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RESUMO 
 

Diversidade bacteriana do solo sob cultivo de cana-de-açúcar 
 

Os microrganismos representam a forma de vida mais abundante e diversificada do 
planeta. A atividade agrícola leva a uma redução da biodiversidade do solo e a menor 
diversidade microbiana pode resultar na diminuição da ciclagem de nutrientes e no 
crescimento das plantas. Como forma de avaliar alterações na atividade microbiana e na 
estrutura das comunidades de bactérias do solo, decorrentes do cultivo da cana-de-açúcar, 
foram conduzidos dois experimentos. O primeiro, no município de Novo Horizonte (SP), 
com o objetivo de determinar ação da queima da cana-de-açúcar sobre a comunidade de 
bactérias do solo e o segundo experimento, nos municípios de Pirassununga (SP) e 
Jaboticabal (SP), com o objetivo de verificar o efeito da adubação nitrogenada sobre a 
comunidade bacteriana do solo. Amostras de terra foram coletadas nas profundidades 0-10 
e 10-20 cm, na linha e entrelinha de plantio. No primeiro experimento foram utilizadas três 
cultivares de cana-de-açúcar (SP81-3250, SP80-1842 e RB72-454) sob os sistemas de 
manejo de colheita sem queima (mecanizada) e com queima (manual) prévia a colheita. 
Nesse experimento foram avaliadas a diversidade metabólica (Biolog) e a estrutura das 
comunidades bacterianas por meio da PCR-DGGE do gene rRNA 16S. A mudança no 
manejo de colheita da cana-de-açúcar provocou modificações no metabolismo heterotrófico 
do solo, alterando a diversidade metabólica. No entanto, não houve mudanças na estrutura 
das comunidades bacterianas do solo com e sem queima sob a variedade SP801842. Dessa 
forma, a primeira queima da cana-de-açúcar previamente à colheita alterou a capacidade e a 
diversidade metabólica microbiana, mas não mudou a estrutura das comunidades de 
bactérias em relação à área sem queima. No segundo experimento foram avaliadas amostras 
de terra, de duas áreas experimentais, sob cultivo de cana-de-açúcar (SP81–3250), com 
diferentes doses de N (0, 40, 80 e 120 kg de N ha-1) na forma de uréia, aplicadas no sulco 
de plantio. Para verificar possíveis alterações na comunidade bacteriana desses solos, foram 
avaliadas a estrutura das comunidades bacterianas por PCR-DGGE e a diversidade de 
bactérias oxidadoras de amônio (AOB), pelo seqüenciamento de bibliotecas do gene rRNA 
16S, utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos. As doses de N alteraram a 
estrutura das comunidades bacterianas do solo nas duas áreas experimentais, determinadas 
por PCR-DGGE, entretanto, a adubação nitrogenada não alterou a diversidade de AOB no 
solo, das duas áreas. A estrutura da comunidade de AOB no solo da USA, sem adubação 
nitrogenada e com 80 kg de N ha-1 diferiu estatisticamente. Nas duas áreas, as unidades 
taxonômicas operacionais mais abundantes se relacionam filogeneticamente a Nitrosospira 
multiformes. 

 
Palavras-chave: PCR-DGGE; AOB; seqüenciamento; nitrogênio; rRNA 16S; Biolog; 

análises multivariadas; Saccharum spp. 
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ABSTRACT 
 

Soil bacterial diversity under sugarcane field 
 

The microorganisms are the most abundant and diverse living creatures on earth. 
The agricultural practices reduce the soil biodiversity and a lower microbial diversity can 
result in a nutrient cycling and plant growth reduction. Two sugarcane crops experiments 
were investigated to evaluate modifications in the microbial activity and soil bacterial 
communities structure. The first of them was done at municipality of Novo Horizonte, Sao 
Paulo State (SP), and it has the aim to determine the sugarcane burn effects on soil bacterial 
community. The second experiment was introduced at municipalities of Pirassununga (SP) 
and Jaboticabal (SP) with the objective to verify the nitrogen fertilizing effect on soil 
bacterial community. The soil samples were taken in 0-10 cm and 10-20 cm depth, between 
and in the planting furrows. We used three sugarcane varieties (SP81-3250, SP80-1842 e 
RB72-454) in the first experiment under unburned and burned sugarcane pre-harvest. We 
evaluated metabolic diversity (Biolog) and the bacterial community structure performing 
PCR-DGGE of 16S rRNA gene in the first experiment. The sugarcane harvest management 
had modified the soil heterotrophic metabolism by altering its diversity. In spite of that, 
there is no difference between the burned and unburned soil bacterial communities under 
the variety SP80-1842. For that reason, the first year pre harvest burn altered the microbial 
metabolic diversity and capacity but did not change the bacterial community structure when 
related with unburned area. In the second experiment, soil samples under the SP81-3250 
variety were analyzed from two sites. Each site received different levels of urea as nitrogen 
fertilization (0, 40, 80 e 120 kg de N ha-1) applied at planting furrows. The PCR-DGGE 
was applied to verify changes in the bacterial communities structure in these soils. The 
ammonia-oxidizing bacteria (AOB) diversity was evaluated by sequencing of 16S  rRNA 
gene libraries after the amplification with specific primers. The levels of nitrogen 
fertilization altered the soil bacterial communities structure in both study sites, by PCR-
DGGE evaluation. However, the nitrogen application did not alter the soil AOB diversity in 
those two sites. The soil AOB community structure under no nitrogen and  80 kg N ha-1 
application was different from the community structure under the other levels of 
fertilization in one of the two sites. The operational taxonomic unit are phylogenetically 
related to Nitrosospira multiformes in the two sites. 

 
Keywords: PCR-DGGE; AOB; sequencing; nitrogen; 16S rRNA; Biolog; multivariate 

analysis; Saccharum spp.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O manejo do solo e de sua cobertura vegetal reflete-se em suas características 

físicas, químicas e biológicas. Se por um lado existe hoje uