian savanna, known as Cerrado, is an extensive and important biome of our 

country, but little is known about the Archaea community in soils of its different 

phytophysiognomies. Furthermore, fires are important ecological events in Cerrado and there 

are no studies about its effects on the Archaea populations in soils. Therefore, this study 

aimed to evaluate and compare the archaea community of Cerrado sensu stricto soils of an 

area that has long been protected from fire and another that has been submitted to biennial 

prescribed fires. It also aimed to detect archaea with the potential for ammonia oxidation in 

these soils. Another objective of this study was the establishment of archaea from Cerrado 

soils in culture. Soil samples were submitted to DNA extraction, which was used for PCR 

essays with specific primers for Archaea rRNA 16s and amoA genes. Results showed that 

most of the sequences obtained were from I.1b e I.1c groups of Thaumarchaeota. Despite the 

similarities found in the analysis, samples from the protected site showed higher abundance 

of I.1c thaumarchaeotes, while in samples from the frequently burned site more sequences 

from group I.1b were detected. Analysis of the amoA gene, which was amplified from all 

samples, showed that there are possibly previously undescribed archaea with ammonia 

oxidation potential in Cerrado soils. For the establishment of archaea cultures, culture media 

were made from soil filtrates and supplemented with antimicrobial agents. After several 

transfers, DNA extracted from the obtained colonies was used for PCR essays with specific 

primers for Archaea and Bacteria domains. The sequences obtained revealed a coculture 

between a bacteria of Novosphingobium genus and an archaea from group I.1c of 

Thaumarchaeota, a group that so far does not have any cultured representative described in 

the literature.  
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1. Introdução 

 

1.1. O estudo da filogenia e taxonomia de procariotos 

 

 Durante muitos anos, a classificação dos seres vivos pelos taxonomistas teve como 

base a análise de características morfológicas dos organismos. Desta forma, a classificação 

filogenética de procariotos foi por muito tempo considerada impossível, em virtude da 

simplicidade morfológica e difícil detecção de características diagnósticas nestes organismos 

microscópicos (Rosselló-Mora & Amann, 2001). No início do século XX, com o 

desenvolvimento das metodologias de cultivo em meios artificiais, parâmetros bioquímicos e 

fisiológicos passaram a ser utilizados na tentativa de classificação dos microrganismos 

(Schleifer, 2009). No entanto, apesar de classificações baseadas em características fenotípicas 

terem sido úteis para os microbiologistas, estas são instáveis e as relações evolutivas dos 

procariotos não podem ser bem estabelecidas por essas abordagens (Krieg, 1988).   

 Em 1965, Zuckerkandl e Pauling postularam que informações acerca da história 

evolutiva de um organismo poderiam ser extraídas de seu genoma. Em seu trabalho, os 

autores discutem que existem diferenças no material genético que não são observadas nos 

polipeptídios, já que diferentes códons podem ser traduzidos em um mesmo resíduo de 

aminoácido e, desta maneira, o material genético carregaria mais informações filogenéticas e 

poderia ser utilizado para o estudo de relações evolutivas entre os organismos. A partir deste 

conceito, uma nova era na taxonomia microbiana teve início e abordagens moleculares 

passaram a ser utilizadas no estudo e na classificação dos procariotos (Fox et al., 1977).  

 Inicialmente, a comparação geral entre a composição de bases dos genomas 

bacterianos (conteúdo de G+C) foi utilizada para propósitos de classificação taxonômica, mas 

os valores obtidos permitiam apenas classificações superficiais (Krieg, 1988). O 

desenvolvimento de técnicas de hibridização DNA-DNA, no início da década de 70, trouxe 

novas contribuições para a sistemática bacteriana e permitiu o agrupamento dos organismos 

de acordo com suas semelhanças genéticas. Essa técnica baseia-se na premissa que, sob 

condições padronizadas, fitas de DNAs de organismos diferentes se reassociarão, dependendo 

do grau de similaridade de suas sequências de nucleotídeos, permitindo assim uma 

quantificação de similaridade entre estas (Rosselló-Mora & Amann, 2001). Atualmente, 

dados referentes à hibridização DNA-DNA ainda são utilizados como critério para a 

delimitação de novas espécies, sendo o limiar de 70% de similaridade empregado para se 

definir se dois organismos pertencem ou não a mesma espécie (Stackebrandt et al., 2002).   
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 Outra abordagem molecular que passou a ser amplamente utilizada nos estudos de 

taxonomia e filogenia de procariotos foi a catalogação de ácidos nucleicos ribossomais 

(rRNAs ou os genes que codificam os rRNAs). Tais moléculas são excelentes cronômetros 

evolutivos, por serem universais, ou seja, encontradas em todos os organismos, e 

apresentarem homologia funcional e evolutiva (Olsen & Woese, 1993). Além disso, 

sequências de rRNA apresentam regiões de extrema conservação e regiões hipervariáveis, 

possibilitando que tanto as relações filogenéticas distantes quanto as próximas possam ser 

examinadas (Fox et al., 1977). O tamanho da molécula utilizada é uma característica 

essencial nas reconstruções filogenéticas, já que cada posição individual na sequência carrega 

informações de um estreito tempo evolutivo e um número maior de regiões na sequência 

aumenta a quantidade de informações filogenéticas que podem ser detectadas (Ludwig & 

Schleifer, 1994). Desta forma, o rRNA 16S é mais adequado para estudos filogenéticos de 

procariotos do que o rRNA 5S, por exemplo, já que o primeiro apresenta aproximadamente 

1500 nucleotídeos, enquanto o último tem apenas cerca de 120 (Olsen et al., 1986).  

 Outros genes conservados podem ser utilizados como marcadores filogenéticos no 

estudo da diversidade de procariotos, como genes que codificam proteínas ribossomais, 

proteínas de ligação ao DNA e amino-acil sintetases (Torvsk & Øvreas, 2006). No entanto, o 

o rRNA 16S é um marcador filogenético amplamente utilizado, existindo um número cada 

vez maior de sequências de seu gene disponíveis em bancos de dados (Rappé & Giovannoni, 

2003), tornando-o uma importante ferramenta nos estudos de diversidade e filogenia 

microbiana. 

 A utilização de sequências de rRNA 16S como marcador filogenético levou a grandes 

avanços no estudo da filogenia e taxonomia de procariotos, tendo sido inclusive empregada 

nos trabalhos de Woese e Fox (1977), que resultaram na descoberta de que os procariotos 

dividiam-se em dois grupos filogeneticamente independentes. Além disso, o desenvolvimento 

e aprimoramento de técnicas que permitem a obtenção e sequenciamento do gene do rRNA 

16S de procariotos (e 18S de eucariotos) diretamente de amostras ambientais possibilitaram 

estudos mais abrangentes de ecologia microbiana, permitindo a detecção e o posicionamento 

filogenético de microrganismos presentes nos mais diversos ambientes sem a necessidade de 

cultivá-los em laboratório (Amann et al., 1995).  
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1.2. O domínio Archaea  

 

Em 1977, Carl Woese e George Fox, por meio da comparação de sequências de RNA 

ribossomal 16S de vários organismos, verificaram que os procariotos se dividiam em dois 

grupos distintos e propuseram então as denominações “eubactéria” e “arqueobactéria” para 

estes grupos. Nesta divisão, o reino das eubactérias seria composto por todas aquelas 

bactérias até então já bem conhecidas e o reino das arqueobactérias pelas bactérias produtoras 

de metano, genericamente chamadas de metanogênicas. Este último grupo foi assim 

denominado por acreditar-se, na época, que as metanogênicas seriam ancestrais das demais 

bactérias.   

Estudos posteriores levaram Woese e colaboradores, em 1990, à proposta de um novo 

sistema de classificação taxonômica para os seres vivos. Esse sistema, de caráter filogenético, 

propunha a criação de um táxon superior a Reino, denominado Domínio, e a divisão de todos 

os seres vivos nos domínios Eukarya, Bacteria e Archaea. Desta forma, todos os eucariotos 

estariam incluídos em apenas um domínio e os procariotos seriam divididos em dois grupos. 

Além disso, as até então denominadas arqueobactérias passariam a ser chamadas apenas de 

Archaea, evidenciando-se assim as grandes diferenças filogenéticas entre estes organismos e 

as bactérias. Tal proposta levantou muitas controvérsias, mas com a crescente utilização de 

abordagens de filogenia molecular, mostrou-se muito coerente e revelou um grupo de 

procariotos até então pouco conhecido e estudado: as archaeas.  

 Organismos do domínio Archaea apresentam características em comum tanto com 

bactérias quanto com eucariotos, além de possuírem aspectos únicos. Uma das características 

mais marcantes desse domínio talvez seja relacionada à composição e estrutura de sua 

membrana plasmática. Diferentemente dos eucariotos e das bactérias que possuem seus 

ácidos graxos de membrana ligados ao glicerol-3-fosfato por uma ligação do tipo éster, as 

archaeas não apresentam cadeias de ácidos graxos, mas sim cadeias laterais de 

hidrocarbonetos que se ligam a moléculas de glicerol-1-fosfato por meio de ligações do tipo 

éter (Kates et al., 1993). Os hidrocarbonetos de membrana são essencialmente polímeros de 

isopreno, contendo de 20 a 40 unidades de carbono. Outra peculiaridade da membrana das 

archaeas é a presença de monocamadas lipídicas em algumas espécies ao invés do conhecido 

padrão de bicamada presente em todos os eucariotos e bactérias. Nas monocamadas, a fluidez 

é modulada pela ciclização de alguns componentes das cadeias laterais dos hidrocarbonetos, 

um importante fator na manutenção da estrutura da membrana de hipertermófilos (DeRosa et 

al., 1991).  
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 A parede celular das archaeas não apresenta peptideoglicano, que é um componente 

da parede celular de todas as bactérias. Sua composição é extremamente variável e as 

diversas espécies de archaea podem apresentar pseudopeptideoglicano, metanocondroitína, 

heteropolissacarídeos sulfatados, halomucina ou glutaminoglicano (Albers & Meyer, 2011). 

Muitas archaeas podem apresentar também, ou ter como único envoltório celular, uma 

camada proteica cristalina denominada camada S. Essa camada é geralmente composta por 

apenas um tipo de proteína ou glicoproteína variando de 40 a 200 kDa e, na maioria das 

archaeas, encontra-se aderida à membrana plasmática (Sleytr & Sara, 1997). Uma 

interessante característica dessas proteínas formadoras da camada S é sua capacidade de se 

auto-organizarem em arranjos cristalinos bidimensionais, normalmente de formato hexagonal 

nas archaeas (Albers & Meyer, 2011).  

 O cromossomo de Archaea é circular e a replicação ocorre de forma bidirecional, 

semelhante ao que acontece nas bactérias. No entanto, a maquinaria responsável por esse 

processo poderia ser descrita como uma versão simplificada da encontrada nos eucariotos 

(Ishino & Ishino, 2012). No que diz respeito aos sistemas relacionados à transcrição e 

tradução do material genético, as archaeas também se assemelham muito mais aos eucariotos 

que às bactérias. A maquinaria de transcrição em Archaea é semelhante aos sistemas dos 

eucariotos em termos da estrutura e função da RNA polimerase, no entanto esta depende de 

um conjunto mínimo de fatores de transcrição e elementos relacionados aos promotores 

(Grohmann & Werner, 2011). Além disso, já foi descrita a resistência da RNA polimerase de 

archaeas a antibióticos frequentemente utilizados contra bactérias, evidenciando suas 

diferenças estruturais (Sturm et al., 1980).  

Quando a denominação Archaea foi proposta, os autores também propuseram que este 

domínio era composto por dois filos, Euryarchaeota e Crenarchaeota, os quais são até hoje 

formalmente aceitos (Woese et al., 1990). O filo Euryarchaeota é bastante heterogêneo, 

apresentando organismos com fisiologias bem distintas. Organismos metanogênicos, 

halófilos, redutores de sulfato e alguns hipertermófilos podem ser encontrados nesse filo. O 

filo Crenarchaeota foi inicialmente sugerido como mais ancestral e caracterizado como 

relativamente homogêneo, abrangendo muitos organismos hipertermófilos. Posteriormente, 

com a crescente detecção de sequências de DNA de Archaea em vários ambientes, foi 

proposto que o filo Crenarchaeota também englobaria um grupo de archaeas mesófilas, 

denominado Grupo I, o qual apresentava três subgrupos - I.1a, I.1b e I.1c – de acordo com a 

afiliação das sequências em árvores filogenéticas (DeLong, 1998).  
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Atualmente, a classificação filogenética das archaeas é tema de muitas discussões na 

literatura e propostas para a criação de novos filos vêm sendo feitas com base em novas 

sequências identificadas e análises moleculares mais refinadas.  

O filo Korarchaeota foi proposto a partir de análises de sequências do gene do rRNA 

16S obtidas de amostras de fontes termais do Parque Nacional de Yellowstone, nos Estados 

Unidos (Barns et al., 1996). As análises sugeriram que as sequências encontradas não se 

assemelhavam àquelas de organismos dos filos Crenarcheota ou Euryarcheota e que se 

situavam numa posição basal na árvore filogenética, antes da bifurcação desses dois filos. 

Embora nenhum representante deste filo tenha sido obtido em cultura pura em meios 

artificiais até o momento, o genoma completo de um organismo, denominado “Candidatus 

Korarchaeum cryptofilum”, foi recentemente sequenciado e poderá contribuir para a 

aceitação formal deste filo (Elkins et al., 2008).  

Organismos encontrados em uma fenda hidrotermal na Islândia, de caráter simbionte e 

dimensões diminutas, levaram à proposta de um novo filo denominado Nanoarcheota, por 

apresentarem sequências de rRNA muito diferentes daquelas dos demais filos, não sendo 

amplificadas em reações de PCR com iniciadores até então considerados universais para o 

domínio Archaea  (Huber et al., 2003). Essa archaea foi denominada Nanoarchaeum equitans 

e sempre encontrava-se fortemente associada à outra espécie de archaea, Ignicoccus 

hospitalis, não apresentando crescimento na sua ausência. Posteriormente, no entanto, outros 

estudos questionaram a criação do novo filo, sugerindo por meio de análises comparativas de 

proteínas ribossomais que esse organismo representaria uma linhagem de rápida evolução do 

filo Euryarcheota (Brochier et al., 2005).  

Em 2008 foi proposta a criação do filo Thaumarcheota, que seria constituído por 

archaeas previamente descritas como crenarcheotas, mas que apresentavam natureza 

mesofílica (Brochier-Armanet et al., 2008). Tal proposta levava em consideração a análise 

comparativa de proteínas ribossomais e indicava que membros do Grupo I de Crenarcheota 

formavam na realidade um filo a parte. Membros deste filo foram identificados em diversos 

tipos de ecossistemas terrestres e aquáticos, inclusive em fontes termais (Walker et al., 2010; 

Lehtorvirta-Morley et al., 2011, Pester et al., 2011), evidenciando sua diversidade fenotípica.  

Posteriormente, a montagem de uma biblioteca genômica da comunidade microbiana 

de uma fonte geotermal do subsolo de uma mina de ouro possibilitou a reconstrução do 

genoma da archaea “Candidatus Caldiarchaeum subterraneum” (Nunoura et al., 2011). Os 

autores defendiam que o genoma apresentava características únicas distintas de todos os filos 

aceitos e propostos de archaea até o momento, incluindo um sistema do tipo ubiquitina 
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semelhante ao dos eucariotos e tais aspectos justificariam a proposta de mais um filo: o 

Aigarcheota (Nunoura et al., 2011). No entanto, a proposta de criação deste novo filo foi 

questionada por Brochier-Armanet e colaboradores (2011), que baseando-se em análises de 

proteínas ribossomais, sugeriram que C. subterraneum compartilha características com 

Thaumarcheota e representaria uma ordem localizada na base da ramificação deste filo na 

árvore filogenética. 

Mais recentemente, uma abrangente inferência filogenética de archaeas e bactérias foi 

realizada utilizando genomas obtidos de diversos ambientes pela técnica de sequenciamento 

do genoma de células únicas (single-cell genomics) e análises de diversas sequências de 

genes de rRNA ribossomal de representantes de filos candidatos dos dois domínios (Rinke et 

al., 2013). De acordo com os autores, as árvores filogenéticas construídas a partir de vários 

genes marcadores concatenados permitiram uma identificação robusta das associações entre 

os diferentes filos e suportariam a proposta de quatro novos filos no domínio Archaea: 

Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota e Nanohaloarchaeota. Além disso, de acordo 

com as análises realizadas por esses autores, os filos Nanoarchaeota e Aigarchaeota, cujas 

propostas vinham sendo questionadas por alguns grupos, deveriam ser mantidos. Outra 

questão levantada neste trabalho foi o agrupamento da maioria dos filos de archaea (com 

exceção do filo Euryarchaeota, que formaria um ramo a parte) em dois superfilos: o superfilo 

TACK, composto por Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota, Korarchaeota e o 

superfilo DPANN, constituído pelos filos Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmaarchaeota, 

Nanoarchaeota e Nanohaloarchaeota (Figura 1).  
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Figura 1. Árvore filogenética de Archaea a nível de filo, construída a partir de 38 genes 

marcadores concatenados. Os superfilos propostos TACK e DPANN estão indicados. 

Retirado de Rinke et al., 2013. 

 

1.3.  Ubiquidade de Archaea 

 

Os primeiros microrganismos a serem reconhecidos como pertencentes ao domínio 

Archaea, e não ao Bacteria como acreditava-se anteriormente, foram aqueles com a 

capacidade de reduzir o dióxido de carbono a metano, conhecidos como metanogênicos (Fox 

et al., 1977). Estudos posteriores mostraram que várias outras espécies previamente 

classificadas como bactérias termoacidófilas, halófilas ou oxidantes de enxofre também 

pertenciam, na realidade, ao domínio Archaea (Magrum et al., 1978; Woese et al., 1978). Por 

esse motivo, as archaeas foram então por muito tempo associadas apenas a locais com 

ausência de oxigênio, altas temperaturas e extremos de pH ou salinidade, fazendo com que 

esses ambientes fossem alvos de muitos estudos relacionados a membros deste domínio 

(Darland et al., 1970; Balch et al., 1979; Fiala & Stetter, 1986; Mathrani et al., 1988; Barns et 

al., 1994; Blochl et al., 1997) e levando à crença que apenas seres extremófilos o 

compunham.  

No entanto, com a crescente utilização de abordagens moleculares para o estudo de 

comunidades microbianas, no início da década de 90 esse conceito começou a ser modificado, 

pois trabalhos independentes dos grupos de DeLong (1992) e Fuhrman (1993) detectaram, 



 10 

por meio de sondas e iniciadores específicos para o domínio Archaea, a presença de membros 

dos filos Crenarchaeota e Euryarchaeota em águas costeiras marinhas. Tal relato foi 

surpreendente, já que até aquele momento só haviam sido descritas crenarchaeotas com 

crescimento ótimo a temperaturas superiores a 80oC. Posteriormente, dando continuidade a 

seus estudos, DeLong e colaboradores (1994) observaram a ubiquidade de archaeas em águas 

costeiras da Antártica, demonstrando sua presença em ambientes frios.  

Nos anos seguintes, muitos trabalhos relataram e seguem relatando a ampla 

distribuição das archaeas em diferentes ambientes terrestres e aquáticos mesófilos, assim 

como em ambientes extremos (Delong, 1998; Chaban et al., 2006). Archaeas já foram 

detectadas em diversos solos (Bintrim et al., 1997; Sliwinski & Goodman, 2004; Timonen & 

Bomberg, 2009), lagoas de água doce (Vissers et al., 2009), ecossistemas marinhos (Wuchter 

et al., 2006; Silveira et al., 2013), sedimentos (Glissman et al., 2003; Rodrigues et al., 2014), 

estações de tratamento de esgoto (Gray et al., 2002) e até em diversas partes do corpo 

humano (Eckburg et al., 2003; Horz & Conrads, 2010; Dridi et al., 2011), entre outros 

ambientes.  Hoje em dia, considera-se que a distribuição de archaeas no ambiente seja 

equivalente à bacteriana.  

As sequências de archaeas identificadas em ambientes não extremos foram 

inicialmente afiliadas aos filos Crenarchaeota e Euryarchaeota, sendo o Grupo I pertencente 

ao primeiro filo e os Grupos II e III ao segundo (DeLong, 1998). No entanto, análises 

subsequentes indicaram que sequências de archaeas mesófilas do Grupo I formavam um 

grupo irmão, não monofilético com as crenarchaeotas hipertermófilas (Robertson et al., 2005). 

Posteriormente, a partir do primeiro genoma sequenciado de um membro do Grupo I (Hallam 

et al., 2006) e baseando-se em árvores filogenéticas construídas a partir de proteínas 

ribossomais, Brochier-Armanet e colaboradores (2008), propuseram que o Grupo I fosse 

considerado um filo a parte, denominando-o Thaumarchaeota.  

Atualmente sabe-se que membros deste filo proposto constituem uma das mais 

abundantes e diversificadas linhagens de archaea, tendo sido identificados em diversos tipos 

de ecossistemas terrestres e aquáticos, inclusive em fontes termais, apresentando assim 

representantes mesófilos e termófilos (Brochier-Armanet et al., 2011). Do ponto de vista 

ecológico, o filo Thaumarchaeota vem recebendo muita atenção desde a descoberta de que 

alguns de seus membros realizam a oxidação aeróbica de amônia, um metabolismo que 

acreditava-se estar restrito apenas a bactérias dos grupos beta-Proteobacteria e gamma-

Proteobacteria (Schleper & Nicol, 2010).  
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1.4.  Archaeas oxidantes de amônia (AOAs) 

 

 A oxidação de amônia é o primeiro passo da nitrificação, que consiste na conversão 

da amônia a nitrato, um ponto fundamental do ciclo biogeoquímico do nitrogênio. A 

nitrificação é um processo que pode ser dividido em duas etapas. A primeira etapa é a 

oxidação da amônia a nitrito, mediada pela enzima amônia monoxigenase e a segunda etapa 

envolve a oxidação do nitrito a nitrato pela enzima nitrito oxido-redutase (Canfield et al., 

2010).  A oxidação de amônia é muitas vezes a etapa limitante da nitrificação em uma 

variedade de ambientes, sendo portanto uma reação crítica no ciclo do nitrogênio (You et al., 

2009). Além disso, é uma reação essencial em ecossistemas agriculturáveis, já que estes 

recebem grandes quantidades de fertilizantes, em sua maioria com o nitrogênio em forma de 

amônia, que deve então ser oxidada para o prosseguimento do ciclo (Jia & Conrad, 2009).    

 Apesar de pertencerem a dois domínios distintos, tanto as archaeas oxidantes de 

amônia (AOAs) quanto as bactérias oxidantes de amônia (AOBs) utilizam enzimas amônia 

monoxigenases (AMO) homólogas (Pester et al., 2012), mas se sabe que existem algumas 

diferenças no processo da oxidação de amônia realizado por estes organismos. Por exemplo, 

a AMO de archaeas apresenta uma maior afinidade ao substrato do que a AMO de bactérias e 

as AOBs são autótrofas obrigatórias, enquanto as AOAs também podem utilizar fontes de 

carbono orgânico (Zhalnina et al., 2012).  

 Desde a sua descoberta, muitos trabalhos vêm relatando a presença de AOAs em 

diversos ambientes, como solos (Ying et al., 2010; Gubry-Rangin et al., 2011; Zhang et al., 

2010), água marinha (Könneke et al., 2005; Wuchter et al., 2006), sedimentos marinhos 

(Francis et al., 2005; Beman & Francis, 2006), aquários e fontes de água doce (Sauder et al., 

2011; Peng et al., 2013), biorreatores de tratamento de esgoto (Park et al., 2006), fontes 

termais (Weidler et al., 2007), entre outros. Além disso, a predominância de AOAs em 

relação às AOBs em certos ambientes também vem sendo sugerida, principalmente em 

alguns solos (Leininger et al., 2006; Nicol et al., 2008). Assim, as AOAs podem ter um papel 

essencial na nitrificação, e consequentemente no ciclo global do nitrogênio, e a importância 

de se estudar melhor sua fisiologia vem sendo constantemente ressaltada por muitos grupos 

de pesquisa.  

 Devido a acessibilidade e facilidade, muitos trabalhos vêm empregando metodologias 

moleculares para a obtenção de informações sobre a distribuição e abundância das AOAs nos 

diferentes ambientes. A detecção do gene que codifica a subunidade alfa da enzima amônia 

monoxigenase (amoA) de archaeas é a abordagem mais amplamente utilizada, por se tratar de 
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um marcador filogenético e funcional deste grupo (Pester et al., 2012). Desta forma, o 

número de trabalhos que identificam sequências do gene amoA em vários ambientes vem 

aumentando e trazendo mais informações sobre a filogenia, ocorrência e distribuição das 

archaeas com potencial para a oxidação de amônia em diferentes condições. No entanto, 

devido às muitas dificuldades relacionadas ao cultivo em laboratório, existe até o momento a 

descrição de apenas três AOAs obtidas em culturas puras (Könneke et al., 2005; Tourna et al., 

2011; Lehtorvita-Morley et al., 2014) e poucas culturas de enriquecimento obtidas a partir de 

ambientes terrestres e aquáticos (Hatzenpichler et al., 2008; Blainey et al., 2011; Jung et al., 

2011), fazendo com que os estudos sobre a fisiologia e metabolismo dos organismos deste 

grupo sejam limitados e muitos aspectos ainda desconhecidos.  

 

1.5.  Importância do cultivo laboratorial de microrganismos 

 

 A dificuldade de se cultivar microrganismos ambientais em laboratório é conhecida 

entre os microbiologistas há muito tempo e, em 1985, Staley e Konopka cunharam um termo 

para descrever a diferença entre a diversidade microbiana observada nos ambientes naturais e 

a quantidade de microrganismos cultiváveis em meios artificiais – a “grande anomalia da 

contagem em placas”. Os autores relataram que há uma discrepância de várias ordens de 

grandeza entre o número de organismos de amostras ambientais quantificados por contagens 

microscópicas diretas e o número de colônias observadas em meios artificiais, ou seja, o 

número de células viáveis. Tal fenômeno já vinha sendo observado por muitas décadas e 

reflete a baixa eficiência na obtenção de microrganismos ambientais viáveis em cultivos 

laboratoriais.  

 Dados de Amman et al. (1995) sugeriam que somente 0,001 a 0,1% dos 

microrganismos marinhos e 0,3% de microrganismos do solo quantificados por contagem 

direta era cultivável, e estudos posteriores de Torsvik e colaboradores (2002) relataram que 

apenas 1% da diversidade microbiana descrita em nosso planeta tinha representantes 

cultivados. Por esse motivo, durante muito tempo o estudo da microbiologia se encontrou 

limitado, já que a identificação microbiana e a análise de sua diversidade dependiam do 

isolamento dos microrganismos em culturas puras. 

No entanto, a partir da década de 80, tal cenário começou a mudar. Os métodos 

moleculares, independentes de cultivo, passaram a ser amplamente utilizados nos estudos de 

comunidades microbianas, possibilitando assim a identificação de milhares de 

microrganismos sem a necessidade da obtenção de culturas e reforçando a noção de que as 
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espécies não cultiváveis correspondem à principal fração da diversidade microbiana de nosso 

planeta (Handelsman, 2004). Durante anos, acreditou-se que as análises moleculares 

permitiriam a superação das limitações nos estudos microbiológicos impostos pelas 

dificuldades no estabelecimento de culturas laboratoriais e diversos trabalhos passaram a ter, 

e ainda têm, esse enfoque (Rondon et al., 1999; Torsvik & Øvreas, 2002; Streit & Schimitz, 

2004; Tringe et al., 2005; Sogin et al., 2006; Delmont et al., 2011).  

  No entanto, embora as técnicas de biologia molecular tenham contribuído de forma 

significante para a ecologia e filogenia microbiana e avanços na área da biotecnologia tenham 

sido feitos utilizando-se esses métodos, o cultivo dos microrganismos ainda é imprescindível 

para o entendimento de diversos aspectos da sua biologia e de suas relações intra- e 

interespecíficas. A importância do estabelecimento de culturas laboratoriais de 

microrganismos ambientais vem sendo enfatizada cada vez mais, sendo que debates 

relacionados às dificuldades associadas ao cultivo e propostas de soluções para superá-las 

têm sido feitos por alguns autores (Zengler et al., 2002; Alain & Querellou, 2009).    

 Watve e colaboradores (2000) propuseram que os ambientes terrestres e aquáticos 

provavelmente possuem muitos microrganismos oligotróficos e que sua transferência para os 

meios laboratoriais, ricos em nutrientes, gera um impacto metabólico que pode inibir seu 

crescimento. Propostas sugerindo a utilização de meios que possuam os componentes 

existentes nos ambientes naturais são cada vez mais frequentes e culturas de microrganismos 

que nunca haviam sido cultivados antes puderam ser estabelecidas em laboratório utilizando-

se métodos que mimetizavam essas condições nutricionais (Connon & Giovannoni, 2002; 

Rappé et al., 2002; Gavrish et al., 2008). Neste sentido, Kaeberlein e colaboradores (2002) 

fizeram uma grande contribuição para o cultivo de microrganismos marinhos, sugerindo a 

montagem de sistemas denominados câmaras de difusão. Esses dispositivos possuíam 

membranas com poros cujo tamanho permitiam a troca de nutrientes, mas não a passagem de 

microrganismos. A amostra ambiental era colocada entre as membranas e a câmara de 

difusão era então submersa em um aquário contendo sedimentos e água provenientes do 

mesmo local da amostra. Tal técnica permitiu o cultivo de vários microrganismos não 

cultivados anteriormente e enfatizou a importância das condições naturais no estabelecimento 

bem sucedido de culturas laboratoriais. 

 Em relação às archaeas especificamente, as dificuldades envolvendo seu cultivo vêm 

sendo reportadas na literatura com frequência (Schleper et al., 2005; Vartoukian et al., 2010; 

Leigh et al., 2011). Um artigo recente relata que, até 2010, apenas cerca de 60 espécies de 

archaeas haviam sido cultivadas em meios artificiais (Auguet et al., 2010). As archaeas 
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extremófilas, por serem conhecidas há mais tempo e demandarem condições de crescimento 

mais específicas, representam a maioria das espécies obtidas em culturas puras até hoje. 

Alguns artigos relatam o isolamento e cultivo de archaeas halófilas, termoacidófilas e 

metanogênicas (Balch et al., 1979; Mathrani et al., 1988; Tsao et al., 1994; Burns et al., 2004; 

Kuwabara et al., 2007; Pikuta et al., 2007; Andrei et al., 2012; Luque et al., 2012). No 

entanto, o cultivo de archaeas de ambientes terrestres e aquáticos mesófilos continua sendo 

um desafio, com poucos relatos na literatura (Könneke et al., 2005; Simon et al., 2005; 

Tourna et al., 2011; Kim et al., 2012; Lehtorvita-Morley et al., 2014) e muitas vezes 

consistindo de co-cultivos entre archaeas e bactérias. Se compararmos o número de 

sequências de DNA de archaeas depositadas em bancos de dados com o número de 

organismos deste domínio cultivados até hoje, a dificuldade no estabelecimento de cultivos 

laboratoriais fica ainda mais evidente, já que existem, mais de 250.000 sequências de rDNA 

16S depositadas nesses bancos. 

 Assim, as técnicas moleculares são muito importantes e facilitam imensamente os 

estudos de ecologia microbiana e o acesso à diversidade dos microrganismos presentes nos 

diferentes ambientes, mas o cultivo dos microrganismos em laboratório ainda é 

imprescindível para o entendimento de vários aspectos da sua biologia e até para a descoberta 

de possíveis potenciais biotecnológicos. Desta forma, trabalhos que visem o cultivo 

laboratorial das bactérias e archaeas dos mais variados ambientes são fundamentais para 

avanços nos estudos da microbiologia.  

 

1.6. O bioma Cerrado 

  

 Em termos de extensão, o Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil, cobrindo uma 

área aproximada de 2 milhões de quilômetros quadrados, o que representa cerca de 22% do 

território nacional (Oliveira-Filho & Ratter, 2002). Este bioma está localizado na região do 

Planalto Central do Brasil e caracteriza-se pela presença de duas estações bem definidas, a 

seca (de maio a setembro) e a chuvosa (de outubro a abril), com uma precipitação média 

anual de 1500mm (Klink & Machado, 2005). Devido ao grande número de espécies 

endêmicas deste bioma e à crescente degradação de seus habitats naturais, o Cerrado é 

considerado um hotspot de biodiversidade e esforços para conservação (Myers et al., 2000).  

 A vegetação do Cerrado é constituída de um mosaico de diferentes fitofisionomias 

que compreendem formações florestais, savânicas e campestres. Assim, existem áreas com 

predomínio de um estrato arbóreo com formação de dossel contínuo ou descontínuo, áreas 
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que apresentam estrato arbóreo-arbustivo e ainda aquelas aonde o estrato herbáceo é 

predominante (Ribeiro & Walter, 1998). Segundo Eiten (1994), os fatores que determinam as 

formas fisionômicas são a fertilidade e o teor de alumínio disponível no solo, a profundidade 

do solo e o grau de saturação da camada superficial ou subsuperficial do solo. 

 Ribeiro e Walter (1998) apresentaram uma extensa revisão das características da 

vegetação do cerrado, sugerindo uma classificação detalhada e propondo a divisão do cerrado 

em onze diferentes fitofisionomias e algumas subdivisões. O Cerrado sensu stricto é a 

fitofisionomia mais característica e mais comum do bioma. Sua vegetação é composta por 

espécies arbóreas e rasteiras, com árvores lenhosas de aspecto retorcido, casca grossa e folhas 

rígidas (Eiten, 1994). Em sua forma mais típica um estrato arbustivo-arbóreo predomina, com 

cobertura de copas entre 20 e 50% possuindo uma altura média de três a seis metros, e há um 

estrato herbáceo de densidade variável (Ribeiro & Walter, 1998). O Cerrado sensu stricto, 

além desta vegetação típica, pode apresentar subtipos que são denominados Cerrado Denso e 

Cerrado Ralo, de acordo com a estrutura do estrato arbóreo-arbustivo, ou ainda Cerrado 

Rupestre, que diferencia-se pelo solo mais raso com a presença de afloramentos de rochas 

(Ribeiro & Walter, 1998).  

 As queimadas são comuns no cerrado. Estas podem ser de origem natural - iniciadas 

por descargas elétricas - ou causadas por ação humana e existem relatos de sua ocorrência em 

regiões de cerrado há milhares de anos (Miranda et al., 2002). Assim, o fogo, juntamente com 

os fatores já mencionados, pode ser considerado um determinante da vegetação do Cerrado 

(Eiten, 1994). As queimadas também têm grande importância ecológica no cerrado, 

especialmente na ciclagem de nutrientes, já que a vegetação apresenta baixo conteúdo de 

nutrientes, a taxa de decomposição da serapilheira é baixa e os solos são pobres (Miranda et 

al., 2002). Além disso, várias espécies de plantas do estrato herbáceo parecem depender do 

fogo para sua reprodução, com intensa floração sendo observada poucos dias ou semanas 

após a passagem do fogo (Coutinho, 1976; Oliveira et al., 1996). Tal fato pode estar 

relacionado a alterações no microclima local, aumento na produtividade após a passagem do 

fogo e também ao dano causado na parte área da vegetação (Miranda et al., 2004).  

 No entanto, os impactos do fogo sobre o sistema vão depender do tipo e regime de 

queima. O regime de queima é caracterizado pela época e frequência da queima e pouco se 

sabe ainda sobre o regime de incêndios de origem natural no Cerrado. Trabalhos de França e 

colaboradores (2007) e Ramos-Neto e Pivello (2000) avaliaram a ocorrência de incêndios 

naturais em áreas de cerrado em parques nacionais e seus resultados indicam que a maioria 

das queimadas naturais (iniciadas por raios) ocorrem na estação chuvosa, geralmente 
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extinguidas pela chuva logo após seu início, e nos meses de transição entre as estações, 

quando podem ocorrer queimadas mais intensas e que atingem áreas mais extensas. Além 

disso, os resultados obtidos pelos autores permitiriam inferir que a frequência de incêndios 

naturais no Cerrado pode variar de 1 a mais de 9 anos, dependendo da fitofisionomia 

considerada. Porém, com a rápida ocupação das regiões de Cerrado nos últimos anos, as 

queimadas passaram a ser realizadas para o manejo da terra, principalmente durante a estação 

seca, com uma frequência que varia entre 1 e 4 anos (Miranda et al., 2010). Atualmente, a 

agricultura é a principal causa de incêndios no Cerrado, com o fogo sendo utilizado para a 

abertura e limpeza de extensas áreas para o plantio ou para o manejo de pastagens naturais ou 

plantadas (Coutinho, 1990).  Desta forma, a ação humana vem modificando o regime de 

queima nas áreas deste bioma, com consequências para a composição e estrutura da 

vegetação. Estudos indicam que queimadas frequentes em áreas de Cerrado sensu stricto, 

realizadas em um regime bienal na época seca, causam uma alta taxa de mortalidade de 

espécies lenhosas e alterações nas suas taxas de regeneração, levando à redução da densidade 

de vegetação lenhosa e ao consequente surgimento de fisionomias mais abertas nestas áreas, 

com predominância de gramíneas no estrato herbáceo (Sato & Miranda, 1996; Moreira, 2000).  

 O Cerrado sensu stricto desenvolve-se sobre latossolos, solos em avançado estado de 

intemperismo, geralmente bem drenados, profundos e de baixa fertilidade. São forte ou 

moderadamente ácidos, com baixos teores de bases (Ca, Mg e K) e fósforo disponíveis para 

as plantas e apresentam altos níveis de alumínio (Haridasan, 1994).  

 Solos apresentam grande diversidade e abundância de microrganismos, existindo 

estimativas que um grama de solo pode conter bilhões de microrganismos de milhares de 

espécies (Torvsk & Øvreas, 2002).  O solo é um sistema estruturado, heterogêneo e 

descontínuo, apresentando diversos microhabitats com diferentes características que podem 

favorecer o desenvolvimento de várias comunidades microbianas nativas (Nannipieri et al., 

2003), com representantes dos três domínios da vida – Bacteria, Archaea e Eukaya. As 

archaeas são amplamente distribuídas em solos, tendo sido identificadas sequências de rRNA 

16S de organismos deste domínio em solos de todos os continentes (Schleper et al., 2005). 

De forma geral, há estimativas de que as archaeas representam de 1 a 2% dos procariotos de 

solos moderados aeróbicos (Buckley et al., 1998), e trabalhos relataram que sequências de 

archaea chegavam a representar 5% em solos arenosos (Ochsenreiter et al., 2003) e até 38% 

em solos ácidos de floresta (Kemnitz et al., 2007).  

 Quanto aos microrganismos dos solos de Cerrado, existem alguns trabalhos acerca da 

riqueza e diversidade de fungos e bactérias, como o de Castro e colaboradores (2008) que 
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descreveram a comunidade de fungos em solos de Cerrado sensu stricto, Mata de Galeria e 

também em áreas de Cerrado transformadas em pastagens e cultivo de soja. Bresolin e 

colaboradores (2010) compararam as comunidades fúngicas e bacterianas de solos sob 

Cerrado nativo e sob monoculturas de soja. Outros trabalhos avaliaram as comunidades 

bacterianas em solos de diferentes fitofisionomias do Cerrado e de áreas de Cerrado 

convertidas em pastagem ou sob diferentes usos e manejos (Quirino et al., 2009; Araújo et al., 

2012; Silva, 2012). No entanto, são escassas as informações acerca das archaeas em solos de 

cerrado, existindo apenas um trabalho que teve como objetivo a descrição da comunidade de 

archaeas em solos de Cerrado Denso e Mata de Galeria, realizado por Catão e colaboradores 

(2013). Além disso, apesar dos muitos relatos de archaeas oxidantes de amônia em solos de 

diversos ecossistemas (Ying et al., 2010; Gubry-Rangin et al., 2011; Pester et al., 2012), 

ainda não existem estudos sobre a ocorrência de archaeas com este potencial em solos do 

bioma Cerrado.   

 Outro aspecto ainda pouco abordado na literatura consiste no estudo sobre a 

composição da comunidade microbiana em solos de áreas de Cerrado frequentemente 

submetidas a queimadas e áreas protegidas do fogo por longos períodos, ponto importante a 

ser avaliado, já que o regime de queima é um fator importante na estruturação e dinâmica do 

Cerrado. Estudos de Nardoto e Bustamante (2003) e Viana e colaboradores (2011) analisaram 

diferenças na biomassa microbiana e no perfil de lipídeos bacterianos entre amostras de solo 

de áreas submetidas ou não a um regime de queima frequente, no entanto não existem estudos 

que caracterizem filogeneticamente os microrganismos nestes solos. Assim, não se tem 

informações sobre a comunidade de archaeas nos solos de Cerrado submetidos a essas 

condições (proteção do fogo ou queimadas periódicas).  

 Tendo em vista o exposto acima, essa dissertação teve como objetivo a descrição de 

comunidades de archaea de solo de duas áreas de Cerrado sensu stricto: uma submetida a 

queimadas frequentes e outra protegida do fogo por um longo período. Além disso, tendo em 

vista a necessidade da obtenção de archaeas mesófilas em cultivo para que sua biologia e 

potencial biotecnológico sejam melhor entendidos, este trabalho também visou a obtenção de 

culturas de archaea de solo de Cerrado por meio da confecção de meios de cultura que 

mimetizam as condições nutricionais encontradas no ambiente natural. 
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2. Objetivos  

 

2.1.  Objetivo geral 

 

Analisar e descrever a comunidade de archaeas em solos de Cerrado sensu stricto 

por meio de análises comparativas de genes de rRNA 16S e amoA e de cultivo em 

meios artificiais. 

 

2.2.  Objetivos específicos 

 

 Caracterizar a riqueza de archaeas de solos de Cerrado sensu stricto; 

 Avaliar e comparar a comunidade de archaeas de solo de Cerrado sensu stricto 

de uma área submetida a um regime de queima bienal e outra protegida do 

fogo há mais de 15 anos, analisando um possível efeito das queimadas 

frequentes nestas comunidades;  

 Detectar a ocorrência de archaeas com o potencial para a oxidação de amônia 

nos solos de Cerrado sensu stricto submetidos ou não a queimadas frequentes;    

 Estabelecer o cultivo de archaeas do solo de Cerrado sensu stricto por meio da 

confecção de meios de cultura seletivos a partir de suspensões do solo; 
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3. Material e Métodos 

 

3.1. Coleta dos solos  

 

 As amostras de solo foram coletadas no dia 02 de setembro de 2013, na Reserva 

Ecológica do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (RECOR-IBGE), localizada a 35 

km ao sul do centro de Brasília na BR 251 (15º55’ S, 47º51’ W). A RECOR pertence à Área 

de Proteção Ambiental (APA) Distrital Gama-Cabeça de Veado. 

 O solo foi coletado em duas diferentes áreas de Cerrado sensu stricto pertencentes ao 

Projeto Fogo, coordenado pela Prof. Dr. Heloísa Sinátora Miranda, do Departamento de 

Ecologia da Universidade de Brasília. A primeira área, protegida do fogo há mais de 15 anos, 

foi denominada área Controle, enquanto a segunda área, denominada Queimada, era 

submetida a um regime de queima bienal desde 1992 (Figura 2). O regime de queima 

empregado nesta área consistia no bienal modal, ou seja, as queimadas controladas eram 

realizadas de dois em dois anos, sempre no meio da estação seca (início de agosto). A última 

queimada realizada nesta área foi em agosto de 2011.  O solo foi amostrado em triplicatas em 

ambas as áreas, sendo estas coletadas a uma distância de aproximadamente um metro entre si. 

As amostras foram coletadas na faixa de 0 a 10cm de profundidade e foram estocadas a -20oC.  

Também foi coletado solo de um ponto em cada área para a avaliação de seus parâmetros 

físico-químicos pela empresa SOLOQUÍMICA Análises de Solo LTDA. 

 

 

Figura 2. Fotos das áreas de Cerrado sensu stricto onde foram coletadas as 

amostras de solo. Em A, área Controle, que não sofria queimadas há mais de 15 

anos e em B área Queimada, submetida a queimadas bienais. 

 

 Em 29 de janeiro de 2014, foi coletado solo na área Controle, protegida do fogo há 

mais de 15 anos, para a confecção dos meios de cultura utilizados para o estabelecimento do 
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cultivo de archaeas a partir de um inóculo de solo dessa mesma área. O solo também foi 

coletado na faixa de 0 a 10cm de profundidade e uma parte da amostra de solo foi enviada 

para a avaliação de seus parâmetros físico-químicos pela mesma empresa. O solo utilizado 

para a posterior confecção dos meios foi estocado a 4oC.  

 

3.2. Confecção dos meios de cultura, inóculo inicial e manutenção das culturas 

  

 Para o preparo de meio sólido, o solo foi homogeneizado em água destilada 

(concentração final de 5% - p/v) e mantido em repouso por 5 a 10 minutos para permitir a 

deposição das partículas maiores. Em seguida, o sobrenadante foi coado em coador de papel, 

transferido para um novo frasco, acrescido de ágar (concentração final de 2% - p/v) e 

esterilizado em autoclave. Para o preparo de meio líquido, o coado foi filtrado em membranas 

com poros de 0,22 µm, a fim de se retirar partículas maiores que tenham passado pelo coador 

e de esterilizar o meio. Os seguintes agentes antimicrobianos (antibióticos e antifúngicos) 

foram adicionados aos meios de maneira sucessiva, visando a eliminação de bactérias e 

fungos: ampicilina (150 µg/ml), estreptomicina (50 µg/ml), cloranfenicol (20 µg/ml), 

bacitracina (250 µg/ml), norfloxacina (200 µg/ml), itraconazol (0.25 mg/ml) e cetoconazol 

(30 µg/ml).  

 O inóculo inicial foi obtido a partir da mistura do solo em água destilada estéril 

(concentração final de 20% - p/v) deixada em repouso por 2 a 5 minutos para a deposição de 

partículas maiores. Diferentes volumes do sobrenadante (50, 75 e 100 µl) foram inoculados 

em placas de Petri contendo meio sólido acrescido de agentes antimicrobianos. Diluições 

seriadas do inóculo inicial (1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000) foram preparadas em meio líquido 

e, após duas semanas de incubação a 28ºC, alíquotas de 20, 50 e 100 µl das culturas foram 

semeadas no meio sólido. As placas de cultura foram mantidas em estufa a 28ºC e repicadas 

aproximadamente uma vez por mês. Os tubos de cultura em meio líquido resultantes das 

diluições também foram mantidos na estufa a 28ºC, no entanto não foi observado crescimento 

em meios líquidos.    

 

3.3. Coloração de Gram das células do cultivo e visualização por microscopia óptica  

 

 Após vários meses de manutenção das culturas, esfregaços a partir dos diferentes tipos 

coloniais observados nos meios de cultura foram realizados sobre lâminas histológicas de 

vidro, com o auxílio de alça de níquel-cromo. Os esfregaços foram então secos e fixados no 
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fogo e, posteriormente, submetidos à coloração diferencial de Gram. Em resumo, o esfregaço 

foi recoberto com cristal violeta por 1 minuto e após esse tempo o excesso do corante foi 

lavado com água destilada. Em seguida, o esfregaço foi coberto com lugol por mais 1 minuto, 

lavado com água destilada e coberto com etanol absoluto por 10 a 15 segundos. Por último, o 

corante fucsina foi colocado sobre os esfregaços por 1 a 2 minutos e, após esse tempo, o 

excesso foi retirado por lavagem com água destilada. Após a secagem das lâminas, estas 

foram visualizadas em aumentos de 630 ou 1000X e fotografadas no microscópio de luz 

Axiophot (Zeiss, Alemanha) gentilmente disponibilizado pelo grupo da Prof. Sônia Nair Báo, 

do Laboratório de Microscopia da Unb.  

 

3.4. Visualização por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

A preparação e análise das amostras de células de diferentes tipos coloniais por 

microscopia eletrônica de varredura foram realizadas no Laboratório de Microscopia da 

Universidade de Brasília, coordenado pela professora Sônia Nair Báo. As células foram 

retiradas das placas de cultivo, lavadas em tampão salina-fosfato (PBS) 1X (NaCl 137mM, 

KCl 2,7mM, Na2PO4 8,1mM, KH2PO4 1,5mM) e fixadas em fixador Karnovisky 0,1M 

(paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2%, sacarose 3%, cloreto de cálcio 0,005M em meio 

tamponado por cacodilato de sódio 0,1M) por 4h a temperatura ambiente. O fixador foi então 

retirado, o material fixado foi lavado com tampão cacodilato de sódio 0,1M e posteriormente 

depositado em lamínulas de vidro recobertas com poli-L-lisina. As amostras foram então pós-

fixadas com tetróxido de ósmio (1%) durante 30min, lavadas com água destilada e 

gradualmente desitratadas em acetona 50, 70, 90 e 100%, por 5 minutos em cada 

concentração. O material foi submetido ao procedimento de secagem ao ponto crítico de CO2 

no equipamento Balzers CPD 030 (Balzers Union AG, Liechtenstein) e posteriormente 

metalizado com vapores de ouro no metalizador Balzers SCD 050 (Balzers Union AG, 

Liechtenstein). As amostras foram então submetidas a análise no microscópio eletrônico de 

varredura JEOL JSM-7001F (JEOL Ltd., Tóquio, Japão) a 15,0kV.  

  

3.5. Extração de DNA genômico total 

 

 O DNA total das amostras de solo foi extraído utilizando-se o kit Power Soil DNA 

Isolation Kit (MO Bio Laboratories Inc.), de acordo com as instruções do fabricante. A única 

adaptação feita no protocolo foi a quantidade de solo necessária para a extração, descrita 
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como 0,25g nas instruções do kit, mas utilizando-se 0,5g nesse trabalho, já que tal quantidade 

mostrou-se mais adequada em extrações anteriores feitas por nosso grupo.    

 O DNA total das colônias obtidas no cultivo foi extraído pelo método de fervura, no 

qual as colônias foram retiradas do meio sólido com o auxílio da alça de níquel-cromo e 

transferidas para tubos tipo eppendorf, contendo 100 µL de tampão salina-fosfato (PBS) 1X. 

As células foram então homogeneizadas, incubadas a 95ºC por 10min e centrifugadas a 

6000g por 5min. O sobrenadante foi transferido para tubos novos e armazenado a -20ºC, para 

a realização posterior de ensaios de PCR.  

 A qualidade e quantidade de DNA resultante de ambos os procedimentos de extração 

foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio (10 

mg/mL). O DNA extraído diretamente das amostras de solo, por meio do Power Soil DNA 

Isolation Kit (MO Bio Laboratories Inc.), foi ainda quantificado no espectofotômetro 

Nanophotometer da IMPLEM. Tal equipamento foi gentilmente cedido pelo grupo da Prof. 

Maria Sueli Felipe, do Laboratório de Biologia Molecular da UnB. 

 

3.6. Reações de PCR 

 

3.6.1. Com DNA total extraído dos solos  

 

 Foram realizadas reações de PCR com dois pares de iniciadores específicos para o 

domínio Archaea:  21f/958r (DeLong, 1992), cujo o alvo é o gene do RNA ribossomal 16S e 

Arch amoaF/Arch amoaR para o gene da subunidade A da enzima amônia monoxigenase 

(amoA) (Francis et al., 2005). As sequências dos iniciadores empregados e o tamanho do 

fragmento esperado para cada par de iniciadores são apresentados na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Iniciadores específicos para os genes do rRNA 16S e amoA de Archaea utilizados 

nas reações de PCR. 

Iniciador Sequência Fragmento esperado 

21f 5’ TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA 3’ 
937pb 

958r 5’ YCC GGC GTT GAM TCC AAT T 3’ 

Arch amoAf 5'-STA ATG GTC TGG CTT AGA CG-3' 
635pb 

Arch amoAr 5'-GCG GCC ATC CAT CTG TAT GT-3' 

            Y: pirimidina, M: adenina ou citosina, S: guanina ou citosina  

 

 As reações de PCR foram realizadas em sistemas com volume final de 50µL, 

contendo 5 µL de DNA total, em diferentes concentrações, que variaram de 1 a 100ng. As 
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concentrações finais para os demais reagentes para as reações de PCR com ambos os pares de 

iniciadores foram: 1X de tampão de reação (Invitrogen), 1,5 µM de MgCl2, 400 ng/µL de 

soroalbumina bovina (BSA), 0,5 µM de cada iniciador, 200 µM de dNTPs e 1,25 U de 

TaqDNA Polimerase (Invitrogen). Os ensaios de PCR foram realizados em um termociclador 

Bio Rad PTC-100® (Peltier Thermal Cycler) nas condições de ciclagem descritas na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Condições dos ensaios de PCR com os iniciadores específicos para os genes do 

rRNA 16S e amoA de Archaea. 

 21f/958r Arch amoAf/ Arch amoAr 

1 Desnaturação a 94 ºC por 1 min Desnaturação a 95 ºC por 5 min 

2 Desnaturação a 94 ºC por 1 min Desnaturação a 95 ºC por 45 seg 

3 Anelamento a 55 ºC por 1 min Anelamento a 53 ºC por 1 min 

4 Extensão a 72 ºC por 1 min e 30 seg Extensão a 72 ºC por 1 min 

5 Repetição dos passos 2 a 4 – 29 vezes Repetição dos passos 2 a 4 – 29 vezes 

6 Extensão final a 72 ºC por 5 min Extensão final a 72 ºC por 10 min 

7 Manutenção a 4 ºC Manutenção a 4 ºC 

 

3.6.2. Com DNA extraído das colônias  

  

 Foram realizados experimentos de PCR utilizando-se o par de iniciadores 21f/958r 

específicos para o gene rRNA 16s de Archaea (Tabela 1), nas mesmas condições já citadas 

acima (Tabela 2) e também o par de iniciadores 27f/1492r (Lane, 1991) específicos para o 

gene do rRNA 16S do domínio Bacteria, cujas sequências estão na Tabela 3 e as condições 

de PCR descritas abaixo: 

 

1) Desnaturação a 94ºC por 5min 

2) Desnaturação a 94ºC por 1min 

3) Anelamento a 55ºC por 1min 

4) Extensão a 72ºC por 2min 

5) Repetição dos passos 2 a 4 – 29 vezes 

6) Extensão final a 72ºC por 10min 

7) Manutenção a 4ºC 
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Tabela 3. Iniciadores específicos para o gene do rRNA 16S de Bacteria 

empregados nas reações de PCR com o DNA extraído das colônias cultivadas. 

Iniciadores Sequência 
  Fragmento 

esperado 

27f 5’ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’ 
1465 pb 

1492r 5’ GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3’ 

 

 As reações de PCR com o DNA extraído das colônias cultivadas foram feitas em 

sistemas com volume final de 30 µL, empregando as mesmas concentrações finais dos 

reagentes já listadas acima. As concentrações de DNA empregadas foram de 

aproximadamente 1, 3 e 5ng/µL, em um volume final de 5 µL por reação.  

  Em todos os experimentos de PCR realizados, um controle negativo foi utilizado, 

adicionando-se água à reação em substituição ao DNA. Os produtos das reações de PCR 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio 

(10mg/ml) e seu tamanho foi estimado com o auxílio do marcador de massa molecular 1kb 

Plus DNA Ladder (Invitrogen).  

 

3.7. Purificação e ligação dos fragmentos amplificados no vetor pGEM-T easy 

 

 Todos os produtos resultantes das reações de PCR foram purificados com kit 

GeneJET PCR Purification (Thermo Scientific), conforme as instruções do fabricante. Os 

fragmentos amplificados a partir do DNA extraído das colônias foram submetidos 

diretamente ao sequenciamento após a purificação, enquanto os fragmentos amplificados a 

partir do DNA total dos solos foram purificados e ligados ao vetor pGEM-T easy® (Promega), 

na proporção de 3:1 de inserto:vetor, de acordo com as instruções do fabricante. Os sistemas 

de ligação foram mantidos por 1h em temperatura ambiente e em seguida foram armazenados 

a 4ºC por uma noite.  

 

3.8. Preparação de células competentes Escherichia coli DH5α  

 

 As células de E. coli DH5α foram inoculadas em 10mL de meio Luria Bertani (LB) e 

incubadas a 37ºC sem agitação por uma noite. Após este período, 300µL da cultura foram 

inoculados em 30mL de meio LB sob agitação de 200 rpm a 37ºC até que a cultura atingisse 

uma densidade óptica (OD600) entre 0,2 e 0,3. Neste momento, as células foram centrifugadas 

a 4000 g, por 10min a 4ºC. O sobrenadante foi então descartado e o sedimento de células foi 

ressuspendido em 15mL de solução de cloreto de cálcio 100mM fria. As células 
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ressuspendidas nessa solução foram mantidas em gelo por 20 a 30min e, em seguida, 

centrifugadas a 2000 g por 10min, a 4ºC. O sobrenadante foi mais uma vez descartado e o 

pellet de células foi ressuspendido em 1mL da solução de cloreto de cálcio 100mM fria e 

estocado em gelo por 30min.  

 

3.9. Transformação por choque térmico 

 

 Alíquotas de 100µL das células DH5α competentes foram distribuídas em tubos de 

hemólise e 5µL do sistema de ligação foram misturados às células. Os tubos contendo as 

células e os sistemas de ligação foram então incubados por mais 30min em gelo e em seguida 

foram rapidamente incubados em banho a 37ºC por 5min. Ao final desse tempo, 1mL de 

meio LB foi adicionado a cada tubo e o sistema incubado em estufa a 37ºC por 1h.   

 Após esse período, diferentes quantidades do sistema de transformação (50 a 150 µL) 

foram inoculadas em placas de meio LB sólido (1,5% de ágar) suplementado com ampicilina 

(150µg/mL), Xgal (0,00625%) e IPTG (0,5mM). As células foram semeadas com o auxílio 

de pérolas de vidro estéreis e as placas foram incubadas em estufa a 37ºC por 16 a 24h, até a 

observação de colônias brancas e/ou azuis.  

 

3.10.  Seleção e estoque em glicerol dos clones recombinantes 

 

 As colônias brancas foram retiradas da placa com o auxílio de palitos de madeira 

estéreis e inoculadas em 5mL de meio LB líquido suplementado com ampicilina (150µg/mL). 

Os tubos contendo as culturas recém inoculadas foram então incubados em estufa a 37ºC por 

uma noite e alíquotas de cada cultura foram misturadas a um mesmo volume de glicerol 70%, 

resultando numa concentração final de 35% de glicerol. As culturas foram então estocadas a -

20ºC.  

 

3.11. Extração de DNA plasmidial por lise alcalina  

 

 Os clones estocados em glicerol foram inoculados em meio LB suplementado com 

ampicilina (150µg/mL) e incubados em estufa a 37ºC por uma noite. A cultura resultante foi 

centrifugada a 6000 g por 5 min e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi então 

ressuspendido em 100µL de solução I (50mM de glicose, 25mM de Tris-HCl, 10mM de 

EDTA pH 8,0) e incubado por 5min à temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 
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200µL de solução II preparada no momento do uso (1% SDS, 0,2M de NaOH) e a mistura foi 

suavemente homogeneizada. Os tubos foram incubados no gelo por 5min. Por fim, foram 

adicionados 150 µL de solução III (3M de acetato de potássio, 2M de ácido acético glacial), 

mais uma homogeneização foi realizada e os tubos foram novamente incubados por 5min no 

gelo. Os tubos foram então centrifugados a 12000g por 5min, a 4ºC e os sobrenadantes foram 

transferidos para novos tubos, aos quais foram adicionados 5µL de RNAse A (10mg/mL). As 

amostras foram então incubadas a 37ºC de 1 a 2h.  

 Após esse período, um volume igual de clorofane (fenol, clorofórmio e álcool iso-

amílico, na proporção 25:24:1) foi adicionado às amostras, que foram vigorosamente 

homogeneizadas e centrifugadas a 7000 g por 3min, a 4ºC. A fase aquosa do sobrenadante foi 

então transferida para um novo tubo tipo eppendorf e um volume igual de clorofil 

(clorofórmio e álcool iso-amílico, na proporção 24:1) foi adicionado. Após serem mais uma 

vez bem misturadas, as amostras foram centrifugadas novamente a 7000 g por 3min, a 4ºC.  

Os sobrenadantes resultantes foram transferidos para novos tubos e 3 volumes de etanol 100% 

gelado foram adicionados. Os tubos foram estocados a -20ºC e após 24h foram centrifugados 

a 12000 g por 5 min a 4ºC, o sobrenadante descartado e 300µL de etanol 70% foram 

adicionados às amostras. Os tubos foram então mais uma vez centrifugados nas mesmas 

condições anteriores e o tubo foi deixado invertido a temperatura ambiente para a secagem do 

pellet.  

 Após a completa secagem dos pellets, estes foram ressuspendidos em 50µL de H2O 

milli-Q e estocados a -20ºC. A qualidade e concentração dos plasmídeos obtidos foi analisada 

em eletroforese em gel de agarose 1%, com auxílio do marcador de massa molecular High 

Mass da Invitrogen.  

 

3.12. Sequenciamento de DNA e análises de bioinformática  

 

 Alguns plasmídeos contendo os fragmentos de interesse foram sequenciados no 

Laboratório de Biologia Molecular da Universidade de Brasília, no sequenciador automático 

ABI3730 da Applied Biosystems, enquanto os demais DNAs plasmidiais foram sequenciados 

pelos serviços da empresa Macrogen. Os iniciadores 21f ou Arch amoAf foram utilizados no 

sequenciamento, de acordo com o iniciador utilizado na reação de PCR.  

 As sequências de DNA obtidas foram analisadas quanto à qualidade pelo algoritmo 

PHRED (Ewing et al., 1998), através da ferramenta Electropherogram quality analysis 

disponível na página da EMBRAPA, no endereço eletrônico: 
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http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. Foram selecionadas as sequências com mais de 

250 nucleotídeos e que apresentaram valor de PHRED superior a 20. Sequências com valores 

inferiores a 20 foram descartadas.  

 As sequências relativas ao gene de rRNA 16S selecionadas foram então submetidas a 

análises comparativas no banco de dados taxonômico do Greengenes (DeSantis et al., 2006), 

através do programa Mothur (Schloss et al., 2009). As sequências correspondentes aos genes 

de rRNA16S e de amoA foram submetidas a alinhamentos múltiplos, utilizando-se o 

programa ClustalX (Larkin et al., 2007) e o resultado do alinhamento foi então editado 

manualmente com o auxílio do programa BioEdit 

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). Regiões de sequências de difícil edição e 

sequências muito curtas (menores que 400 pares de bases) foram eliminadas.  

 As sequências do gene de rRNA 16S foram utilizadas para análises de alfa e beta-

diversidade. A riqueza de unidades taxonômicas operacionais (OTUs) foi estimada pelo 

programa Mothur, que também foi utilizado para a obtenção dos coeficientes de riqueza e 

diversidade: Chao1, ACE, Simpson e Shannon. O Mothur foi utilizado ainda para a obtenção 

das curvas de rarefação, empregando-se como limite de corte 80% para o nível taxonômico 

de filo, 90% para classe, 95% para gênero e 97% para espécie. Para se avaliar as OTUs 

compartilhadas entre as amostras, diagramas de Venn foram construídos por meio de 

comando disponíveis no programa Mothur. Para as análises de beta-diversidade foram 

realizados os testes ∫-Libshuff (Schloss et al., 2004) e Weighted Unifrac (Luzopone et al., 

2007), este último para a obtenção de um gráfico de Análise de Coordenadas Principais 

(PCoA). O ∫-Libshuff foi realizado por meio do programa Mothur, com o objetivo de se 

identificar se havia diferenças significativas entre as comunidades microbianas das diferentes 

amostras. As coordenadas para o gráfico PCoA foram geradas pelo programa Mothur 

utilizando-se o teste Weighted Unifrac e o gráfico foi construído com o auxílio do programa 

PAST3 (Hammer et al., 2001).   

 As sequências do gene amoA foram analisadas com ferramentas disponíveis no 

programa Mothur para a obtenção do número de OTUs observadas considerando-se um 

coeficiente de dissimilaridade de 3%, assim como a cobertura da amostragem.   

 As sequências do gene de rRNA 16S de Archaea e Bacteria obtidas do cultivo 

também foram analisadas quanto à qualidade pelo algoritmo PHRED (Ewing et al., 1998) e 

somente aquelas que apresentaram um valor de qualidade superior a 20 em mais de 250 bases 

foram consideradas. As sequências obtidas para os dois domínios foram então classificadas 
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utilizando-se novamente o banco de dados Greengenes (DeSantis et al., 2006), por meio do 

programa Mothur.  

 Diferentes árvores filogenéticas com sequências do gene rRNA 16S (tanto as obtidas a 

partir do cultivo quanto as obtidas independentemente de cultivo) e do gene amoA foram 

construídas pelo programa MEGA5 (Tamura et al., 2011), pelo método de Neighbor-joining 

(Saitou & Nei, 1987), com o modelo de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969) e teste de 

bootstrap de 1000 repetições (Felsenstein, 1985). Sequências representativas a nível de 

espécie (3%), obtidas por ferramentas do programa Mothur, foram comparadas a sequências 

disponíveis no banco de dados do NCBI (US National Center of Biotechnology Informantion) 

por meio da ferramenta BLAST (Altschul et al., 1990) e aquelas que apresentaram os mais 

altos valores de similaridade foram incluídas nas árvores.  
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4. Resultados e Discussão 

 

 Tendo em vista as duas abordagens adotadas neste trabalho, os resultados serão 

apresentados e discutidos em dois itens distintos, denominados 4.1. Filogenia molecular 

de Archaea em solos de Cerrado sensu stricto submetidos ou não a queimadas periódicas e 

4.2. Obtenção de culturas de Archaea em meios artificiais.  

 

4.1.  Filogenia molecular de Archaea em solos de Cerrado sensu stricto   

submetidos ou não a queimadas periódicas 

 

4.1.1. Coleta dos solos e análises dos seus parâmetros físico-químicos  

 

 Os solos utilizados para as análises de filogenia molecular foram coletados no início 

do mês de setembro de 2013, período de transição entre a estação seca e chuvosa. A Reserva 

Ecológica do IBGE disponibiliza em sua página na Internet (www.recor.org.br) dados 

referentes a precipitação diária na reserva. Os índices pluviométricos totais mensais 

registrados na RECOR para o ano de 2013 estão apresentados na Figura 3. É importante 

ressaltar que apesar de no mês de setembro ter sido registrada uma precipitação total de 48,6 

mm, as chuvas só ocorreram a partir da segunda quinzena deste mês. Desta forma, a coleta do 

solo (realizada no dia 02 de setembro) ocorreu em um período de déficit hídrico, já que as 

últimas precipitações antes da data da coleta foram registradas em junho e só voltaram a 

ocorrer mais de 10 dias depois.   

  

 

Figura 3. Precipitação mensal registrada na Reserva Ecológica do 

IBGE, ao longo do ano de 2013. Dados obtidos na página da Reserva 

(www.recor.org.br/cid360/download/17-dados-meteorológicos.html). 
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 Os parâmetros físico-químicos dos solos coletados em ambas as áreas (Controle e 

Queimada) foram analisados pela empresa SOLOQUÍMICA Análises de Solo LTDA e a 

Tabela 4 apresenta os valores obtidos nessas análises. Devido a limitações, as análises dos 

parâmetros físico-químicos só puderam ser realizadas em um ponto de cada uma das áreas. 

Tal condição não é a ideal, já que seriam necessárias medições dos parâmetros no solo de 

cada uma das réplicas para que pudessem ser correlacionados com os dados relativos às 

comunidades microbianas. Além disso, com apenas uma medição por área não é possível 

afirmar que os valores refletem as condições físico-químicas do solo em cada uma das áreas 

(submetida à queimada bienal e protegida do fogo) como um todo, podendo estar 

relacionados a algum fator ambiental específico do ponto da coleta. No entanto, os valores 

obtidos serão apresentados a título de referência e, quando possível e necessário, 

correlacionados com dados de outros estudos realizados nas mesmas áreas das coletas.  

 

Tabela 4. Valores dos parâmetros físico-químicos dos solos de Cerrado sensu stricto 

coletados nas áreas Controle e Queimada. 

Parâmetros Analisados Cerrado Controle Cerrado Queimado 

Argila (g/kg) 325 350 

Areia (g/kg) 425 400 

Silte (g/kg) 250 250 

pH 5,20 5,10 

Fósforo (ppm) 0,60 0,70 

Cálcio (cmolc/dm3) 0,30 0,50 

Magnésio (cmolc/dm3) 0,10 0,30 

Potássio (cmolc/dm3) 0,09 0,11 

Sódio (cmolc/dm3) 0,01 0,02 

Alumínio (cmolc/dm3) 1,60 1,40 

Carbono Orgânico (g/kg) 34,8 36,4 

Nitrogênio total (g/kg) 0,70 0,53 

Nitrogênio nitrato  0,20 0,25 

Nitrogênio nitrito  0,15 0,10 

Nitrogênio amoniacal 0,05 0,05 

Matéria Orgânica (g/kg) 59,9 62,6 

Boro (ppm) 0,36 0,50 

Cobre (ppm) 0,26 0,13 

Ferro (ppm) 66,6 72,5 

Manganês (ppm) 2,78 6,65 

Zinco (ppm) 0,19 0,07 

Enxofre 9,7 10,5 

   

 Vale ressaltar  que embora efeitos imediatos das queimadas nas propriedades e 

composição dos solos tenham sido relatados na literatura, principalmente relacionados ao 

aumento temporário de pH gerado pela deposição de cinzas resultantes da vegetação 
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queimada e a mobilização de nutrientes estocados na biomassa viva e serapilheira para o solo 

(Pivello & Coutinho, 1992; Miranda et al., 2004; Pivello et al., 2010), pouco se sabe sobre os 

efeitos de longo prazo das queimadas frequentes nos solos de Cerrado. No entanto, já foi 

constatado que o aumento da disponibilidade de nutrientes no solo após as queimadas está 

restrito às camadas mais superficiais e é de curta duração, provavelmente devido ao rápido 

restabelecimento da vegetação rasteira, que assegura a reincorporação de componentes como 

o K, Ca e Mg, e a lixiviação dos nutrientes com as primeiras chuvas (Miranda et al., 2004). 

 Em um trabalho realizado por Moreira (2000) que visava avaliar os efeitos do fogo a 

longo prazo em áreas de Cerrado da mesma reserva ecológica onde foram coletadas as 

amostras para este trabalho (RECOR-IBGE), não foram constatadas diferenças significativas 

nos parâmetros físico-químicos avaliados nos solos de áreas frequentemente queimadas e 

áreas protegidas do fogo.   

 

4.1.2. Extração de DNA genômico total 

  

 Os solos de ambas as áreas foram coletados em triplicata, como descrito 

anteriormente. As réplicas coletadas na área Controle (área protegida do fogo há mais de 15 

anos) foram denominadas Ca, Cb e Cc, enquanto as réplicas coletadas na região de queima 

bienal (denominada de “Queimada” daqui para frente) foram denominadas Qa, Qb e Qc.  

 O perfil eletroforético obtido no gel de agarose 1% corado com brometo de etídio 

revelou que a extração de DNA total das amostras de solo de ambas as áreas foi eficiente 

(Figura 4). Fragmentos de DNA de alta massa molecular e pequeno grau de fragmentação 

puderam ser observados em todas as amostras. 

  

Figura 4.  Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, do 

DNA total extraído do solo das áreas Controle (Ca, Cb, Cc) e Queimada (Qa, Qb e Qc), em 

triplicata. HM: Marcador de massa molecular High DNA Mass Ladder (Invitrogen). 
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 As concentrações dos DNAs extraídos das diferentes amostras de solo também foram 

aferidas em espectrofotômetro Nanophotometer (IMPLEM) e os resultados podem ser vistos 

na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Concentrações dos DNAs extraídos das diferentes amostras de solo, 

aferidas pelo espectrofotômetro Nanophotometer da IMPLEM. 

Amostra Concentração de DNA (ng/µL) A260/280* 

Ca 29,5 1,903 

Cb 14,5 1,933 

Cc 24,5 1,885 

Qa 25,5 1,962 

Qb 11,5 1,769 

Qc 25,5 1,889 

* Razão entre ácidos nucleicos e proteínas obtidos na extração 

Valores ideais variam entre 1,8 e 2,0. 

 

4.1.3. Amplificação de fragmentos dos genes do rRNA 16S e da subunidade A da 

amônia monoxigenase (amoA) de Archaea por PCR 

 

  DeLong (1992) e Fuhrman (1993), em dois trabalhos independentes, detectaram pela 

primeira vez a ocorrência de archaeas em ambientes marinhos costeiros e também em 

profundidades entre 100 e 500 metros, de origem planctônica, não associados a condições 

anaeróbicas ou temperaturas extremas. Em seu trabalho, DeLong propôs e utilizou os pares 

de iniciadores 21f/958r para a detecção de membros do domínio Archaea em amostras de 

bacterioplâncton de diversos ambientes costeiros, os quais se mostraram bastante específicos 

para o gene do rRNA 16S de archaeas. Desde então, esse par de iniciadores vem sendo 

utilizado para a detecção de archaeas nos mais diversos ambientes (Bano et al., 2004; Etto et 

al., 2012; Hansel et al., 2008; Simister et al., 2012). Trabalhos anteriores de nosso grupo de 

pesquisa também empregaram esse par de iniciadores e demonstraram sua eficiência na 

descrição de membros do domínio Archaea em solos (Catão et al., 2013) e sedimentos 

lacustres do cerrado (Rodrigues et al., 2014). Desta forma, esse par de iniciadores – 21f e 

958r – foi escolhido neste trabalho para a descrição da comunidade de archaeas em solos de 

Cerrado sensu stricto submetidos ou não a queimadas bienais.   

 Para a realização dos experimentos de PCR, os DNAs genômicos totais extraídos dos 

solos foram diluídos para diferentes concentrações e várias delas foram testadas nas reações.  

Como pode ser visto na Figura 5, fragmentos com o tamanho esperado para os iniciadores 

21f/958r empregados (aproximadamente 940pb) foram obtidos a partir de diferentes 

concentrações de DNA total. Os fragmentos amplificados a partir de uma mesma amostra, ou 
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seja aqueles resultantes de reações com diferentes concentrações de um mesmo DNA, foram 

então reunidos e purificados conjuntamente, visando assim a obtenção de uma maior 

concentração final dos produtos de PCR.  

 

Figura 5. Géis de agarose 1% corados com brometo de etídio, contendo os 

fragmentos do gene rRNA 16S amplificados por PCR, utilizando-se os iniciadores 

21f/958r. Ø: controles negativos das PCRs, onde não foi adicionado DNA; Ca, Cb e 

Cc: réplicas da área Controle; Qa, Qb e Qc: réplicas da área Queimada; Mm: 

marcador de massa molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 
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 Para a detecção do gene que codifica a subunidade A da enzima amônia 

monoxigenase de Archaea, cuja presença sugeriria o potencial para a oxidação de amônia por 

esses organismos, foi utilizado o par de iniciadores Arch amoAf/ Arch amoAr (Francis et al., 

2005). Tais iniciadores são amplamente utilizados em estudos da oxidação de amônia por 

archaeas em diferentes ecossistemas marinhos e terrestres (Zhang et al., 2008; Taylor et al., 

2012; Li et al., 2012). O fragmento de DNA amplificado por esses iniciadores apresenta 

635pb, o que corresponde essencialmente ao gene completo. Em um estudo realizado 

anteriormente por nosso grupo, os iniciadores Arch amoAf e Arch amoAr foram capazes de 

detectar a presença do gene amoA de archaeas em sedimentos de lagoa de cerrado (Rodigues 

et al., 2014).  

 Fragmentos de DNA amplificados a partir desse par de iniciadores foram obtidos em 

todas as réplicas de ambas as áreas (Controle e Queimada), como pode ser visto na Figura 6. 

Também foram utilizadas diferentes concentrações de DNA de cada amostra nas reações de 

PCR e, na maioria delas, foi verificada a ocorrência de fragmentos de DNA com tamanho 

correspondente ao produto de amplificação esperado. Mais uma vez, os fragmentos 

amplificados a partir de uma mesma amostra foram então reunidos e purificados, visando a 

obtenção de uma maior concentração final dos produtos de PCR.  

 

 
Figura 6. Géis de agarose 1% corados com brometo de etídio contendo os fragmentos do 

gene amoA amplificados por PCR, utilizando-se os iniciadores Arch amoAf/Arch amoAr. Ø: 

controles negativos das PCRs, onde não foi adicionado DNA; Ca, Cb e Cc: réplicas de 

cerrado Controle; Qa, Qb e Qc: réplicas de cerrado Queimado; Mm: marcador de massa 

molecular 1kb Plus DNA Ladder da Invitrogen. 
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4.1.4. Transformação de Escherichia coli DH5α e seleção de clones recombinantes  

 

 Os fragmentos de DNA amplificados a partir das reações de PCR empregando os 

iniciadores 21f/958r e Arch amoAf/Arch amoAr foram ligados ao vetor plasmidial pGEM-T 

Easy® (Promega) e transformados por choque térmico em células de E. coli DH5α. Após a 

semeadura do sistema de transformação em placas de ágar LB (suplementado com ampicilina, 

Xgal e IPTG) e sua posterior incubação a 37oC por uma noite, colônias recombinantes foram 

observadas, selecionadas e estocadas em glicerol 35%. O número de clones obtidos para cada 

amostra com cada par de iniciadores é apresentado na Tabela 6.  

 

Tabela 6. Número de clones recombinantes obtidos para cada amostra e par de iniciadores. 

Amostra – Iniciadores utilizados No de clones obtidos 

Ca – 21f/958r 147 

Cb - 21f/958r 110 

Cc - 21f/958r 102 

Qa - 21f/958r 121 

Qb - 21f/958r 183 

Qc - 21f/958r 100 

Ca – Arch amoAf/Arch amoAr 80 

Cb - Arch amoAf/Arch amoAr 80 

Cc - Arch amoAf/Arch amoAr 67 

Qa - Arch amoAf/Arch amoAr 97 

Qb - Arch amoAf/Arch amoAr 80 

Qc - Arch amoAf/Arch amoAr 63 

Total de clones obtidos 1230 

 

4.1.5. Extração do DNA plasmidial  

 

 O DNA plasmidial dos clones recombinantes selecionados foi extraído pelo método 

de lise alcalina. A qualidade e concentração dos plasmídeos extraídos foram analisados por 

meio do perfil eletroforético obtido em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, 

como exemplificado na Figura 7.  
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Figura 7. Perfil eletroforético do DNA plasmidial, contendo fragmentos do gene rRNA 16S 

de amostras de Controle e Queimada, de clones recombinantes aleatoriamente selecionados.  

LM – Marcador de massa molecular Low Mass DNA ladder (Invitrogen). 

 

 O número de amostras submetidas ao sequenciamento de DNA não corresponde ao 

número de clones obtidos para cada amostra. Para as amostras do gene rRNA 16S, 

inicialmente foram submetidos ao sequenciamento automático 96 clones de cada uma das 6 

bibliotecas (Ca, Cb, Cc, Qa, Qb e Qc). Devido a problemas relacionados ao sequenciamento, 

outros 48 clones de Ca e 48 clones de Qb foram posteriormente sequenciados. Para as 

amostras de amoA, 48 clones de cada biblioteca (amoCa, amoCb, amoCc, amoQa, amoQb, 

amoQc) foram submetidos ao sequenciamento automático.  

 

4.1.6. Análises de bioinformática 

  

 Foram sequenciados um total de 672 clones provenientes de 6 bibliotecas do gene 

rRNA 16S de Archaea (iniciador 21f) e 288 clones de 6 bibliotecas do gene amoA de 

Archaea (iniciador amoAf). Destas, 512 sequências de rRNA 16S e 256 sequências de amoA 
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apresentaram valor PHRED (Ewing et al., 1998) superior a 20 para mais de 250 pares de 

bases, sendo as demais 160 sequências de rRNA 16S e 31 sequências de amoA descartadas. 

Outras 46 sequências de rRNA 16S e 6 sequências de amoA foram descartadas 

posteriormente por serem muito curtas, uma vez que apresentavam menos de 400 pares de 

bases. Dessa forma, um total de 466 sequências de 16S e 251 sequências de amoA foram 

utilizadas nas análises de bioinformática por apresentarem a qualidade adequada. O número 

de sequências utilizadas nas análises para cada uma das réplicas pode ser visto na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Número de sequências analisadas por bioinformática para cada amostra. 

Amostra (16S) No de Sequências Amostra (amoA) No de Sequências 

Ca 80 amoCa 44 

Cb 79 amoCb 45 

Cc 74 amoCc 39 

Qa 82 amoQa 47 

Qb 101 amoQb 46 

Qc 

Total 

50 

466 

amoQc 

Total 

30 

251 

 

4.1.7. Análises de sequências do gene do rRNA 16S 

   

4.1.7.1. Classificação taxonômica pelo banco de dados Greengenes 

 

 O crescente número de sequências do gene rRNA 16S depositadas nos bancos de 

dados, bem como o depósito de sequências de DNA de microrganismos não cultivados sem 

informações taxonômicas precisas, resultam em uma série de problemas em suas análises, 

especialmente em relação à nomenclatura e dificuldades quando de seu posicionamento 

taxonômico (Auguet et al., 2010).  

 No que se refere à filogenia molecular do domínio Archaea, este problema é ainda 

maior, devido ao grande número de sequências de DNA de amostras não cultivadas, geradas 

a partir de trabalhos metagenômicos dos mais diversos ambientes. Além disso, é notório o 

pequeno número de isolados de archaeas cultivados em meios artificiais, especialmente 

quando se tratam de archaeas presentes em ambientes não extremos. Outro fator que torna as 

análises de filogenia molecular de Archaea mais difícil consiste nas várias e frequentes 

propostas de novos grupos taxonômicos, especialmente em relação aos filos, pois estas criam 

uma barreira adicional para uma classificação clara desses organismos. Como já abordado na 

seção 1.2, ao longo dos anos várias propostas para a criação de novos filos de Archaea foram 

feitas, mas em alguns casos, o isolamento de apenas um genoma ou de poucas amostras de 
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DNA levaram a estas proposições. Assim, é necessário obter-se um número maior de isolados 

cultivados, ou de genomas completos, para que a taxonomia deste grupo seja melhor 

compreendida.  

O banco de dados Greengenes oferece um alinhamento múltiplo de sequências do 

gene rRNA 16S tanto de archaeas quanto de bactérias e leva em consideração a taxonomia 

proposta por curadores independentes, incluindo o NCBI, Ribossomal Database Project 

(RDP), entre outros. Por ter essa característica, mesmo sendo encontradas incongruências nas 

nomenclaturas até mesmo em nível de filo entre os diferentes curadores considerados, este 

banco de dados visa facilitar a classificação taxonômica dos organismos (DeSantis et al., 

2006). Esse banco de dados foi escolhido para as análises das sequências do gene rRNA 16S 

obtidas nesse trabalho.  

 As 466 sequências de 16S obtidas a partir de todas as réplicas das condições estudadas 

(Controle e Queimada), apresentaram uma identidade de 100% com o domínio Archaea. Na 

Tabela 8 são apresentadas as classificações obtidas para as sequências de cada amostra, sendo 

apresentado o nível taxonômico até o qual o Greengenes apresentou 100% de identidade. De 

acordo com a classificação gerada pelo Greengenes, todas as sequências pertenciam ao filo 

Crenarchaeota. No entanto, é importante ressaltar que devido às dificuldades de classificação 

taxonômica já mencionadas, esse banco de dados ainda considera Thaumarchaeota como uma 

classe do filo Crenarchaeota e não como um filo independente. Neste trabalho, porém, 

Thaumarchaeota foi considerado um filo, conforme proposto por Brochier-Armanet e 

colaboradores (2008), e o qual vem sendo assim considerado por vários outros autores (Spang 

et al., 2010; Pester et al., 2011).  

 

Tabela 8. Classificação taxonômica das sequências do gene rRNA 16S gerada pelo 

Greengenes. 

Amostra 
Número  

de seqs 

I.1b*  I.1c*  MCG****  

g_Nitrososphaera** % o_NRP-J*** % o_ pGrfC26 % 

Ca 80 7 8,75 73 91,25 0 0,00 

Cb 79 32 40,50 44 55,70 3 3,80 

Cc 74 10 13,50 64 86,50 0 0,00 

Qa 82 32 39,00 50 61,00 0 0,00 

Qb 101 88 87,12 13 12,88 0 0,00 

Qc 50 17 34,00 33 66,00 0 0,00 

Total  466 186 39,91 277 59,44 3 0,64 

* I.1b e I.1c: grupos do filo Thaumarchaeota 

** g_: gênero designado na classificação do Greengenes 

*** o_: ordem designada na classificação do Greengenes 

**** MCG: Miscellaneous Crenarchaeotic Group  
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 Dentre as 466 sequências, 186 foram classificadas pelo Greengenes como 

pertencentes à classe Thaumarchaeota, apresentando 100% de identidade até o nível 

taxonômico de gênero, sendo classificadas na ordem Nitrososphaerales, família 

Nitrososphaeraceae, gênero Candidatus Nitrososphaera. As archaeas deste gênero pertencem 

a um grupo denominado I.1b, descrito como dominante em diferentes tipos de solo (Bintrim 

et al., 1997; Auguet et al., 2010; Bates et al., 2011) e que possui alguns representantes 

cultivados, como Nitrososphaera viennensis e Candidatus Nitrososphaera gargensis. Embora 

o grupo I.1b tenha sido inicialmente descrito como pertencente ao Grupo I de crenarchaeotas 

não-extremófilas (DeLong, 1998), as recentes propostas de classificação de tais organismos 

vêm indicando que os membros do grupo I.1b formam um clado monofilético no filo 

Thaumarchaeota (Pester et al., 2011).  

 Em relação às áreas amostradas, observa-se que na réplica b da área Queimada (Qb), a 

proporção de amostras pertencentes ao grupo I.1b é bastante expressiva, correspondendo a 

87,12% de todas as sequências desta amostra. Nas demais réplicas, este grupo foi o segundo, 

em termos de frequência de detecção.  

 A grande maioria das demais sequências do gene rRNA 16S (total de 277) obtidas 

neste trabalho foram classificadas pelo Greengenes como pertencentes à ordem NRP-J.  Esta 

ordem contém os clados pertencentes ao grupo I.1c (Swanson & Sliwinski, 2013). Esse grupo, 

inicialmente detectado em solos de floresta da Finlândia (Jurgens et al., 1997), foi 

posteriormente identificado em diversos outros trabalhos baseados em sequências ambientais 

de rRNA 16S (Hansel et al., 2008; Lehtorvita et al., 2009; Bates et al., 2011). Assim como o 

grupo I.1b, o grupo I.1c foi inicialmente descrito como pertencente ao Grupo I de 

crenarchaeotas não-extremófilas e, apesar de não possuir representantes cultivados até o 

momento, vem sendo posicionado no filo Thaumarchaeota por formar um agrupamento 

monofilético com outros organismos incluídos neste filo (Pester et al., 2011; Brochier-

Armanet et al., 2012). Novamente, a amostra Qb mostrou-se com perfil distinto das demais, 

uma vez que foram detectadas poucas sequências do grupo I.1c, enquanto nas demais réplicas, 

este foi o grupo mais frequentemente detectado. 

 As 3 sequências restantes foram classificadas como pertencentes à ordem pGrfC26 do 

grupo Miscellaneous Crenarchaeotal Group (MCG), sendo todas oriundas da réplica b da 

área Controle (amostra Cb). Até o momento, este grupo é representado apenas por sequências 

de rRNA 16S encontradas em diferentes ambientes terrestres e marinhos e forma um clado 

distinto de Crenarchaeota e Thaumarchaeota, sendo de difícil posicionamento em árvores 

filogenéticas (Kubo et al., 2012).  
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 Um aspecto digno de nota refere-se à aparente homogeneidade taxonômica das 

sequências encontradas entre o solo da área queimada bienalmente e o solo da área protegida 

do fogo há muitos anos. Com exceção das três sequências da réplica Cb classificadas como 

pertencentes ao Miscellaneous Crenarchaeotic Group, todas as demais sequências de ambas 

as condições estão distribuídas entre os grupos I.1b e I.1c do filo Thaumarchaeota. Ao que 

parece, o regime de queima bienal em áreas de Cerrado sensu stricto não leva a diferenças na 

composição da comunidade de archaeas do solo.  

 Vale ressaltar que muitos autores vêm propondo a utilização de outros marcadores 

filogenéticos para a classificação taxonômica dos organismos além do gene rRNA 16S. Entre 

estes, proteínas ribossomais concatenadas já vem sendo utilizadas por alguns autores para um 

maior refinamento da classificação taxonômica e tal abordagem tem possibilitado a resolução 

de nós filogenéticos mais internos e um melhor posicionamento de algumas linhagens (Matte-

Tailliez et al., 2002; Brochier-Armanet et al. 2008; Petitjean et al., 2014). A maior 

disponibilidade de genomas completos de archaeas, no futuro, permitirá que tais abordagens 

sejam utilizadas mais amplamente e talvez possibilitem o estabelecimento de um melhor 

posicionamento filogenético dos diferentes grupos do domínio Archaea.  

  Apesar das muitas discussões que envolvem a nomenclatura e o posicionamento 

taxonômico dos diferentes grupos de archaea atualmente, se formos considerar a 

nomenclatura apresentada pelo banco de dados Greengenes e considerada ainda por muitos 

autores, as sequências obtidas a partir do solo de Cerrado sensu stricto nesse trabalho foram 

todas classificadas como pertencentes ao filo Crenarchaeota. Tal resultado está de acordo 

com a literatura, já que trabalhos de Archaea em solo indicam que este filo é dominante em 

solos de diversas localidades (Ochsenreiter et al., 2003; Nicol et al., 2007; Timonen & 

Bomberg, 2009). Estudos apontam ainda que o grupo I.1b é o mais abundante e ubíquo em 

solos (Auguet et al., 2010; Bates et al., 2011), enquanto organismos do grupo I.1c parecem 

estar mais associados a solos ácidos (Lehtorvita et al., 2009; Timonen e Bomberg, 2009), 

condição característica dos solos de Cerrado (Haridasan, 1994).  Além disso, em outro 

levantamento de archaeas de solos de Cerrado Denso e Mata de Galeria previamente 

realizado por Catão e colaboradores (2013), também foram encontradas predominantemente 

sequências de organismos pertencentes aos grupos I.1b e I.1c.   

 A ocorrência de membros do filo Euryarchaeota parece ser rara em solos (Timonen & 

Bomberg, 2009). Bates e colaboradores (2011) relataram que apenas 1,5% das sequências de 

Archaea encontradas em seus estudos de biogeografia de ambientes terrestres pertenciam a 

este filo. Assim, o fato de não terem sido identificadas sequências pertencentes a esse filo em 
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nossas amostras pode estar relacionado com a baixa ocorrência de organismos desse filo em 

solos. No entanto, também deve-se levar em consideração as limitações impostas pela 

metodologia de PCR empregada na obtenção de sequências ambientais, como por exemplo 

variações na eficiência dos experimentos de PCR devido a contaminantes no DNA total 

extraído ou ainda à especificidade do iniciador empregado na reação em relação ao gene alvo 

(Wintzingerode et al., 1997). Membros do filo Euryarchaeota já foram identificados em 

diferentes ambientes através da utilização desse mesmo par de iniciadores escolhido neste 

trabalho (21f/958r) (Bano et al., 2004; Etto et al., 2012), e inclusive em trabalhos anteriores 

de nosso grupo com sedimentos de lagoa de cerrado (Rodrigues et al., 2014). Assim, não é 

provável que os iniciadores utilizados tenham apresentado um viés para a amplificação de 

DNA apenas de membros do filo Crenarchaeota. No entanto, o experimento de PCR baseia-

se em uma reação enzimática competitiva, onde DNAs mais abundantes terão uma maior 

probabilidade de serem amplificados e, consequentemente, DNAs presentes em menor 

quantidade na amostra terão menor probabilidade de amplificação, podendo não ser 

amplificados (Forney et al., 2004). Desta forma, é possível que membros do filo 

Euryarchaeota sejam menos abundantes nos solos de Cerrado sensu stricto amostrados e por 

isso não tenham sido identificados na amostragem realizada.   

 

4.1.7.2. Análises de riqueza e alfa-diversidade 

 

 O termo riqueza (richness) refere-se ao número de espécies presentes em uma 

determinada comunidade e é um dos conceitos mais antigos a ser levado em consideração 

para o cálculo de diversidade de um sistema biológico (Peet, 1974). A abundância refere-se à 

homogeneidade de distribuição (evenness) dos indivíduos entre as espécies e também deve 

ser considerada, juntamente com a riqueza, para o cálculo da diversidade (Melo, 2008). 

Assim, a diversidade de um sistema biológico baseia-se na riqueza e abundância das espécies 

encontradas no ambiente. A alfa-diversidade refere-se à diversidade de espécies encontrada 

em uma determinada área, ou seja, a diversidade local, enquanto a beta-diversidade é a 

diferença na composição de espécies entre diferentes áreas (Forney et al., 2004). 

 O conceito de espécie em procariotos é controverso e de difícil definição. No relatório 

do Comitê para a reavaliação da definição de espécie em bacteriologia de 2002 (Stackebrandt 

et al., 2002), colocou-se que uma definição de espécie pragmática, operacional e 

universalmente aplicável seria: “uma categoria que circunscreve (preferencialmente) um 

grupo genomicamente coerente de isolados/linhagens individuais compartilhando um alto 
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grau de similaridade em várias características independentes, testadas comparativamente sob 

condições altamente padronizadas". Como revisado por Rosselló-Mora e Amann (2001), o 

conceito de espécie em procariotos foi se desenvolvendo juntamente com novas técnicas 

laboratoriais que permitiam a identificação de novas informações importantes acerca dos 

organismos. Esses autores ressaltam a importância da investigação e utilização de 

informações genômicas e fenotípicas para que uma classificação taxonômica mais acurada 

seja alcançada. Neste sentido, abordagens independentes de cultivo para estudos de filogenia 

e diversidade de procariotos em ambientes naturais, como as que utilizam o gene rRNA 16S, 

não trazem informações suficientes para que o conceito de espécie seja empregado de acordo 

com o exposto acima. Por estas razões, é utilizado então o conceito de unidades operacionais 

taxonômicas (OTUs), no qual os indivíduos podem ser definidos apenas em termos de 

características estatísticas covariantes, resultando em uma definição mais objetiva de 

unidades procarióticas (Rosselló-Mora & Amann, 2001).   

 Ao se comparar sequências do gene de rRNA 16S, valores de distância entre estas 

podem ser utilizados para a classificação hierárquica das OTUs nas diferentes categorias 

taxonômicas. Em 1994, Stackebrandt e Goebel realizaram estudos envolvendo a similaridade 

entre rRNAs 16S e relataram que uma similaridade de 97% ou mais entre as sequências 

indicaria que os organismos pertencem a uma mesma espécie. Schloss e Handelsman (2004) 

descreveram que, apesar de existirem controvérsias entre alguns autores, valores de distância 

(ou dissimilaridade) amplamente aceitos para classificações taxonômicas são: 3% de 

dissimilaridade para diferenciar espécies, 5% para diferenciar gêneros, 10% para diferenciar 

famílias/classes e 20% para diferenciar filos. Em outras palavras, sequências de rRNA 16S 

que possuíssem 97% de similaridade pertenceriam a uma mesma espécie, aquelas com 95% 

de similaridade pertenceriam a um mesmo gênero, aquelas com 90% de similaridade 

pertenceriam a uma mesma família/classe e aquelas com 80% de similaridade pertenceriam a 

um mesmo filo. Como já mencionado, existem controvérsias quanto a esses valores, já que 

alguns autores consideram que uma similaridade de 99% entre as sequências seria necessária 

para estas serem consideradas como pertencentes a uma mesma espécie, considerando-se que 

organismos previamente reconhecidos como sendo de espécies diferentes apresentaram uma 

similaridade maior que 97% entre suas sequências de rRNA 16S (Fox et al., 1992, Yassin et 

al., 2003). Neste trabalho, dada a sua ampla utilização em estudos de filogenia molecular e 

ecologia microbiana, os valores de dissimilaridade considerados para a diferenciação das 

OTUs em espécie, gênero, família/classe e filo foram 3, 5, 10 e 20% respectivamente.  
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 Para a realização das análises de alfa-diversidade, as sequências foram submetidas ao 

alinhamento múltiplo pelo programa ClustalX (Larkin et al., 2007) e posteriormente 

manualmente alinhadas por meio do programa Bioedit, retirando-se colunas geradas pelo 

algorítimo do programa e regiões de difícil alinhamento. Todas as sequências tiveram um 

tamanho igual ou superior a 400pb após o alinhamento final. Em seguida, foi gerada uma 

matriz de distância (método de average neighbor), que foi utilizada como base para o 

agrupamento das sequências nos táxons a partir dos coeficientes de dissimilaridade já 

mencionados. Para que as diferentes análises fossem conduzidas, o alinhamento foi realizado 

de três maneiras distintas: 1) com cada réplica de Controle e Queimada isoladamente, 2) com 

as réplicas de Controle em conjunto (Ca + Cb + Cc) e de Queimada em conjunto (Qa + Qb + 

Qc) e 3) também com todas as réplicas de Controle e de Queimada conjuntamente (Ca + Cb + 

Cc + Qa + Qb + Qc).  

 Em nível de espécie (3% de dissimilaridade), foram obtidos os seguintes números de 

OTUs em cada amostra: 17 em Ca, 10 em Cb, 12 em Cc, 13 em Qa, 12 em Qb e 12 em Qc. O 

número de sequências e OTUs obtidas em cada amostra, assim como o número de singletons 

(OTUs formadas por apenas uma sequência) podem ser vistos na Tabela 9. Ao compararmos 

o número de OTUs obtidas em cada amostra em relação ao número de sequências, pode-se 

concluir que a riqueza de archaeas no solo de Cerrado sensu stricto em ambas as condições 

estudadas é semelhante.  

 

Tabela 9. Número de sequências, OTUs e singletons obtidos em cada amostra. 

Amostra No de Sequências OTUs Singletons 

Ca 80 17 7 

Cb 79 10 0 

Cc 74 12 6 

Qa 82 13 4 

Qb 101 12 4 

Qc 50 12 4 

 

 As análises de rarefação comparam a riqueza observada entre locais ou tratamentos 

que foram desigualmente amostrados e as curvas de rarefação resultam da média das curvas 

de acumulação, que são uma representação gráfica do número cumulativo de tipos 

observados versus o esforço amostral (Heck et al., 1975). Diferenças nas riquezas e 

abundâncias relativas das espécies (ou OTUs) na comunidade amostrada constituem a base da 

diferença na forma das curvas e, considerando-se que todas as comunidades apresentam um 
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número finito de espécies, quanto mais bem amostrado é o local, mais próximo ao platô 

chegam as curvas (Hughes et al., 2001).  

 Para se avaliar a cobertura da amostragem, a nível de espécie (3% de dissimilaridade), 

gênero (5% de dissimilaridade), família/classe (10% de dissimilaridade) e filo (20% de 

dissimilaridade), foram construídas curvas de rarefação relacionando o número de sequências 

com o número de OTUs obtidas em cada amostra. As Figuras 8, 9 e 10 mostram as curvas 

referentes às réplicas de Controle (Ca, Cb e Cc) e as Figuras 11, 12 e 13 mostram as curvas 

referentes às réplicas de Queimada (Qa, Qb e Qc).  

 

 

Figura 8. Curvas de rarefação obtidas para a amostra Ca para os 

valores de 3, 5, 10 e 20% de dissimilaridade. 

 

 

Figura 9.  Curvas de rarefação obtidas para a amostra Cb para os 

valores de 3, 5, 10 e 20% de dissimilaridade. 
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Figura 10. Curvas de rarefação obtidas para a amostra Cc para os 

valores de 3, 5, 10 e 20% de dissimilaridade. 

 

 

 

Figura 11. Curvas de rarefação obtidas para a amostra Qa para os 

valores de 3, 5, 10 e 20% de dissimilaridade. 
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Figura 12. Curvas de rarefação obtidas para a amostra Qb para os 

valores de 3, 5, 10 e 20% de dissimilaridade. 

 

 

Figura 13. Curvas de rarefação obtidas para a amostra Qc para os 

valores de 3, 5, 10 e 20% de dissimilaridade. 

 

 As curvas de rarefação obtidas para todos os valores de dissimilaridade indicam que a 

amostragem foi suficiente em todos os níveis taxonômicos, para todas as réplicas de Controle 

e Queimada, já que todas as curvas atingiram o platô. Tal resultado evidencia a baixa riqueza 

da comunidade de Archaea nos solos de Cerrado sensu stricto em ambas as condições 

avaliadas (área queimada bienalmente e área protegida do fogo).  

 A baixa riqueza de archaeas em solos de outras fitofisionomias de Cerrado também foi 

evidenciada no trabalho de Catão e colaboradores (2013), no qual a comunidade de archaeas 

de solos de Cerrado Denso e Mata de Galeria também foi suficientemente amostrada a partir 
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de um número ainda menor de sequências, sendo a comunidade do solo de Cerrado Denso 

ligeiramente mais rica do que a de Mata de Galeria. Por outro lado, Araújo e colaboradores 

(2012) constataram que, apesar do alto número de sequências de Bacteria obtidas, a 

amostragem não foi suficiente para descrever a comunidade de bactérias em solos de Cerrado 

sensu stricto e de outras fitofisionomias, demonstrando a extensa diversidade desses 

organismos em solos de cerrados. Outros estudos ambientais com rRNA 16S também indicam 

uma baixa diversidade de archaeas em relação àquela observada para bactérias na maioria dos 

ambientes analisados, sugerindo que as archaeas formam comunidades pouco ricas nesses 

ambientes (Robertson et al., 2009; Bates et al., 2011).  

 Aller e Kemp (2008) compararam bibliotecas genômicas de Archaea e Bacteria 

provenientes de diversos ambientes e observaram que, apesar de archaeas contribuírem para 

uma significativa proporção do total de filotipos de procariotos na maioria dos ambientes 

pesquisados até hoje, a riqueza estimada de archaeas é quase sempre mais baixa que a de 

bactérias. Além disso, os autores notaram que o número de filotipos observados não é 

correlacionado com o tamanho da biblioteca genômica para archaeas, sugerindo que 

bibliotecas grandes nem sempre são melhores para amostrar archaeas em novos ambientes, 

enquanto que para bactérias há uma correlação entre os filotipos observados e o tamanho da 

biblioteca, fazendo com que poucas bibliotecas tenham amostrado a diversidade bacteriana de 

forma suficiente.  

 É importante ressaltar ainda que devido aos vieses introduzidos pelos iniciadores 

escolhidos na PCR, comunidades microbianas (ou alguns grupos filogenéticos) podem ser mal 

representadas, fazendo com que sua real riqueza seja de difícil determinação (Forney et al., 

2004).  Hong e colaboradores (2009) compararam a riqueza microbiana obtida em uma 

amostra a partir da utilização de diferentes técnicas de extração de DNA total combinadas a 

diferentes pares de iniciadores na PCR e mostraram que os diferentes métodos levam a 

identificação de conjuntos microbianos específicos diferentes entre si, influenciando na 

riqueza inferida. Assim, um maior número de sequências de archaea conhecidas, que poderão 

auxiliar no desenvolvimento de novos iniciadores, e a utilização de diferentes iniciadores 

seriam importantes para uma melhor análise da riqueza das comunidades de Archaea.  

 Apesar das dificuldades relacionadas à determinação de riqueza e diversidade de 

microrganismos, abordagens estatísticas podem ser utilizadas para a realização de estimativas. 

Inicialmente desenvolvidos para as análises de alfa e beta-diversidade de organismos 

macroscópicos, existem alguns índices de riqueza e diversidade que podem ser adequados e 

vêm sendo utilizados em estudos de comunidades microbianas (Hughes et al., 2001). Chao1 
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(Chao, 1984) e ACE (Abundance-based Coverage Estimators) (Chao & Lee, 1992) são 

índices não-paramétricos que comparam a proporção de OTUs já observadas anteriormente 

com aquelas observadas apenas uma vez, adicionando um fator de correção ao número de 

OTUs observadas. O cálculo do índice Chao1 leva em consideração o número de OTUs 

observadas (Sobs), o número de singletons (OTUs identificadas apenas uma vez) e o número 

de doubletons (OTUs identificadas duas vezes), enquanto o índice ACE incorpora dados de 

espécies identificadas menos de dez vezes, ao invés de singletons e doubletons (Hughes et al., 

2001). Por serem calculados considerando fatores diferentes, não é incomum que esses 

índices apresentem valores diferentes ao serem empregados na análise de riqueza de uma 

mesma comunidade microbiana.  

 Existem também índices para estimar a diversidade das comunidades, que levam em 

consideração não só o número de espécies encontradas (riqueza), mas também a abundância 

dos organismos. O índice Shannon (Shannon & Weaver, 1949) indica qual comunidade é 

mais diversa, com seu valor aumentando conforme a riqueza de espécies aumenta e conforme 

a distribuição dos indivíduos entre as espécies vai se tornando homogênea. Outro índice 

utilizado, o Simpson (Simpson, 1949), indica a dominância das espécies e reflete a 

probabilidade de dois indivíduos que pertencem à mesma espécie serem aleatoriamente 

escolhidos. Seus valores variam de 0 a 1, sendo que seu valor aumenta conforme a 

diversidade diminui, ou em outras palavras, quanto mais próximo de 1 menor é a diversidade 

estimada para aquela comunidade (Lemos et al., 2011).   

 Para se comparar as comunidades de Archaea nos solos de Cerrado sensu stricto 

submetidos às duas condições, foram calculados índices de riqueza (Chao1 e ACE) e 

diversidade (Shannon e Simpson) para cada réplica de Controle (Ca, Cb, Cc) e Queimada (Qa, 

Qb e Qc). Os valores obtidos para cada um dos índices de riqueza e diversidade assim como o 

número de OTUs observados (Sobs) e a cobertura da amostragem em cada um dos 

coeficientes de dissimilaridade podem ser vistos na Tabela 10. A cobertura da amostragem 

mede o quão suficientemente o ambiente foi amostrado, indicando a porcentagem de 

indivíduos (para cada nível de dissimilaridade) que foram amostrados na comunidade 

microbiana (Lemos et al., 2011). 
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Tabela 10. Índices de riqueza (Chao1 e ACE), diversidade (Shannon e Simpson), número de 

OTUs observadas (Sobs) e a cobertura para cada uma das réplicas de controle (Ca, Cb e Cc) e 

Queimada (Qa, Qb e Qc) em cada um dos coeficientes de dissimilaridade. 

Amostra Dissimilaridade Sobs Chao1 ACE Shannon Simpson Cobertura 

Ca   
(80 sequências) 

3% 17 24,000 23,645 2,287 0,129 91,25% 

5% 10 16,000 13,878 1,635 0,270 95,00% 

10% 4 4,000 4,642 0,555 0,729 98,75% 

20% 1 1,000 0,000 0,000 1,000 100,00% 

Cb  
(79 sequências) 

3% 10 10,000 10,000 2,073 0,135 100,00% 

5% 7 7,000 7,000 1,466 0,280 100,00% 

10% 4 4,000 4,000 0,986 0,417 100,00% 

20% 2 2,000 2,000 0,161 0,926 100,00% 

Cc  
(74 sequências) 

  3% 12 14,000 15,934 1,951 0,179 94,59% 

5% 9 12,000 22,031 1,345 0,385 94,59% 

10% 3 3,000 3,000 0,793 0,547 100,00% 

20% 1 1,000 0,000 0,000 1,000 100,00% 

Qa  
(82 sequências) 

3% 13 19,000 16,135 2,276 0,107 95,12% 

5% 9 15,000 26,198 1,615 0,241 95,12% 

10% 3 3,000 3,000 0,936 0,417 100,00% 

20% 1 1,000 0,000 0,000 1,000 100,00% 

Qb  
(101 sequências) 

3% 12 13,500 15,519 1,433 0,386 96,03% 

5% 7 7,000 7,731 0,889 0,606 99,00% 

10% 3 3,000 3,000 0,453 0,768 100,00% 

20% 1 1,000 0,000 0,000 1,000 100,00% 

Qc 
 (50 sequências) 

3% 12 14,000 16,111 2,112 0,136 92,00% 

5% 8 11,000 11,980 1,655 0,213 94,00% 

10% 4 4,000 4,000 1,112 0,367 100,00% 

20% 1 1,000 0,000 0,000 1,000 100,00% 

 

 Como já mencionado, todas as amostras, tanto de Controle quanto de Queimada, 

apresentaram números próximos de OTUs, indicando uma riqueza muito semelhante nas 

comunidades do solo em ambas as condições. Nota-se também que há um baixo número de 

OTUs observadas nas amostras até mesmo para o nível de espécie, o que sugere uma baixa 

riqueza de archaeas nessas comunidades.   

 As coberturas foram altas em todas as amostras, sendo superiores a 90% em nível de 

espécie em todas, indicando que a amostragem foi adequada para a descrição do ambiente 

analisado. Os valores de Chao1 e ACE obtidos corroboram que a riqueza de archaeas para 

esses solos foi praticamente coberta. No entanto, é importante ressaltar que análises não-

paramétricas como a desses índices, são influenciadas diretamente pelo tamanho da 

amostragem e, consequentemente, amostragens pequenas podem levar a baixas estimativas de 

riqueza (Hughes et al., 2001). Desta forma, não podemos descartar a possibilidade que a 
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riqueza de Archaea em solos de Cerrado sensu stricto estimada por esses índices possa estar 

sendo subestimada devido ao número de sequências empregadas na análise.  

 Quanto aos índices Shannon e Simpson, estes indicam que a diversidade é muito 

semelhante entre as comunidades do solo de Cerrado sensu stricto que sofre queimadas 

bienais e o que não sofre, sugerindo que essas queimadas periódicas não influenciam na 

diversidade das archaeas do solo de cerrado. Os valores de Simpson para a maioria das 

amostras ficaram mais próximos de 1 para os níveis taxonômicos de família/classe (10%) e 

gênero (5%), sugerindo que a diversidade nesses níveis é baixa. No entanto, a nível de 

espécie (3%), os valores obtidos são mais próximos de 0 (com exceção de Qb), o que 

indicaria uma maior diversidade para esse nível taxonômico na maioria das amostras. 

Considerando-se que a riqueza estimada para as amostras é baixa, a diversidade dessas 

comunidades deve estar mais relacionada à abundância relativa entre os organismos (Lemos 

et al., 2011). 

 Com o intuito de se verificar quantas OTUs eram compartilhadas entre as diferentes 

réplicas de Controle, diagramas de Venn foram construídos a partir de um alinhamento 

múltiplo das sequências de Ca, Cb e Cc. O mesmo foi feito com as sequências das réplicas de 

Queimada, sendo construídos diagramas de Venn a partir de um alinhamento múltiplo das 

sequências de Qa, Qb e Qc. Ambos os alinhamentos tiveram um número final de 233 

sequências, não sendo necessária a retirada de nenhuma sequência a mais para esse passo. 

Apenas os diagramas a nível de espécie (3%) são apresentados (Figuras 14 e 15) já que, tendo 

em vista o baixo número de OTUs encontrados para os demais níveis, consideramos que os 

diagramas em nível de espécie seriam mais ilustrativos.  

 Das 31 OTUs observadas em todas as réplicas de Controle, apenas 5 são 

compartilhadas entre todas. No entanto, a similaridade entre as réplicas da área Controle 

torna-se evidente quando observa-se que a grande maioria das sequências estão representadas 

por essas 5 OTUs, sendo que do total de 233 sequências, 168 são compartilhadas por Ca, Cb 

e Cc. Quanto às réplicas de Queimada, das 21 OTUs observadas, 7 são compartilhadas entre 

as três réplicas e, também neste caso, essas OTUs são as mais representativas, consistindo em 

146 sequências dentre as 233. Porém, é evidente uma maior semelhança entre Qa e Qb, já que 

essas duas réplicas compartilham entre si outras 71 sequências que não foram identificadas 

em Qc. As OTUs exclusivas em cada réplica são formadas majoritariamente por singletons 

ou doubletons. 
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Figura 14. Diagrama de Venn representando as OTUs exclusivas e 

compartilhadas a nível de espécie (3%) nas réplicas de Controle Ca, Cb e Cc. O 

número de sequências em cada uma das situações é indicado. Seqs: sequências.  

 

 

Figura 15. Diagrama de Venn representando as OTUs exclusivas e 

compartilhadas a nível de espécie (3%) nas réplicas de Queimada Qa, Qb e Qc. 

O número de sequências em cada uma das situações é indicado. Seqs: 

sequências. 
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 Devido à impossibilidade da construção de um diagrama de Venn de fácil 

interpretação com seis amostras e visando a visualização da quantidade de OTUs 

compartilhadas entre Controle e Queimada, as réplicas de cada amostra foram alinhadas 

conjuntamente (Ca+Cb+Cc e Qa+Qb+Qc) e consideradas como sendo uma única amostra de 

Controle e uma única amostra de Queimada. Um diagrama de Venn foi então confeccionado 

com essas duas amostras (Figura 16) e, novamente, o número de sequências representadas 

pelas OTUs exclusivas e compartilhadas foram apresentados.  

 

 

 

Figura 16. Diagrama de Venn representando as OTUs exclusivas e compartilhadas a nível de 

espécie (3%) nas amostras de Controle e Queimada, sendo Controle=Ca+Cb+Cc e 

Queimada=Qa+Qb+Qc. O número de sequências em cada uma das situações é indicado. Seqs: 

sequências. 

 

 Como pode ser visto na Figura 16, o número de OTUs compartilhadas entre as 

amostras (15) é maior que o número de OTUs exclusivas em cada uma das amostras (10 

exclusivas de Controle e 7 de Queimada). No entanto, a similaridade entre as amostras de 

Controle e Queimada torna-se realmente evidente ao observarmos o número de sequências 

representadas pelas OTUs compartilhadas, sendo 437 sequências compartilhadas de um total 

de 466. A grande sobreposição de sequências nas amostras Controle e Queimada, juntamente 

com os resultados das demais análises de alfa diversidade já apresentados, indica a grande 
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similaridade de diversidade entre as comunidades de Archaea de solo de Cerrado sensu 

stricto com regime de queima bienal e o controle protegido do fogo.  

 

4.1.7.3. Análises de beta-diversidade 

 

 Como já mencionado, a beta-diversidade refere-se à análise da diferença de 

composição de espécies entre diferentes áreas (Forney et al., 2004). Ela pode ser estimada 

por meio de testes estatísticos baseados em divergência como o ∫-Libshuff (Schloss et al., 

2004) e o Unifrac (Unique Fraction metric) (Lozupone et al., 2007). O ∫-Libshuff é uma 

extensão do Libshuff (Singleton et al., 2001), que aumenta a acurácia das estimativas por 

utilizar a forma integral de algumas estatísticas realizadas no teste. 

 O Libshuff foi um dos primeiros testes de beta-diversidade desenvolvidos e utiliza 

distâncias entre os nucleotídeos para determinar se duas comunidades são significativamente 

diferentes (Singleton et al., 2001). A cobertura da biblioteca de sequências da comunidade X 

(Cx), definida como a porcentagem de sequências em X que não são singletons, é calculada 

após o agrupamento das sequências com uma faixa de possíveis níveis de distância entre elas. 

Os valores obtidos para X são então comparados àqueles obtidos para uma outra comunidade, 

Y. A cobertura da biblioteca Cxy é calculada como sendo a fração de sequências que estão 

em X que também estão em Y (Lozupone & Knight, 2008). Vale ressaltar que no teste são 

realizadas duas comparações entre um par de bibliotecas, Cxy e Cyx, e que resultados 

diferentes serão gerados.  Assim, este teste compara as comunidades de par em par.  

 No teste, são gerados dois valores de ρ para cada comparação e uma correção entre os 

valores é necessária, utilizando-se correção de Bonferroni. Tal correção indica a significância 

entre as amostras, sendo que se o valor de ρ for menor que o valor de ρ corrigido, as 

comunidades apresentam diferença significativa (Schloss et al., 2004).  

 O teste de hipótese ∫-Libshuff foi empregado para comparar as comunidades 

microbianas das diferentes amostras e os resultados obtidos podem ser vistos na Tabela 11.  
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Tabela 11. Teste de hipótese ∫-Libshuff entre as réplicas de Controle e Queimada. 

Amostra dCXYScore Valor ρ 
Significância 

(se ρ=0,05/12=0,0041) 

Cc-Cb 0.00016865 0.2402 Não 

Cb-Qa 0.00059076 0.0049 Não 

Qa-Cb 0.00019882 0.1520 Não 

Cb-Qb 0.00110701 0.0009 Não 

Qb-Cb 0.01602317 <0.0001 Significativo 

Cb-Qc 0.00132896 0.0230 Não 

Qc-Cb 0.00044904 0.2174 Não 

Cc-Qa 0.00008606 0.3100 Não 

Qa-Cc 0.00102556 0.0006 Não 

Cc-Qb 0.00032956 0.0019 Não 

Qb-Cc 0.01005823 <0.0001 Significativo 

Cc-Qc 0.00037071 0.0839 Não 

Qc-Cc 0.00051296 0.0181 Não 

Qa-Qb 0.00021758 0.0095 Não 

Qb-Qa 0.00060623 0.0036 Não 

Qa-Qc 0.00075546 0.0284 Não 

Qc-Qa 0.00033817 0.0811 Não 

Qb-Qc 0.01171937 <0.0001 Significativo 

Qc-Qb 0.00041351 0.1713 Não 

 

 Como pode ser visto na Tabela 11, na maioria das comparações realizadas não houve 

diferença significativa entre as comunidades, tanto nas comparações das réplicas de Controle 

entre si e de Queimada entre si quanto nas comparações entre réplicas de Controle e 

Queimada. Tal resultado reforça que há grande similaridade entre as comunidades de 

Archaea dos solos de Cerrado sensu stricto protegido do fogo e submetido a queimadas 

periódicas.   

 No entanto, é interessante notar que as únicas comparações em que foram encontradas 

diferenças significativas foram comparações que envolviam a réplica Qb em relação a outras 

(Qb-Cb, Qb-Cc e Qb-Qc). Tal fato indica uma diferença na comunidade de Qb em relação às 

demais. Nas classificações taxonômicas obtidas pelo Greengenes também já havia sido 

constatada uma diferença nesta réplica especificamente em relação as demais, já que esta 

réplica foi a única a apresentar uma expressiva quantidade de sequências classificadas como 

do grupo I.1b de Thaumarchaeota em relação àquelas do grupo I.1c. Esta diferença poderia 

indicar que esta réplica foi coletada em um ponto com alguma peculiaridade ambiental 

específica, como por exemplo a proximidade com a raiz de uma determinada planta ou 
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atividades da fauna local próximo a este ponto de coleta. Medidas de parâmetros físico-

químicos do solo de cada réplica poderiam ter auxiliado no esclarecimento desta questão, já 

que diferenças nos parâmetros deste ponto de coleta em relação aos demais poderiam 

influenciar na comunidade microbiana.   

 Outro teste que pode ser utilizado para se estimar as diferenças de diversidade entre 

comunidades é o Unifrac (Unique Fraction metric) (Lozupone et al., 2007). Existem duas 

versões deste teste: o Unweighted Unifrac e o Weighted Unifrac. O primeiro é uma medida 

qualitativa da beta-diversidade, já que seu algoritmo leva em conta apenas a presença ou 

ausência das linhagens na amostra, não considerando o número de sequências de cada 

linhagem, ou seja, a abundância relativa. Já o Weighted Unifrac é considerado uma medida 

quantitativa de beta-diversidade, pois além de detectar mudanças na composição dos táxons 

presentes na amostra, o algoritmo também detecta mudanças no número de sequências de 

cada táxon (Lozupone & Knight, 2008). Uma grande vantagem destes testes consiste na 

capacidade de comparar várias comunidades simultaneamente e não apenas de par em par, 

como o ∫-Libshuff.  Os resultados obtidos nestes testes podem ser visualizados em Gráficos 

de Análise das Principais Coordenadas (PCoA).  

 Para se analisar as diferenças nas comunidades das réplicas de Controle e Queimada, 

coordenas para o PCoA foram geradas pelo comando Weighted Unifrac no programa Mothur 

e o gráfico foi construído utilizando-se o programa PAST3 (Hammer et al., 2001). O Gráfico 

obtido está mostrado na Figura 17. 



 56 

            

Figura 17. Gráfico de Análise de Principais Coordenadas (PCoA) gerado 

através de coordenadas obtidas pelo comando Weighted Unifrac no 

programa Mothur e construído no programa PAST3. As réplicas de 

Controle estão indicadas por pontos rosas, enquanto as réplicas de 

Queimada estão em azul.  

 

 No PCoA foi possível observar que as réplicas de controle Ca e Cc encontram-se mais 

próximas entre si do que em relação a Cb. As réplicas Cb, Qa e Qc também se encontram 

próximas umas das outras. Curiosamente, a réplica Qb é a que se encontra mais distante de 

todas as outras réplicas. Esse resultado é congruente ao observado no ∫-Libshuff, cujos 

resultados indicam que esta mesma réplica (Qb) apresenta diferenças significativas com 

relação a outras amostras e talvez também esteja relacionado a peculiaridade que foi 

observada quanto a classificação pelo Greengenes das sequências desta réplica em relação as 

demais.  

 É interessante ressaltar que houve um agrupamento entre duas réplicas de cada 

condição no PCoA (Ca-Cc e Qa-Qc). Vale ainda apontar que não foram detectadas diferenças 

significativas entre as duas condições no que se diz respeito à riqueza. No entanto, o 

Weighted Unifrac leva em consideração a abundância dos táxons, além da presença ou 
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ausência destes nas amostras. Desta forma, ao revelar um certo agrupamento entre réplicas da 

mesma condição, este teste poderia estar indicando que, apesar de não haver diferenças 

significativas entre as amostras de Controle e Queimada em termos de riqueza, a abundância 

dos organismos encontrados em cada condição pode ser diferente, levando a diferenças entre 

as réplicas de ambas as condições. As réplicas que não seguiram este padrão foram Qb, caso 

já discutido acima, e Cb. No entanto, devido a condições locais dos pontos de coleta que 

podem influenciar a comunidade microbiana, é comum algumas réplicas destoarem das 

outras em trabalhos ambientais (Prosser, 2010). 

    

4.1.7.4. Árvores filogenéticas 

 

 As árvores filogenéticas são amplamente utilizadas para inferir relações evolutivas 

entre os organismos e podem ser construídas com base no alinhamento múltiplo de 

sequências de nucleotídeos. Devido à sua natureza altamente conservada e à grande 

disponibilidade de sequências em bancos de dados atualmente, o rRNA 16S é comumente 

utilizado para a construção de árvores filogenéticas de procariotos (Robertson et al., 2005; 

Schleper et al., 2005; Zaneveld et al., 2010).   

 Para a construção de árvores filogenéticas com as sequências de rRNA 16S obtidas a 

partir das amostras de solo de Cerrado sensu stricto em ambas as condições estudadas, foi 

realizado um alinhamento múltiplo entre as sequências obtidas neste trabalho e sequências 

disponíveis nos bancos de dados. Para cada uma das condições analisadas (Cerrado sensu 

stricto controle e queimado bienalmente) foi construída uma árvore filogenética (Figuras 18A 

e 18B), utilizando-se as sequências de OTUs representativas a nível de espécie (3% de 

dissimilaridade) obtidas pelo programa Mothur (Schloss et al., 2009). Com o intuito de 

observar o posicionamento filogenético das sequências representativas de Controle e 

Queimada conjuntamente, uma terceira árvore foi construída a partir do alinhamento múltiplo 

das sequências representativas das réplicas Ca, Cb, Cc, Qa, Qb e Qc juntas (Figura 19). Nesta 

árvore também foram utilizadas as sequências de OTUs representativas em nível de espécie 

(3% de dissimilaridade). Os singletons foram incluídos nas árvores exclusivas de Controle ou 

de Queimada (Figura 18). No entanto, os singletons não foram incluídos na árvore com as 

sequências representativas de Controle e Queimada em conjunto (Figura 19), no intuito de 

proporcionar uma visualização mais clara da árvore.  

 Sequências de isolados de Archaea pertencentes aos filos Crenarchaeaota e 

Euryarchaeota foram obtidas no banco de dados do NCBI e alinhadas às sequências das 
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OTUs representativas de Controle e Queimada para a construção das árvores filogenéticas. 

Os isolados selecionados para esses filos, juntamente com o número de acesso de suas 

sequências no banco de dados, foram: Haloferax volcanii (KC354397.1), Methanosarcina 

acetivorans (NR044724.1), Methanosaeta thermophila (NR028157.1), Pyroccocus furiosous 

(AB603518.1) – Filo Euryarchaeota; Pyrobaculum islandicum (L07511.1), Ignicoccus 

pacificus (AJ271794.1), Sulfolobus solfactarius (XO3235.1), Termoproteus neutrophilus 

(AB009618.1), Thermocladium modestius (AB005296.1), Fervidicoccus fontis 

(NR116054.1), Caldisphaera lagunensis (NR102472.1), Ignisphaera aggregans 

(NR102869.1) – Filo Crenarchaeota. Como nenhuma sequência apresentou alinhamento 

significativo com membros do filo Euryarchaeota (anteriormente já constatado pela 

classificação do Greengenes) e objetivando proporcionar uma melhor visualização das 

árvores com sequências só de Controle (Figura 18A) ou só de Queimada (Figura 18B), 

apenas os organismos Methanosarcina acetivorans e Methanosaeta thermophila foram 

incluídos nestas, sendo os demais euryarchaeotas incluídos apenas na árvore conjunta de 

Controle e Queimada.  

 Como mencionado anteriormente, membros do Grupo I do filo Crenarchaeota estão 

sendo atualmente classificados por muitos autores como pertencentes ao filo Thaumarchaeota, 

proposto em 2008 por Brochier-Armanet e colaboradores, e tal classificação vem sendo cada 

vez mais aceita na literatura (Spang et al., 2010; Pester et al., 2011). Essa foi a classificação 

considerada neste trabalho e utilizada nas árvores filogenéticas. Isolados dos grupos I.1a e 

I.1b de Thaumarchaeota selecionados, juntamente com número de acesso de suas sequências, 

foram os seguintes: Cenarchaeum symbiosum (U51469.1), Nitrosopumilus maritimus 

(JQ346765.1), Candidatus Giganthauma insulaporcus (FN825808.1), Candidatus 

Giganthauma karukerense (FN398074.1), Candidatus Nitrosotalea devanaterra (JN227488.1) 

– Grupo I.1a de Thaumarchaeota;  Candidatus Nitrososphaera gargensis (GU797786.1), 

Nitrososphaera viennensis (FR773157.1) - Grupo I.1b de Thaumarchaeota. Também foi 

incluído o único representante cultivado do Hot Water Crenarchaeotic Group III - 

Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii (EU239960.1) – considerado pelos mesmos autores já 

citados como do filo Thaumarchaeota.  

 Até o momento, nenhum organismo pertencente ao grupo I.1c de Thaumarchaeota foi 

cultivado em meios artificais. Como a maioria das sequências obtidas neste trabalho foram 

classificadas pelo Greengenes como pertencentes a esse grupo, sequências de organismos não 

cultivados deste grupo também foram incluídas na árvore, visando um melhor 

posicionamento filogenético das nossas sequências. Além disso, como ainda é pequeno o 
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número de archaeas cultivadas, sequências de archaeas ainda não cultivadas depositadas no 

banco de dados do NCBI e consideradas próximas às encontradas neste trabalho de acordo 

com a ferramenta BLAST (Altschul et al., 1990) também foram incluídas nas árvores 

filogenéticas, objetivando-se uma melhor estimativa da classificação filogenética de nossas 

sequências.  

 Todas as árvores filogenéticas foram construídas pelo programa MEGA5 (Tamura et 

al., 2011) empregando-se o método de Neighbor-joining proposto por Saitou e Nei (1987), 

por ser o mais simples e ser comumente usado para a construção de árvores filogenéticas com 

o gene de rRNA 16S. Este método utiliza o princípio da evolução mínima, gerando uma 

matriz de distância entre as sequências e uma árvore filogenética única com os menores 

comprimentos (Saitou & Nei, 1987).  
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Figura 18. Árvores filogenéticas com as sequências dos representantes de cada OTU (3%) 

das réplicas de Controle Ca, Cb e Cc (A) e das réplicas de Queimada Qa, Qb e Qc (B) 

alinhadas com sequências de archaeas cultivadas e não cultivadas retiradas do banco de dados 

do NCBI. Os números de acesso encontram-se ao lado do nome de cada sequência Os valores 

indicados entre parênteses ao lado do nome de cada clone indicam o número de sequências 

representadas pela OTU. Clones que não têm valores indicados ao lado são singletons, OTUs 

representadas por uma única sequência. As árvores foram construídas pelo método Neighbor-

joining (Saitou & Nei, 1987), com o modelo de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969) e teste 

de 1000 bootstrap (Felsenstein, 1985). Valores de bootstrap menores que 50 não são 

mostrados nas árvores. A barra de escala indica a distância da similaridade dos ramos. Uma 

sequência da bactéria Acidobacterium sp. foi utilizada como grupo externo em cada uma das 

árvores. Filos e grupos de archaea estão indicados. MCG: Miscellaneous Crenarchaeotic 

Group. HWCG III: Hot Water Crenarchaeotic Group III.  

   

 Ao alinharmos as 233 sequências das três réplicas de Controle, foram geradas 31 

OTUs representativas a nível de espécie (3%).  Ao serem posicionadas na árvore filogenética 

(Figura 18A), as OTUs foram distribuídas no grupo I.1b (6 OTUs representando 49 

sequências) e I.1c (24 OTUs representando 181 sequências) de Thaumarchaeota, além de 1 

OTU representando 3 sequências posicionadas em um clado à parte. De acordo com a 

classificação realizada pelo Greengenes, essas três sequências representadas pelo clone Cb54 

pertencem ao grupo Miscellaneous Crenarchaeotic Group (MCG).   

 O MCG, como já mencionado na seção 4.1.7.1, já foi identificado em diversos tipos 

de ambientes terrestres e aquáticos e ainda não possui nenhum representante cultivado (Kubo 

et al., 2012). Este grupo não apresenta uma afiliação clara com qualquer filo de Archaea e 

seu posicionamento é instável em árvores de rRNA 16S (Pester et al., 2011). Uma sequência 

identificada em turfeiras do sul da Mata Atlântica, previamente afiliada a este grupo pelos 

autores (número de acesso HQ614436.1, Etto et al., 2012), foi incluída na árvore e mostrou 

forte afiliação com Cb54.  Por não apresentar qualquer representante cultivado, pouco se sabe 

sobre a fisiologia e ecologia destes organismos (Meng et al., 2014).  

 No caso das réplicas de Queimada (Figura 18B), foram geradas 22 OTUs a partir das 

233 sequências, das quais 9 foram posicionadas no grupo I.1b (representando 137 sequências) 

e as 13 OTUs restantes (representando 96 sequências) foram posicionadas no grupo I.1c de 

Thaumarchaeota.  

 Como já mencionado, a prevalência de sequências afiliadas aos grupos I.1b e I.1c é 

condizente com a literatura, já que vários estudos descrevem esses dois grupos como sendo 

dominantes em ambientes terrestres (Ochsenreiter et al., 2003; Timonen & Bomberg, 2009). 

O grupo I.1c de Thaumarchaeota ainda não apresenta qualquer representante cultivado 
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descrito na literatura e, por esta razão, praticamente não há informações acerca das 

características dos organismos deste grupo. No entanto, membros deste grupo vêm sendo 

frequentemente associados a solos com pH mais ácido, como descrito em diversos trabalhos 

que empregaram metodologias independentes de cultivo (Jurgens et al., 1997; Kemnitz et al., 

2007; Lehtorvita et al., 2009). Desta forma, a identificação de muitas sequências 

posicionadas neste grupo poderia estar relacionada ao pH mais ácido encontrado nos solos de 

Cerrado (Haridasan, 1994; Moreira, 2000; Araújo et al., 2012) - por volta de 5 de acordo com 

as medições feitas neste trabalho nos solos de ambas as condições analisadas (Tabela 4). 

Além disso, muitas sequências pertencentes a este grupo também foram identificadas no 

trabalho de Catão e colaboradores (2013) com solo de Cerrado Denso e Mata de Galeria, 

indicando que membros do grupo I.1c seriam comuns em diferentes fitofisionomias do 

Cerrado. Duas sequências obtidas pelos autores, e afiliadas ao grupo I.1c em árvores 

construídas em seu trabalho, foram incluídas nas árvores (clones MGa109 e MGa89, números 

de acesso JX125288.1 e JX125275.1) e ficaram proximamente associadas com sequências 

representativas de Controle (Ca143, Ca49 e Cc18, que ao todo representam 52 sequências) e 

Queimada (Qb72, Qc55, Qc67, que ao todo representam 43 sequências) (Figura 18).  

 O grupo I.1b de Thaumarchaetota foi identificado como sendo o grupo dominante de 

archaeas em diversos tipos de solos (Brintim et al., 1997; Auguet et al., 2010; Bates et al., 

2011). Até o momento, são poucos os relatos que descrevem o cultivo de enriquecimento de 

organismos deste grupo (Simon et al., 2005; Kim et al., 2012, Xu et al., 2012) e a espécie 

Nitrososphaera viennensis, isolada de amostras de solo de um jardim em Viena, é a única a 

ter sido obtida na forma de culturas puras (Stieglmeier et al., 2014). Outra archaea deste 

grupo, a qual encontra-se melhor descrita, é Candidatus Nitrososphaera gargensis que, apesar 

de ainda não ter sido obtida na forma de cultura pura, já teve seu genoma completamente 

sequenciado (Spang et al., 2012) após uma cultura de enriquecimento obtida a partir de 

amostras de uma fonte termal terrestre (Hatzenpichler et al., 2008). Muitas sequências 

proximamente relacionadas a estes organismos já foram identificadas em diversos solos 

(Paster et al., 2012). Nas árvores filogenéticas apresentadas na Figura 18, algumas sequências 

representativas tanto de Controle quanto de Queimada foram afiliadas a essas archaeas, assim 

como algumas sequências de não cultivadas selecionadas do banco de dados e incluídas na 

árvore.  

 Todas as sequências pertencentes ao grupo I.1b foram classificadas com 100% de 

identidade com o gênero Nitrososphaera, de acordo com o Greengenes. No entanto, ao se 

observar a árvore construída, várias OTUs formaram clados próprios, aproximando-se mais 
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de sequências de archaeas não cultivadas. Alguns estudos vêm mostrando que sequências de 

rRNA 16S com identidade próxima a 100% podem ser encontradas em organismos com 

características fisiológicas bastante diferentes (Fox et al., 1992; Lehtorvita-Morley et al., 

2014). Desta maneira, é possível que as sequências detectadas neste estudo pertençam a 

espécies do gênero Nitrososphaera ainda não cultivadas, ou ainda a outros gêneros similares, 

também pertencentes ao grupo I.1b.  

  Do ponto de vista ecológico, o filo Thaumarchaeota inclui organismos conhecidos 

por apresentarem o metabolismo nitrificante, podendo ter importante papel no ciclo do 

nitrogênio em diversos ambientes (Zhang et al., 2010; Pester et al., 2011; Kim et al., 2012; 

Xu et al., 2012). Dados obtidos após o sequenciamento do genoma completo de Candidatus 

Nitrososphaera gargensis (Spang et al., 2012) e Candidatus Nitrososphaera evergladensis 

(Zhalnina et al., 2014) e a obtenção e caracterização de Nitrososphaera viennensis em cultura 

pura (Tourna et al., 2011; Stieglmeier et al., 2014), permitiram elucidar alguns aspectos do 

metabolismo de oxidação de amônia nos organismos do grupo I.1b, revelando que estes 

organismos provavelmente apresentam importante papel ecológico no ciclo do nitrogênio em 

solos. Alguns membros do grupo I.1a de Thaumarchaeota também possuem a capacidade de 

oxidar amônia, e representantes cultivados com tal tipo de metabolismo foram isolados, em 

sua maioria, de ambientes marinhos (Preston et al., 1996; Könneke et al., 2005; Muller et al., 

2010), havendo um representante isolado de solo agriculturável (Jung et al., 2011). Até o 

momento, não se conhece qualquer associação entre organismos do grupo I.1c e o 

metabolismo de oxidação de amônia.  

 No alinhamento entre as sequências de Controle e Queimada em conjunto foram 

obtidas 32 OTUs representativas a nível de espécie (3%), das quais 12 eram singletons. Na 

árvore construída com estas sequências representativas (Figura 19), onde não foram 

adicionados os singletons, 6 OTUs (representando 183 sequências) foram posicionadas no 

grupo I.1b e 13 OTUs (representando 271 sequências) foram posicionadas no grupo I.1c, 

além da OTU representada por Cb54 que foi posicionada no MCG.  

 As árvores também indicaram uma associação entre sequências obtidas neste trabalho 

e sequências de archaeas não cultivadas identificadas em superfícies de rocha em uma 

caverna da Venezuela (KM214120.1, Barton et al., 2014), solo de uma pradaria no platô 

tibetano (número de acesso GQ127307.1, artigo ainda não publicado), solo ácido da China 

(FJ584387.1, Ying et al., 2010), horizonte B de solo dos Estados Unidos (EU306967.1, 

Hansel et al., 2008), solo de agricultura do platô tibetano (número de acesso HQ645133.1, 

artigo ainda não publicado) e solo de agricultura do Canadá (GQ871351.1, Chan et al., 2013), 
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todas previamente afiliadas com os grupos I.1c ou I.1b de Thaumarchaeota. É interessante 

notar que as sequências de organismos próximas às sequências identificadas neste trabalho 

também foram, em sua maioria, detectadas em solos.  

 Alguns clados foram formados exclusivamente por sequências obtidas neste trabalho. 

Apesar de não ser possível afirmarmos que se tratam de sequências novas sem afiliação 

previamente descrita, pois para isso seria necessária a construção de uma árvore com todas as 

sequências de rRNA 16S disponíveis nos bancos de dados, a formação desses clados pode 

indicar que existam archaeas ainda não descritas nos solos de Cerrado sensu stricto.  

 Comparando-se com outras fitofisionomias de Cerrado analisadas quanto à 

diversidade de archaeas no trabalho de Catão e colaboradores (2013), nota-se uma 

similaridade entre os resultados encontrados no Cerrado sensu stricto típico analisado neste 

estudo e aqueles encontrados em Cerrado Denso, onde todas as sequências também foram 

afiliadas aos grupos I.1b e I.1c de Thaumarchaeota. Como já mencionado, diferenças 

encontradas na densidade do estrato arbóreo-arbustivo da vegetação do Cerrado sensu stricto 

levam a sua subdivisão em Cerrado sensu stricto típico, Cerrado Denso e Cerrado Ralo 

(Ribeiro & Walter, 1998). Assim, os resultados encontrados neste estudo, quando 

comparados aos de Catão e colaboradores (2013), indicam que, apesar das diferenças 

relacionadas à densidade do estrato arbóreo-arbustivo da vegetação, a composição da 

comunidade de archaeas do solo sob áreas de Cerrado sensu stricto típico e Cerrado Denso é 

bastante similar. Já em Mata de Galeria foram também identificados organismos do grupo 

I.1a, comumente descritos em ambientes aquáticos, cuja presença nos solos desta 

fitofisionomia poderia ser explicada pelo alto conteúdo de água nos seus solos (Catão et al., 

2013).  
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Figura 19. Árvore filogenética com as sequências do gene rRNA 16S dos representantes de 

cada OTU (3%) de Controle e Queimada alinhadas com sequências de archaeas cultivadas e 

não cultivadas retiradas de banco de dados do NCBI. Os números de acesso estão mostrados 

ao lado do nome de cada sequência. Os valores indicados entre parênteses ao lado do nome 

de cada clone indicam o número de sequências representadas pela OTU. Os singletons não 

foram colocados na árvore. A árvore foi construída pelo método Neighbor-joining (Saitou & 

Nei, 1987), com o modelo de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969) e teste de 1000 bootstrap 

(Felsenstein, 1985). Valores de bootstrap menores que 50 não são mostrados na árvore. A 

barra de escala indica a distância da similaridade dos ramos. Uma sequência de uma bactéria 

Acidobacterium sp. foi utilizada como grupo externo. Filos e grupos de archaea estão 

indicados. MCG: Miscellaneous Crenarchaeotic Group. HWCG III: Hot Water 

Crenarchaeotic Group III. 

 

 Outra questão interessante consistiu no fato de que apesar da grande maioria das 

sequências, tanto de Controle quanto de Queimada pertencerem o grupo I.1b e I.1c de 

Thaumarchaeota, houve uma distribuição heterogênea das sequências entre estes grupos. Nas 

réplicas de Controle houve uma predominância de sequências afiliadas ao grupo I.1c (Figura 

18A), enquanto que nas réplicas de Queimada houve uma predominância de sequências 

afiliadas ao grupo I.1b (Figura 18B).  Tal fato fica ainda mais evidente quando os dados são 

apresentados na forma de um histograma, com a porcentagem de sequências de cada uma das 

amostras obtidas em cada um dos grupos de Thaumarchaeota, como representado na Figura 

20.  

 

 

Figura 20. Histograma indicando a distribuição das sequências de Controle 

(Ca+Cb+Cc) e Queimada (Qa+Qb+Qc) entre os grupos I.1b e I.1c de 

Thaumarchaeota. 
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 Como pode ser observado na Figura 20, cerca de 80% (78,7%) das sequências de 

Controle encontravam-se afiliadas ao grupo I.1c, enquanto que aproximadamente 60% 

(58,8%) das sequências de Queimada pertenciam ao grupo I.1b. Estes dados são coerentes 

com a hipótese de que as diferenças detectadas entre ambas as condições no PCoA (Figura 17) 

estariam relacionadas a uma diferença na abundância dos organismos entre Controle e 

Queimada.  

 Apesar da técnica de PCR empregada no trabalho não ser a mais adequada para 

constatar diferenças de abundância dos organismos entre as áreas, é notória a diferença de 

abundância de sequências entre os dois grupos. Uma vez que a mesma técnica foi empregada 

em ambas as condições, e pelo fato da PCR ser uma reação enzimática competitiva onde 

DNAs mais abundantes terão uma maior probabilidade de serem amplificados (Forney et al., 

2004), é possível que os resultados obtidos reflitam uma diferença de abundância dos 

organismos destes grupos entre os solos de áreas de Cerrado que sofrem regime bienal de 

queima e aquelas que não sofrem. 

 No entanto, ao analisarmos as réplicas separadamente, poderíamos especular que esta 

diferença de abundância observada entre Controle e Queimada poderia estar sendo causada 

pelo grande número de sequências afiliadas ao grupo I.Ib detectadas especificamente na 

réplica Qb. A classificação das sequências pelo banco de dados Greengenes, indicou uma 

grande proporção das sequências desta réplica como pertencentes ao grupo I.1b (88 das 101 

sequências), o que não foi observado nas demais réplicas de Queimada, que apresentaram 

mais sequências do grupo I.1c. Porém, é importante apontar que apesar de mais sequências de 

Qa e Qc terem sido agrupadas em I.1c, a diferença numérica em relação às sequencias de I.1b 

é menor do que a observada nas réplicas de Controle. A proporção expressiva de 

thaumarchaeotas do grupo I.1b em relação ao grupo I.1c em Qb poderia estar associada a 

alguma condição peculiar do solo neste ponto de coleta (proximidade com alguma raiz 

específica ou alguma atividade da fauna, por exemplo) que poderia estar favorecendo a maior 

abundância de membros do grupo I.1b apenas neste local específico. Assim, para se 

determinar se realmente há uma diferença de abundância entre organismos do grupo I.1b e 

I.1c nas áreas de Cerrado sensu stricto que poderia estar sendo causada pelas queimadas 

frequentes, mais pontos de coleta deveriam ser amostrados e as condições físico-químicas do 

solo em cada um deles devem ser aferidos.   

 Outra abordagem que poderia ser utilizada para se constatar se há uma diferença de 

abundância entre estes grupos nas duas condições analisadas são as técnicas de PCR em 

tempo real. Lehtorvita e colaboradores (2009) propuseram iniciadores específicos para o 
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grupo I.1c e os utilizaram para estabelecer diferenças de abundância entre organismos deste 

grupo e outras archaeas em solos com pH diferentes. No entanto, como ressaltado pelos 

próprios autores, ainda há muitas dificuldades no desenvolvimento de iniciadores para grupos 

pouco conhecidos e muitos vieses podem ser adicionados nestas estimativas de abundância.  

Desta forma, espera-se que o crescente conhecimento acerca dos diferentes grupos de 

Archaea de solo permitam o desenvolvimento de novas ferramentas que resultem em uma 

melhor elucidação da composição da comunidade de Archaea em diferentes ambientes e/ou 

condições.  

 

4.1.8. Análises de sequências do gene amoA 

 

 Como já mencionado anteriormente, um número considerável de sequências de rRNA 

16S obtidas neste trabalho foram afiliadas a um grupo de Thaumarchaeta conhecidamente 

relacionado com o potencial de oxidação de amônia e acredita-se que organismos deste grupo 

tenham importante papel no ciclo do nitrogênio nos solos (Spang et al., 2010; Zhang et al., 

2010; Bartossek et al., 2012).  

 A oxidação de amônia é realizada por organismos do domínio Bacteria e Archaea e 

ambos os domínios contém enzimas amônia-monoxigenases homólogas e consequentemente 

portam genes amo em seus genomas. O gene amoA codifica a subunidade alfa da enzima 

amônia-monoxigenase, pertencente à família de enzimas monoxigenages ligadas à membrana 

que contém cobre e esse gene é frequentemente utilizado como marcador filogenético e 

funcional em diversos estudos que visam a caracterização e quantificação de archaeas 

oxidantes de amônia no solo (Pester et al., 2012).  

 As 251 sequências do gene amoA (que preencheram os critérios de qualidade já 

mencionados no item 4.1.6) foram alinhadas pelo programa ClustalX de duas formas: 1) 

alinhamento múltiplo das sequências de cada réplica separadamente e 2) alinhamento 

múltiplo das sequências de todas as réplicas, de ambas as amostras analisadas 

(amoCa+Cb+Cc+amoQa+Qb+Qc).  

 Em seguida, os alinhamentos obtidos para cada uma das réplicas foram submetidos a 

análises, por meio do programa Mothur, para a determinação do número de OTUs observadas 

(Sobs) e a cobertura obtida para cada amostra (Tabela 12). Foi utilizado um coeficiente de 

dissimilaridade de 3% para esse gene, conforme adotado por outros autores (Prosser & Nicol, 

2008; Pester et al., 2012; Wu & Conrad, 2014).  
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Tabela 12. Número de OTUs observadas (Sobs) e cobertura obtida em cada 

réplica de Controle e Queimada para o gene amoA. 

Amostra Dissimilaridade No Sequências OTUs Cobertura 

amoCa 3% 44 2 97,72% 

amoCb 3% 45 2 100,00% 

amoCc 3% 39 2 100,00% 

amoQa 3% 47 6 93,60% 

amoQb 3% 46 2 100,00% 

amoQc 3% 30 5 93,30% 

 

 Como pode ser observado na Tabela 12, utilizando-se um coeficiente de 

dissimilaridade de 3%, poucas OTUs relativas ao gene amoA foram detectadas em cada uma 

das réplicas e uma cobertura superior a 90% foi alcançada em todas, sendo que em amoCb, 

amoCc e amoQb a cobertura foi de 100%.  

 É curioso notar que nas réplicas amoQa e amoQc foi observado um número de OTUs 

maior que nas réplicas de Controle e na réplica amoQb. Tal resultado chama a atenção, já que 

a réplica Qb apresentou uma grande proporção de sequências de rRNA 16S classificadas 

como do grupo I.1b, um grupo amplamente associado à oxidação de amônia. No entanto, esta 

foi a réplica de Queimada que apresentou o menor número de OTUs de amoA observadas. 

Esses dados são coerentes com o observado nas análises de alfa diversidade feitas com o gene 

do rRNA 16S (Tabela 10), onde a réplica Qb apresentou uma menor riqueza e diversidade em 

relação às outras duas réplicas de Queimada. Apesar de em Qb haver um expressivo número 

de sequências associadas ao grupo I.1b de Thaumarchaeota, é possível que essas sequências 

estejam agrupadas em um baixo número de OTUs, levando a uma baixa riqueza de espécies 

neste grupo. Assim, o menor número de OTUs observadas para o gene amoA em Qb é 

coerente com a baixa riqueza estimada para esta réplica nas análises de rRNA 16S.  

 Considerando-se o pequeno número de OTUs estimadas para o gene amoA com nível 

3% de dissimilaridade, foi construída apenas uma árvore filogenética com as sequências das 

réplicas de ambas as condições (Controle e Queimada). Tal árvore foi construída a partir de 

um alinhamento múltiplo entre as sequências representativas do gene amoA obtidas para 

Controle e Queimada e sequências do gene amoA de isolados cultivados e de archaeas não 

cultivadas obtidas no banco de dados do NCBI (Figura 21). A árvore foi construída pelos 

mesmos métodos utilizados para as árvores do gene rRNA 16S, ou seja, através do programa 

MEGA5 e com o método de Neighbor-joining.  

 Como pode-se observar na árvore, poucas sequências de amoA obtidas em nosso 

trabalho posicionaram-se no clado formado pelas sequências de amoA dos organismos 
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cultivados Nitrososphaera viennensis e Candidatus Nitrososphaera gargensis, pertencentes 

ao grupo I.1b (apenas 7 sequências, representadas por amoQc19 e amoQb23). Tal resultado é 

interessante, pois na árvore construída com sequências do gene do rRNA 16S houve muitas 

sequências afiliadas no mesmo clado destes organismos.  

 Além disso, na árvore de amoA uma sequência foi fortemente afiliada à sequência de 

amoA do organismo Canditatus Nitrosotalea devanaterra, associada ao grupo I.1a. Este 

organismo foi inicialmente isolado de solos de agricultura ácidos e foi relatado como sendo 

uma oxidante de amônia acidófila obrigatória (Lehtorvira-Morley et al., 2011). É curioso 

notar que na árvore construída para sequências de 16S, nenhuma sequência dentre todas as 

amostras apresentou afiliação com este organismo, ou mesmo um posicionamento próximo 

ao grupo I.1a de Thaumarchaeota.  

 Esses resultados obtidos nas árvores filogenéticas ressaltam a importância da 

utilização de mais de um gene na descrição de grupos microbianos específicos em ambientes 

naturais (Brochier-Armanet et al., 2008), pois revela a existência de diferenças quanto aos 

grupos filogenéticos obtidos com genes alvo diferentes.  

 Outro ponto importante a ser discutido é o fato da grande maioria das sequências de 

amoA terem sido posicionadas em um clado que possui apenas sequências de organismos não 

cultivados, inclusive uma OTU altamente representativa (amoQb40, representada por 188 das 

251 sequências), fazendo com que essas sequências não possam ser associadas a qualquer 

grupo já descrito de archaeas oxidantes de amônia. É importante ressaltar ainda que a grande 

maioria das sequências de não cultivados do banco de dados NCBI que apresentaram alta 

similaridade com as sequências obtidas neste estudo foram identificadas também em solos. 

 O fato da grande maioria das sequências de amoA obtidas não terem sido afiliadas em 

clados contendo organismos cultivados em meios artificiais indica a possibilidade da 

existência de organismos oxidantes de amônia ainda não descritos nos solos de Cerrado sensu 

stricto. Outro resultado que reforça esta ideia se encontra nas análises das sequências de 

rRNA 16S afiliadas ao grupo I.1b, das quais muitas foram posicionadas em clados diferentes 

daquele formado pelas Nitrososphaera já descritas.  
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Figura 21. Árvore filogenética com as sequências de amoA representantes de cada OTU (3%) 

de Controle e Queimada alinhadas com sequências de amoA de archaeas cultivadas e não 

cultivadas retiradas de banco de dados do NCBI. Os números de acesso estão mostrados ao 

lado do nome de cada sequência. Os valores indicados entre parênteses ao lado do nome de 

cada clone indicam o número de sequências representada pela OTU. Clones que não têm 

valores indicados ao lado são singletons, OTUs representadas por uma única sequência. A 

árvore foi construída pelo método Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), com o modelo de 

Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969) e teste de 1000 bootstrap (Felsenstein, 1985). Valores 

de bootstrap menores que 50 não são mostrados na árvore. A barra de escala indica a 

distância da similaridade dos ramos. Uma sequência de amoA da bactéria Nitrosomonas 

europea foi utilizada como grupo externo. Os grupos de Thaumarchaeota I.1a, I.1b e Hot 

Water Crenarchaeotic Group III (HWCG III) estão indicados. 
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4.2. Obtenção de culturas de Archaea em meios artificiais 
 

Para a confecção de meios de cultura e o estabelecimento de um cultivo de archaeas, 

solo de Cerrado sensu stricto foi coletado em 02 de setembro de 2013, em uma área não 

submetida a queimadas há vários anos (área Controle). Levando em consideração nossa 

experiência prévia com o cultivo de archaeas provenientes de solo de jardim, vários 

antibióticos foram adicionados ao meio de cultivo desde o primeiro inóculo, visando a 

obtenção de uma cultura pura de archaeas, sem a presença de bactérias. Assim, foram 

adicionados ao meio os seguintes antibióticos, de forma conjunta: ampicilina, estreptomicina, 

bacitracina, cloranfenicol, norfloxacina, doxiciclina, itraconazol, cetoconazol e anfotericina B. 

No entanto, tal abordagem mostrou-se inadequada, já que não foi possível observar 

crescimento nas placas de cultivo após vários dias e até mesmo meses. Tal resultado pode ter 

sido decorrente do grande número de antibióticos utilizados desde o primeiro inóculo. Uma 

vez que tais agentes antimicrobianos apresentam uma grande diversidade de alvos 

moleculares, sua adição conjunta pode ter interferido no metabolismo e crescimento das 

archaeas, impedindo seu desenvolvimento. De acordo com a literatura, apesar das grandes 

diferenças estruturais e fisiólogicas das archaeas, quando comparadas às bactérias, já foi 

descrita a atividade antimicrobiana de alguns antibióticos sobre alguns grupos de organismos 

pertencentes ao domínio Archaea (Dridi, 2012; Khelaifia & Drancourt, 2012). Outra 

possibilidade que poderia explicar a completa ausência de crescimento microbiano nos meios 

de cultura seria decorrente da eliminação de bactérias essenciais ao crescimento in vitro das 

archaeas, devido ao grande número de antibióticos utilizados conjuntamente. Estudos 

envolvendo o cultivo de archaeas de solo têm mostrado que ao se eliminar as bactérias de co-

cultivos entre archaea e bactérias, as archaeas também desaparecem, indicando uma possível 

dependência entre estes organismos para seu crescimento (Lehtovirta-Morley et al., 2014). 

Desta forma, no intuito de dar continuidade ao trabalho de cultivo de archaeas de solo de 

cerrado em meios artificiais, uma nova coleta de solo foi realizada na mesma área de Cerrado 

sensu stricto em 29 de janeiro de 2014.  

 

4.2.1. Coleta dos solos e análises dos seus parâmetros físico-químicos 

 

O solo coletado em janeiro de 2014, na área controle (protegida do fogo há muitos 

anos), foi utilizado para a confecção dos meios de cultura e serviu como inóculo inicial, 

visando o estabelecimento de um cultivo de archaeas provenientes de solo de Cerrado. Esse 
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solo, que foi coletado na estação chuvosa, teve suas características físico-químicas analisadas 

pela empresa SOLOQUÍMICA Análise de solos LTDA. Os resultados da análise podem ser 

vistos na Tabela 13. 

 

Tabela 13. Valores dos parâmetros físico-químicos do solo de Cerrado sensu stricto coletado 

na área Controle, para o estabelecimento do cultivo. 

Parâmetros analisados Cerrado Controle - Cultivo 

pH 4,70 

Fósforo (ppm) 0,80 

Cálcio (cmolc/dm3) 0,30 

Magnésio (cmolc/dm3) 0,10 

Potássio (cmolc/dm3) 0,09 

Sódio (cmolc/dm3) 0,04 

Alumínio (cmolc/dm3) 1,00 

Carbono Orgânico (g/kg) 58,4 

Nitrogênio total (g/kg) 0,61 

Nitrogênio nitrato 0,15 

Nitrogênio nitrito 0,15 

Nitrogênio amoniacal 0,05 

Matéria orgânica (g/kg) 100,4 

Boro (ppm) 0,83 

Cobre (ppm) 0,85 

Ferro (ppm) 287 

Manganês (ppm) 3,20 

Zinco (ppm) 0,43 

Enxofre (ppm) 5,20  

 

4.2.2. Obtenção de culturas de Archaea em meios artificiais 

 

 Para o estabelecimento de cultivos de archaeas de ambientes mesófilos, meios de 

cultura foram confeccionados a partir do mesmo solo do qual foi retirado o inóculo inicial. 

Essa metodologia de confecção de meios visava uma maior proximidade entre os 

componentes do meio natural dos microrganismos presentes no inóculo e os do meio artificial 

de cultivo laboratorial.  Nos últimos anos, vários artigos têm ressaltado a importância do 

emprego de condições de cultivo mais próximas àquelas encontradas na natureza. Tais 

trabalhos defendem que o grande número de microrganismos que não puderam ser cultivados 

em laboratório até hoje é devido ao distanciamento entre as condições encontradas nos seus 

ambientes naturais e aquelas que são utilizadas nos meios de cultivo tradicionais e propõem 

formas para diminui-lo (Kaeberlein, et al., 2002; Zengler, et al., 2002, Aoi, et al., 2009). Com 

base nesse conceito, formulamos um meio de cultura a partir de um coado do solo misturado 
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à água destilada, disponibilizando assim um meio para o crescimento dos microrganismos 

que fosse nutricionalmente próximo ao solo do cerrado.  

 Por apresentarem diferenças metabólicas e estruturais em relação às bactérias, as 

archaeas são resistentes a vários tipos de antibióticos rotineiramente utilizados (Dridi, et al., 

2011; Khelaifia e Drancourt, 2012). Desta forma, visando a eliminação de bactérias e fungos 

e um enriquecimento de archaeas no cultivo, antibióticos (ampicilina, estreptomicina, 

cloranfenicol) e antifúngicos (itraconazol e cetoconazol) com diferentes alvos moleculares, 

foram adicionados sucessivamente ao meio de cultura. Após alguns repiques, a contaminação 

por fungos foi eliminada e colônias bastante diminutas, com aspecto de crescimento 

procariótico, puderam ser observadas nas placas.   

 Após cerca de quatro repiques sucessivos dos organismos cultivados, realizados com 

uma frequência aproximada de 1 mês entre cada um, foi possível a identificação de cinco 

morfologias coloniais distintas, que receberam as denominações 1 a 5. O tipo colonial 1, com 

diâmetro de cerca de 1 mm após um mês de cultivo, apresentava morfologia arredondada, 

com aspecto brilhante, exibindo uma pequena região central arredondada e opaca, e a região 

externa menos densa, assemelhando-se a um “ovo frito” (Figura 22A). O tipo colonial 2, com 

diâmetro de aproximadamente 0,5 cm, apresentava bordas irregulares, com aspecto rendado e 

uma região central protuberante, mais densa, com forma arredondada (Figura 22B). Este tipo 

colonial era facilmente removido do meio de cultura. O tipo colonial 3, com diâmetro médio 

de cerca de 0,5 cm, apresentava aspecto opaco, com bordos irregulares e mostrava-se bastante 

aderente ao meio de cultivo (Figura 22C). O tipo colonial 4, também com diâmetro médio de 

0,5 cm, se assemelhava bastante ao tipo 3, no entanto apresentava aspecto mais translúcido e 

não se mostrava tão aderido ao meio de cultura (Figura 22D). O tipo colonial 5 consistia em 

colônias extremamente pequenas, com menos de 1 mm de diâmetro após mais de 1 mês de 

cultivo, com aspecto brilhante e arredondado (Figura 22E). Curiosamente, dependendo do 

tempo de incubação das culturas, muitas vezes o tipo colonial 2 apresentava um aspecto 

brilhante e mucilaginoso, o qual era perdido com o decorrer do tempo de incubação (Figura 

22F).  
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Figura 22. Tipos coloniais obtidos em meios de cultura inoculados com o solo de cerrado. A- 

Tipo de colônia 1. B – Tipo de colônia 2. C- Tipo de colônia 3. D- Tipo de colônia 4. E – 

Tipo de colônia 5. F – Variação que ocorre na colônia 2 em determinados momentos do 

cultivo, onde as colônias apresentam aspecto mais mucilaginoso.  

 

 Outros tipos coloniais também apresentavam aspectos morfológicos variáveis ao 

longo do tempo de cultivo. Por exemplo, a colônia 1, em determinados momentos após os 

repiques, também apresentava aspecto mais mucilaginoso. Tais alterações poderiam ser 

explicadas por alterações fisiólogicas das células, tais como a produção de matriz extracelular, 

pois análises microscópicas destas amostras, coradas pela metodologia de Gram, sugeriram a 
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presença de um envoltório extracelular frouxo, de espessura variável, em algumas amostras 

(Figuras 24 e 25). Outra característica observada foi o crescimento mais acelerado das 

culturas, após vários repiques. Inicialmente, as colônias apresentavam um crescimento que 

possibilitava o repique a cada mês. Após aproximadamente 8 meses de repiques sucessivos, 

no entanto, as placas passaram a apresentar um crescimento mais acelerado, sendo possível a 

realização de repiques em menores intervalos, como a cada 10 dias. Tal fato poderia ser 

explicado por uma melhor adaptação dos microrganismos ao meio de cultivo artificial, o que 

teria aumentado sua taxa de crescimento.   

 Uma questão que deve ser ainda esclarecida e solucionada consiste na impossibilidade 

do estabelecimento destas culturas em meios líquidos. O inóculo inicial foi semeado tanto em 

placas de cultivo com meio sólido, quanto em tubos contendo meio líquido. Ambos os meios 

foram preparados da mesma forma (a partir de um coado do solo misturado à água destilada), 

sendo a única diferença o procedimento de esterilização do meio que, no caso dos meios 

sólidos foi realizado em autoclave, enquanto o meio líquido foi submetido à filtração em 

membranas de 0,22µm. Tanto as placas com meio sólido quanto os tubos com meio líquido 

foram suplementados com os agentes antimicrobianos já citados e incubados em estufa a 

28oC. Após algumas semanas foi possível a observação de colônias no meio sólido, mas não 

foi observado qualquer indício de crescimento nos meios líquidos. Tubos contendo inóculos 

em meio líquido também foram incubados sob agitação de 150 rpm a 28oC, mas também não 

foi observado qualquer indício de crescimento microbiano nessas condições. Mesmo sem a 

evidência de crescimento nos meios líquidos, alíquotas destes foram inoculadas em placas 

com meio sólido, mas também não foi observada a formação de colônias após várias semanas.  

 A ausência de crescimento em meios líquidos poderia ser explicada pela necessidade 

de adesão dos microrganismos a um suporte sólido, impossibilitando seu crescimento em 

suspensão. No entanto, tal hipótese não explicaria o não crescimento dos microrganismos em 

tubos incubados na estufa, sem qualquer agitação.  

A ausência de crescimento em meios líquidos impossibilitou a realização de uma série 

de análises fisiológicas destes organismos, tais como confecção de uma curva de crescimento, 

para o estabelecimento do tempo de geração das diferentes culturas, bem como análises que 

permitissem inferir as condições ótimas de temperatura, pH, ou resposta dos microrganismos 

a diferentes tipos de nutrientes adicionados aos meios. 

Tal fato mostra-se bastante curioso, tendo em vista que dentre as poucas archaeas 

mesófilas de solo não anaeróbias cultivadas até o momento, todas foram cultivadas com 
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sucesso em meios líquidos (Simon et al., 2005; Kim et al., 2012; Xu et al., 2012; Stieglmeier 

et al., 2014; Zhalnina et al., 2014). 

O sequenciamento de DNA dos produtos de PCR para o gene do rRNA 16S da 

colônia 2 revelaram a ocorrência de um co-cultivo entre archaeas e bactérias (resultados 

apresentados e discutidos nos itens 4.2.4 a 4.2.6, adiante) e, por esta razão, os antibióticos 

bacitracina e norfloxacina foram adicionados aos meios de cultura, visando a eliminação da 

população bacteriana desta cultura. Após aproximadamente 10 dias de incubação, foi 

observada uma alteração do aspecto macroscópico das colônias nas placas adicionadas destes 

dois novos antibióticos. Como já descrito, o tipo colonial 2 nos meios contendo apenas 

ampicilina, estreptomicina e cloranfenicol apresentava bordas irregulares, com aspecto 

rendado e uma região central protuberante, mais densa, com forma arredondada. Após a 

adição da bacitracina e norfloxacina, as colônias passaram a apresentar três diferentes 

morfologias que passaram a ser denominadas 2A, 2B e 2C. O tipo colonial 2A apresentava 

um aspecto muito mucilaginoso com pontos centrais bastante protuberantes e tamanho de 

aproximadamente 0,5cm (Figuras 23A e 23B). O tipo colonial 2B, com cerca de 1mm, 

apresentava aspecto arredondado, com a região central levemente aprofundada e aspecto 

menos mucilaginoso (Figura 23B). Já o tipo colonial 2C consistia em colônias pequenas, com 

tamanho inferior a 1mm, com morfologia arredondada e aspecto brilhante (Figura 23C).  
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Figura 23. Tipos coloniais obtidos após o repique do tipo colonial 2 em meio de cultura com 

bacitracina e norfloxacina. A- Tipo colonial 2A. B - Tipos coloniais 2A e 2B. C- Tipo 

colonial 2C. 

 

4.2.3. Coloração de Gram e visualização das células do cultivo por microscopia de luz 

 

 As células dos diferentes tipos coloniais obtidos foram submetidas à coloração de 

Gram e visualizadas em microscópio óptico. Os esfregaços preparados a partir dos tipos 

coloniais desenvolvidos nos meios suplementados com ampicilina, estreptomicina e 

cloranfenicol são apresentados na Figura 24, enquanto a Figura 25 ilustra os esfregaços 

preparados a partir dos três tipos coloniais observados o crescimento do tipo colonial 2 em 

meio de cultura adicionado de bacitracina e norfloxacina, além dos antibióticos que já 

vinham sendo utilizados anteriormente (ampicilina, estreptomicina e cloranfenicol).   
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Figura 24. Coloração de Gram dos diferentes tipos coloniais obtidos. A- Células do tipo 

colonial 1. B- Células do tipo colonial 2. C – Células do tipo colonial 3. D- Células do tipo 

colonial 2, quando as colônias apresentavam aspecto mais mucilaginoso. Aumento 630X.  

 

 Pode-se observar que nos esfregaços preparados a partir das colônias do tipo 1, 2 e 

3 (Figura 24) há uma predominância de células Gram negativas, com dimensões muito 

pequenas, com contornos de difícil visualização por microscopia óptica. Por estarem 

formando agregados celulares e por apresentarem dimensões tão diminutas, é difícil 

determinar por esta técnica se há mais de um tipo celular nos diferentes tipos coloniais 

analisados.  

 A coloração de Gram é amplamente utilizada para a caracterização inicial e 

diferenciação de organismos do domínio Bacteria, por possibilitar sua divisão de acordo 

com as duas estruturas de parede celular existentes neste domínio. No entanto, as 

archaeas apresentam paredes celulares com estrutura e composição muito variáveis, 

sendo muito diferentes daquelas encontradas em bactérias (Albers & Meyer, 2011). Desta 

forma, pouco se sabe sobre o padrão de coloração apresentado pelas archaeas com 

diferentes tipos de parede celular submetidas à coloração de Gram. De acordo com 
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Beveridge e Schultze-Lam (1996), archaeas que possuem camada S como único 

envoltório celular e/ou paredes celulares compostas por metanocondroitina coram-se 

como Gram negativas e apenas a archaea Methanobacterium formicicum, que possui a 

parede composta por pseudopeptideoglicano, apresenta o padrão de coloração Gram 

positivo. Estes autores sugeriram que o pseudopeptideoglicano, por ser uma molécula 

análoga ao peptideoglicano encontrado em bactérias, formaria uma estrutura de parede 

resistente, capaz de reter o cristal de violeta durante a coloração.  

 

 

Figura 25. Coloração de Gram das células do tipo colonial 2 após crescimento em meio 

adicionado de bacitracina e norfloxacina. A e B- Células do tipo colonial 2A. C – Células do 

tipo colonial 2B. D- Célula do tipo colonial 2C. Aumento 630X.  

 

 Nas Figuras 25A, 25B e 25C, referentes aos tipos coloniais 2A e 2B, novamente 

pode ser verificada a predominância de células Gram negativas, de dimensões muito 

pequenas. No entanto, principalmente nas imagens das Figuras 25A e 25C, células maiores, 

com morfologia bacilar, podem ser identificadas entre as células menores. Já na Figura 

25D, referente ao tipo colonial 2C, verifica-se a predominância de bacilos Gram negativos 

maiores, quando comparados às células presentes nas demais imagens.  



 82 

4.2.4. Visualização por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Como será apresentado e discutido em itens à frente, a partir do DNA extraído do tipo 

colonial 2, foi possível a amplificação por PCR e posterior sequenciamento dos genes do 

rRNA 16S do domínio Archaea e Bacteria, indicando a ocorrência de um co-cultivo neste 

tipo colonial. Assim, o tipo colonial 2 foi repicado para meio adicionado dos antibióticos 

norfloxacina e bacitracina e os diferentes tipos coloniais obtidos após esta passagem (Figura 

23) foram submetidos a análises por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Células dos 

tipos coloniais 2A e 2B foram preparadas e analisadas por MEV e as imagens obtidas estão 

apresentadas nas Figuras 26 e 27. Amostras do tipo colonial 2C não foram preparadas para 

visualização por MEV devido à pequena quantidade de material disponível até o momento 

das análises, já que foram obtidas poucas colônias deste tipo.  

Nas visualizações de ambos os tipos coloniais (2A e 2B) por microscopia eletrônica 

de varredura foi possível observar dois tipos celulares distintos: bacilos maiores, de 1 a 3 µm, 

e células cocoides, com aspecto irregular e diâmetro inferior a 1 µm (Figuras 26 e 27). De 

acordo com descrições da literatura para as bactérias do gênero Novosphingobium (Takeuchi 

et al., 2001; Saxena et al., 2013), gênero ao qual foi afiliada a sequência de rRNA 16S de 

Bacteria amplificada a partir do cultivo com tipo colonial 2 (discutido abaixo, no item 4.2.7), 

é provável que os bacilos sejam as bactérias presentes no cultivo, enquanto as archaeas sejam 

as células menores, mais esféricas e irregulares.  

Também foi possível a observação de aglomerados celulares com a presença de 

células cocoides e bacilos (Figuras 26C e 27A). Além disso, projeções celulares finas foram 

observadas entre as células (Figuras 27A e 27D), provavelmente envolvidas em processos de 

adesão célula-célula e/ou adesão entre as células e o substrato.  
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Figura 26. Células do tipo colonial 2A observadas por microscopia eletrônica de varredura. 

Os aumentos utilizados estão indicados abaixo de cada imagem. 

 

 



 84 

 

Figura 27. Células do tipo colonial 2B observadas por microscopia eletrônica de varredura. 

Os aumentos utilizados estão indicados abaixo de cada imagem. 

 

4.2.5. Extração de DNA total dos diferentes tipos coloniais 

 

 O DNA total das diferentes colônias obtidas inicialmente (no meio contendo apenas 

ampicilina, estreptomicina e cloranfenicol) foi extraído pelo método de fervura e sua 

concentração e qualidade foram avaliados em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídio (Figura 28). Pode-se observar que a extração teve eficiência variável, já que as bandas 

apresentaram-se com intensidades diferentes, mas o DNA apresentava boa qualidade, uma 

vez que havia pequeno grau de fragmentação. Apesar de várias tentativas, não foi possível a 

extração de DNA das colônias tipo 5, talvez devido às suas dimensões diminutas, o que pode 

ter resultado em pequenas quantidades de DNA, não detectáveis no gel de agarose. 
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 A partir da comparação entre a intensidade das bandas observadas no gel em relação 

ao marcador de massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), estimou-se que a 

concentração do DNA obtido na extração das colônias cultivadas foi de aproximadamente 

9ng/µL em 1, 1ng/µL em 2, 4ng/µL em 3 e 9ng/µL em 4. Experimentos de PCR com 

iniciadores específicos para Archaea e Bacteria foram então realizados para a verificação da 

presença de organismos desses domínios no cultivo.  

 

 

4.2.6. Experimentos de PCR empregando-se iniciadores específicos para o gene de 

rRNA 16S dos domínios Archaea e Bacteria 

 

 A partir das concentrações de DNA estimadas no gel de agarose 1% de cada um dos 

tipos coloniais, foram preparadas diluições destes DNAs para que todos atingissem uma 

concentração final de aproximadamente 1ng/µL. Experimentos de PCR foram então 

conduzidos com os iniciadores 21f/958r, específicos para a identificação de organismos do 

domínio Archaea, utilizando-se 1, 2,5 e 5ng de DNA de cada um dos tipos coloniais obtidos.  

 Ao se analisar os produtos das reações de PCR em gel de agarose 1% corado com 

brometo de etídio, foi possível a observação de fragmentos de DNA de tamanho compatível 

(cerca de 950 pb), em pequenas concentrações, apenas a partir das colônias 2 (2,5ng) e 3 (2,5 

e 5ng) (Figura 29A). Visando otimizar a obtenção de tais fragmentos, reações de 

Figura 28. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, 

contendo os DNAs extraídos das colônias cultivadas a partir do solo 

de cerrado. Os números referem-se aos tipos coloniais, LM: 

Marcador de massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). 
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reamplificação do DNA alvo foram realizadas utilizando-se como molde o DNA amplificado 

no primeiro ensaio de PCR. Assim, várias alíquotas das amostras 2 e 3 foram utilizadas em 

replicatas para as reações de reamplificação e, posteriormente, os sistemas referentes à cada 

amostra foram reunidos e purificados. A reamplificação mostrou-se eficiente e fragmentos em 

maior concentração puderam ser visualizados no gel de agarose 1% (Figura 29B). Os DNAs 

purificados das amostras 2 e 3 foram então enviados diretamente para o sequenciamento 

automático, sem qualquer etapa de clonagem prévia. 

 Não foi verificada a presença de fragmentos de DNA amplificados a partir das 

colônias 1 e 4, sugerindo serem estas compostas somente por membros do domínio Bacteria. 

 

Figura 29. Gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio, revelando os produtos de PCR 

obtidos de A: colônias 2 e 3, empregando-se os iniciadores 21f/958r. B: Reamplificações das 

amostras 2 e 3 (Reamp. 2 e Reamp. 3), utilizando-se o DNA obtido no primeiro ensaio de 

PCR como molde. Mm: marcador de massa molecular 1kb Plus DNA Ladder da Invitrogen; 

C1 e C2: controles positivos da PCR, onde foram utilizados DNAs genômicos totais de solo 

de cerrado controle (Ca); Ø: controles negativos das PCRs, onde não foi adicionado DNA. 
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 Visando verificar a presença de bactérias nas culturas, experimentos de PCR com os 

iniciadores 27f/1492r, específicos para o domínio Bacteria, também foram realizados, 

empregando-se o DNA total extraído a partir dos quatro tipos coloniais distintos. Foram 

utilizadas as mesmas concentrações de DNA utilizadas nas PCRs com os iniciadores 21f/958r, 

ou seja, 1, 2,5 e 5ng para cada amostra. Como pode ser observado na Figura 30, fragmentos 

de tamanho compatível ao esperado para o gene do rRNA 16S de Bacteria (cerca de 1500 pb) 

foram amplificados em três das quatro amostras, indicando a presença de bactérias nas 

colônias 1, 2 e 3. Curiosamente, não foi verificada a presença de produtos de amplificação a 

partir do DNA da colônia 4. Tal resultado suscita questionamentos, uma vez que nos dois 

ensaios de PCR, específicos para Archaea e Bacteria, não foi observado qualquer indício de 

amplificação de DNA, sugerindo possíveis problemas técnicos, ou uma possível 

inespecificidade dos iniciadores empregados. 

 Por outro lado, a presença de produtos de amplificação utilizando-se iniciadores 

específicos para ambos os domínios indica a ocorrência de um co-cultivo entre archaeas e 

bactérias nas amostras 2 e 3.  Os DNAs amplificados a partir de diferentes concentrações de 

uma mesma amostra foram então misturados e purificados conjuntamente. Após a purificação, 

os DNAs resultantes das amostras 1, 2 e 3 foram enviados diretamente para o sequenciamento 

automático.   

 

 

Figura 30. Figura 29. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio mostrando o DNA 

amplificado após reação de PCR com iniciadores 27f/1492r, específicos para o gene do 

rRNA 16S de Bacteria. 1, 2 e 3 referem-se aos tipos coloniais; Mm: marcador de massa 

molecular 1kb Plus DNA Ladder da Invitrogen; CN: controle negativo da PCR, onde foi 

utilizado DNA da archaea Haloferax volcanii; Ø: controle negativo da PCR, onde não foi 

adicionado DNA. 
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4.2.7. Análises de bioinformática das sequências obtidas 

  

 As sequências do gene rRNA 16S de bactéria e de archaea obtidas a partir do cultivo 

foram analisadas quanto a sua qualidade pelo algoritmo PHRED (Ewing et al., 1998). Das 

duas amostras de rRNA 16S de Archaea enviadas para o sequenciamento (obtidas a partir dos 

tipos coloniais 2 e 3), apenas a sequência do tipo colonial 2 apresentou valor PHRED acima 

de 20 para mais de 250 bases, sendo assim a única utilizada para as análises posteriores. 

Quanto às amostras de rRNA 16S de Bacteria obtidas a partir dos tipos coloniais 1, 2 e 3, 

apenas as sequências de 1 e 2 apresentaram qualidade adequada, ou seja, valor PHRED acima 

de 20 para mais de 250 nucleotídeos. Assim, apenas essas duas sequências puderam ser 

classificadas quanto a sua taxonomia.  

 Desta forma, apesar de terem sido obtidas amplificações com os iniciadores 

específicos tanto para Archaea quanto para Bacteria a partir do DNA extraído do tipo colonial 

3, devido à baixa qualidade das sequências obtidas, não foi possível determinar a classificação 

dos organismos presentes neste cultivo. Neste caso em particular, pode-se também especular a 

existência de mais de um tipo de Archaea e/ou Bacteria nesta cultura e, por esta razão, o 

resultado do sequenciamento foi inconclusivo. Uma abordagem que poderia ser realizada para 

elucidar tal questão seria a clonagem dos fragmentos amplificados e o sequenciamento 

posterior de alguns clones.  

 Na Tabela 14 são apresentadas as sequências de rRNA 16S que foram amplificadas a 

partir de cada tipo colonial observado no cultivo. São também indicadas aquelas não 

utilizadas para as análises de bioinformática posteriores, por apresentarem um valor PHRED 

não adequado (inferior a 20).   

 

Tabela 14. Sequências amplificadas em cada tipo colonial obtido no cultivo.  

Tipo Colonial rRNA 16S de Archaea rRNA 16S de Bacteria 

1 -    + * 

2 + + 

3    + * + 

4 - - 

* Sequências que não apresentaram qualidade PHRED adequada. Estas sequências não foram 

utilizadas nas análises de bioinformática posteriores.  
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4.2.7.1. Classificação taxonômica pelo banco de dados Greengenes 

 

 A sequência do gene rRNA 16S obtida a partir dos iniciadores específicos para o 

domínio Archaea (tipo colonial 2) foi classificada quanto a sua taxonomia utilizando-se o 

banco de dados Greengenes. A sequência foi classificada com 100% de identidade até o nível 

de ordem por este banco, como pode ser visto abaixo, onde k_ representa o domínio, p_ o filo, 

c_ a classe e o_a ordem: 

 k_Archaea(100); 

           p_Crenarchaeota(100); 

c_MBGA(100); 

o_NRP-J(100); 

 

 Como já discutido na seção 4.1.7.1, o filo proposto Thaumarchaeota ainda não é 

considerado pelo Greengenes e os organismos que agora vêm sendo incluídos na ordem NRP-

J são aqueles considerados como pertencentes ao grupo I.1c de Thaumarchaeota (Swanson & 

Sliwinski, 2013). Assim, de acordo com a classificação do Greengenes, a archaea cultivada 

neste trabalho pertenceria ao grupo I.1c de Thaumarchaeota, um grupo que ainda não 

apresenta nenhum representante cultivado e que vem sendo detectado em solos por trabalhos 

independentes de cultivo (Hansel et al., 2008; Lehtorvita et al., 2009; Bates et al., 2011).  

 Vale ressaltar que muitas sequências com essa mesma classificação pelo Greengenes 

foram identificadas nos solos de Cerrado sensu stricto analisados neste trabalho, 

principalmente na área Controle, mesma área de onde foi retirado o solo para o 

estabelecimento do cultivo.  

 Ambas as sequências de Bacteria obtidas a partir do cultivo dos tipos coloniais 1 e 2 

foram classificadas com 100% de identidade com a família Sphingomonadaceae. A bactéria 

presente no cultivo do tipo colonial 1, do qual não foi possível a amplificação do gene rRNA 

16S de Archaea com os iniciadores empregados, foi classificada como pertencente ao gênero 

Sphingomonas. Já a bactéria presente no cultivo do tipo colonial 2 foi classificada como 

pertencente ao gênero Novosphingobium, como pode ser visto abaixo, onde k_ representa o 

domínio, p_ o filo, c_ a classe, o_ a ordem, f_ a família e g_ o gênero: 
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k_Bacteria(100); 

         p_Proteobacteria(100); 

                  c_Alphaproteobacteria(100); 

                o_Sphingomonadales(100); 

                 f_Sphingomonadaceae(100); 

               g_Novosphingobium(100); 

  

 Desta forma, o tipo colonial 2 consiste em um co-cultivo entre uma Archaea 

pertencente ao grupo I.1c de Thaumarchaeota e uma bactéria pertencente ao gênero 

Novosphingobium. Apesar de não dispormos de uma cultura pura de Archaea, tal resultado é 

de grande relevância, uma vez que até o momento não há relatos acerca do cultivo de 

membros do grupo I.1c em meios de cultura artificiais. 

 O gênero Novosphingobium foi proposto em 2001 por Takeuchi e colaboradores e 

passou a incluir espécies anteriormente associadas ao gênero Sphingomonas. Os autores 

observaram que, baseando-se em sequências quase completas de rRNA 16S e outras 

características de diversas espécies classificadas até então como Sphingomonas, eram 

formados quatro clados distintos que justificariam a proposta de novos gêneros. Assim, o 

gênero Novosphingobium incluiria organismos bacilares Gram-negativos, medindo 1 a 3µm X 

0,3 a 0,5µm, apresentando motilidade ou não. Organismos pertencentes a este gênero são 

ubíquos, já tendo sido isolados de diversos tipos de ambiente (Takeuchi et al., 1995; Nohynek 

et al., 1996; Lim et al., 2007; Saxena et al., 2013), incluindo vários ambientes terrestres como 

rizosferas (Lin et al., 2014; Kämpfer et al., 2015), águas subterrâneas (Lee et al., 2014), 

rochas subterrâneas (Balkwill et al., 1997) e diferentes solos (Gupta et al., 2009; Kämpfer et 

al., 2011).  

 Existem relatos descrevendo a resistência a agentes antimicrobianos em organismos 

pertencentes a este grupo (Yabuuchi et al., 2012; Vaz-Moreira et al., 2011), fato que poderia 

estar relacionado com a persistência destes organismos no cultivo, mesmo após a adição de 

diversos antibióticos ao meio de cultivo.  

 É importante ressaltar que a obtenção de culturas puras de archaeas de solo é um 

processo complexo e desafiador, tendo sido relatados apenas dois casos na literatura até o 

momento, Nitrososphaera viennensis e Nitrosotalea devanaterra (Tourna et al., 2011; 

Lehtorvita-Morley et al., 2014). Em ambos os casos, as archaeas apresentaram-se inicialmente 

em co-cultivo com bactérias, sendo as culturas puras obtidas somente após vários anos de 
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repiques sucessivos em meios líquidos submetidos a diluições em série e adição de 

antibióticos.  

 Após a identificação do co-cultivo nas amostras do tipo colonial 2, estas colônias 

foram repicadas em meio de cultivo contendo os antibióticos bacitracina e norfloxacina, 

visando a inibição do crescimento bacteriano. Como já mencionado no item 4.2.2, as colônias 

passaram a crescer com diferentes morfologias no meio com estes antibióticos e novas 

extrações de DNA e reações com os iniciadores específicos para Archaea e Bacteria devem 

ser realizadas para a constatação da permanência destes organismos no cultivo.  

  

4.2.7.2. Árvores filogenéticas 

 

 A fim de se obter uma melhor classificação da Archaea cultivada, uma árvore 

filogenética contendo a sequência de rRNA 16S obtida e sequências de outras archaeas 

isoladas foi construída (Figura 31). Foram escolhidos isolados pertencentes ao grupo I.1a 

(Cenarchaeum symbiosum, Nitrosopumilus maritimus, Candidatus Giganthauma 

insulaporcus, Candidatus Giganthauma karukerense, Candidatus Nitrosotalea devanaterra), 

I.1b (Candidatus Nitrososphaera gargensis, Nitrososphaera viennensis) e o representante do 

grupo HWCG III (Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii) do filo Thaumarchaeota, além de 

isolados dos filos Euryarchaeota (Haloferax volcanii, Methanosarcina acetivorans e 

Methanosaeta thermophila) e Crenarchaeota (Pyrobaculum islandicum, Ignicoccus pacificus, 

Sulfolobus solfactarius, Termoproteus neutrophilus, Thermocladium modestius, 

Fervidicoccus fontis, Caldisphaera lagunensis e Ignisphaera aggregans). Também foi 

incluída na árvore, como grupo externo, uma sequência de Acidobacterum sp ainda não 

cultivada.  

 A sequência da Archaea cultivada também foi comparada àquelas disponíveis no 

banco de dados do NCBI por meio da ferramenta BLAST e a sequência que apresentou maior 

identidade foi selecionada e incluída na árvore. De maneira interessante, a sequência que mais 

se aproximou à da Archaea cultivada neste trabalho (com identidade de 100%) consistiu em 

uma sequência identificada por nosso grupo (Catão et al., 2013), a partir de amostras de solo 

de cerrado denso (CDa 109 JX 125162.1). Também foram incluídas na árvore outras duas 

sequências identificadas em solo de mata de galeria no mesmo trabalho (MGa 109 – 

JX125288.1 e MGa89 – 125275.1) e uma sequência obtida a partir de amostras da superfície 

de rochas de uma caverna da Venezuela (KM214120.1), que também apresentaram elevada 

identidade com a sequência da Archaea cultivada neste trabalho. As quatro sequências 
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mencionadas foram classificadas como pertencentes ao grupo I.1c de Thaumarchaeota pelos 

autores (Catão et al., 2013; Barton et al., 2014).   

 

 

 

Figura 31. Árvore filogenética com a sequência do gene rRNA 16S da archaea cultivada 

(denominada Cultivada Cerrado e marcada com o retângulo vermelho) alinhada com 

sequências de archaeas cultivadas e não cultivadas retiradas de banco de dados do NCBI. Os 

números de acesso estão mostrados ao lado do nome de cada sequência. A árvore foi 

construída pelo método Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), com o modelo de Jukes-

Cantor (Jukes & Cantor, 1969) e teste de 1000 bootstrap (Felsenstein, 1985). Valores de 

bootstrap menores que 50 não são mostrados na árvore. A barra de escala indica a distância 

da similaridade dos ramos. Uma sequência de uma bactéria Acidobacterium sp. foi utilizada 

como grupo externo. HWCG III: Hot Water Crenarchaeotic Group III.  

 

 

 Como pode ser observado na árvore, a sequência da Archaea cultivada foi 

posicionada, juntamente com as sequências das outras fitofisionomias do Cerrado e da rocha 

de caverna retiradas do banco de dados, em um clado à parte no grupo I.1c, pertencente ao 
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filo Thaumarchaeota. Além disso, a sequência da Archaea cultivada apresentou forte 

afiliação (com valor de bootstrap 100) com a sequência previamente identificada em Cerrado 

Denso (CDa109). Este resultado, aliado ao fato das sequências terem apresentado identidade 

de 100% pelo BLAST, indica que há grande probabilidade de se tratarem de sequências de 

organismos muito próximos, ou até mesmo o mesmo organismo. 

 Com o objetivo de se relacionar filogeneticamente a sequência da Archaea cultivada e 

as sequências dos solos de Cerrado sensu stricto obtidas neste trabalho independentemente de 

cultivo, uma segunda árvore filogenética foi construída a partir de um alinhamento entre estas 

sequências e outras sequências de archaeas cultivadas e não cultivadas retiradas de banco de 

dados (Figura 32).  

 Como pode ser verificado na Figura 32, a sequência da Archaea cultivada 

(denominada na árvore como Cultivada Cerrado) novamente apresentou-se afiliada ao grupo 

I.1c de Thaumarchaeota, confirmando seu posicionamento filogenético neste grupo. Além 

disso, a sequência da Archaea cultivada foi fortemente afiliada (com valor de bootstrap 100) 

ao clone Cb88, representado por 69 outras sequências, tanto de Controle quanto de Queimada. 

A forte afiliação entre a sequência da Archaea cultivada, sequências de Cerrado sensu stricto 

em ambas as condições analisadas, e uma sequência detectada em Cerrado Denso, sugere que 

estes se tratam de organismos com sequências do gene rRNA 16S muito similares (podendo 

até ser um mesmo organismo) e que a Archaea cultivada neste trabalho poderia representar 

um organismo abundante em diferentes fitofisionomias do Cerrado.  

 Outro ponto importante a ser destacado é o fato de, apesar de mudanças na 

comunidade microbiana de solos associadas a sazonalidade já terem sido relatadas na 

literatura (Habekost et al., 2008, Rasche et al., 2011), a cultura de archaea obtida neste 

trabalho, foi oriunda do solo coletado em janeiro (durante a estação chuvosa). As análises 

filogenéticas do gene de rRNA 16S desta cultura revelaram que tal organismo encontra-se 

afiliado a sequências identificadas nos solos coletados em setembro, no final na estação seca, 

durante um período de déficit hídrico (Figura 3). Desta forma, é possível que se trate de um 

organismo presente nos solos de Cerrado sensu stricto tanto na estação chuvosa quanto na 

estação seca.       

 O grupo I.1c de Thaumarchaeota ainda não possui qualquer representante cultivado, 

fazendo que suas características sejam praticamente desconhecidas. O cultivo de um 

representante deste grupo pode trazer esclarecimentos acerca do metabolismo, fisiologia, e 

possíveis papéis ecológicos dos membros deste grupo.  
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 Embora os resultados obtidos sejam altamente promissores, são necessários ainda 

alguns ajustes, no sentido de se obter tanto um crescimento mais estável, e se possível, uma 

cultura pura desta Archaea. Neste sentido, vale ressaltar que nas etapas iniciais de cultivo o 

pH do meio de cultura não foi corrigido, estando próximo a 7. No entanto, sabe-se que o pH 

dos solos de cerrado é ácido (Haridasan, 1994) e que o pH do solo coletado para a confecção 

dos meios era 4,7 (Tabela 5). Por outro lado, tendo em vista que a cultura encontrava-se 

estabelecida nestas condições e a presença da Archaea já havia sido detectada, optamos pela 

manutenção dos meios nestas condições. Correções futuras do pH dos meios para valores 

mais próximos àquele identificado no solo também poderão resultar em um melhor 

crescimento desta Archaea, especialmente pelo fato das thaumarchaeotas do grupo I.1c serem 

comumente encontradas em solos ácidos (Jurgens et al., 1997; Kemnitz et al., 2007; 

Lehtorvita et al., 2009). 

 Uma determinação mais acurada dos componentes do meio de cultura confeccionado 

a partir do coado do solo pode levar a um melhor entendimento das necessidades nutricionais 

deste organismo e permitiria o desenvolvimento de meios mais adequados para seu cultivo. A 

obtenção do cultivo em meios líquidos também é fundamental para a realização de diversas 

análises e a suplementação dos meios líquidos com diferentes fontes nutricionais poderão 

também auxiliar no estabelecimento do cultivo nestas condições. 

 Além disso, mesmo sem a obtenção de uma cultura pura desta Archaea, caso seja 

determinada uma predominância das archaeas sobre as bactérias no cultivo, o 

sequenciamento e reconstrução do genoma completo desta Archaea poderia ser realizado. 

Desta forma, muitas informações sobre o organismo seriam reveladas e novas estratégias para 

o cultivo deste e outros membros do grupo I.1c poderiam ser traçadas.    
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Figura 32. Árvore filogenética com a sequência do gene rRNA 16S da archaea cultivada 

(denominada Cultivada Cerrado e marcada com o retângulo vermelho) alinhada com 

sequências de archaeas cultivadas e não cultivadas retiradas de banco de dados do NCBI. Os 

números de acesso estão mostrados ao lado do nome de cada sequência. Também foram 

incluídas na árvore as sequências dos representantes de cada OTU (3%) de Controle e 

Queimada, obtidas pela abordagem independente de cultivo. Os valores indicados entre 

parênteses ao lado do nome de cada clone indicam o número de sequências representadas 

pela OTU. A árvore foi construída pelo método Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), com 

o modelo de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969) e teste de 1000 bootstrap (Felsenstein, 

1985). Valores de bootstrap menores que 50 não são mostrados na árvore. A barra de escala 

indica a distância da similaridade dos ramos. Uma sequência de uma bactéria Acidobacterium 

sp. foi utilizada como grupo externo. MCG: Miscellaneous Crenarchaeotic Group. HWCG 

III: Hot Water Crenarchaeotic Group III. 
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5. Conclusões 
 

 Archaeas do filo Thaumarchaeota, pertencentes ao grupo I.1b e I.1c, são dominantes 

nos solos de Cerrado sensu stricto típico da Reserva Ecológica do IBGE. 

 Os solos de áreas de Cerrado sensu stricto protegidas do fogo ou submetidas a 

queimadas frequentes apresentam uma comunidade de Archaea com riqueza e 

diversidade similares. 

 As curvas de rarefação obtidas atingiram o platô em todas as amostras até mesmo para 

o nível de espécie (3% de dissimilaridade), indicando que a amostragem dos solos de 

Cerrado sensu stricto em ambas as condições foi suficiente.  

 É possível que haja uma diferença de abundância entre membros do grupo I.1b e I.1c 

entre a área protegida do fogo há muitos anos e a área submetida a queimadas bienais, 

sendo necessários mais estudos para um melhor esclarecimento dos efeitos das 

queimadas frequentes na abundância destes organismos nos solos de Cerrado.  

 Foram detectadas sequências do gene amoA de Archaea nos solos das duas condições 

analisadas, constatando-se a ocorrência de archaeas com o potencial para a oxidação 

de amônia em solos de Cerrado e o seu posicionamento nas árvores filogenéticas 

construídas sugerem tratarem-se de sequências de AOAs ainda não descritas. 

 A metodologia empregada neste estudo possibilitou o estabelecimento de um co-

cultivo entre uma archaea e uma bactéria de solo de Cerrado sensu stricto.  

  A archaea cultivada, de acordo com o posicionamento na árvore filogenética, 

pertence ao grupo I.1c do filo Thaumarchaeota, um grupo que ainda não apresenta 

qualquer relato de cultivo na literatura.  
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6. Perspectivas  

 

 Uso de outros marcadores filogenéticos para uma descrição mais ampla da 

comunidade de archaeas nos solos de Cerrado. 

 A realização de ensaios de PCR quantitativa para auxiliar na detemrinação de 

diferenças quanto a abundância dos grupos de Thaumarchaeota nos solos de Cerrado 

sensu stricto protegidos do fogo ou submetidos a queimadas frequentes. Além disso, 

PCRs quantitativas também poderão ser realizadas empregando-se iniciadores para o 

gene amoA de Archaea, visando assim a determinação de diferenças de abundância 

das archaeas com o potencial para oxidação de amônia nos solos de ambas as 

condições.   

 Extrações de DNA das colônias obtidas após a adição de norfloxacina e bacitracina no 

meio de cultivo e ensaios de PCR com iniciadores específicos para o rRNA 16S dos 

domínios Archaea e Bacteria visando a constatação da permanência dos organismos 

de ambos os domínios no culivo.  

 A utilização de técnicas de hibridização fluorescente in situ (FISH) com sondas 

específicas para os domínios Archaea e Bacteria visando determinar a proporção 

entre archaeas e bactérias presentes no cultivo estabelecido neste estudo. Caso seja 

observada uma predominância de archaeas, extrações de DNA para tentativas de 

reconstrução de um genoma completo deste organismo poderão ser realizadas, o que 

traria importantes informações sobre sua biologia.  

 Uma melhor determinação dos componentes do meio de cultura e sua suplementação 

com diferentes compostos poderiam auxiliar no estabelecimento do cultivo em meios 

líquidos, o que facilitaria a utilização de certas abordagens que visem a obtenção de 

culturas puras da archaea, como filtragem e suplementação sucessiva do meio com 

diferentes antibióticos.  Além disso, uma vez estabelecido o cultivo em meio líquido, 

certas análises fisiológicas poderiam ser conduzidas para uma melhor caracterização 

da archaea cultivada. 

 Realização de estudos que descrevam as comunidades de Archaea nos solos antes e 

logo após as queimadas, visando determinar os efeitos imediatos das queimadas 

nestas comunidades. 
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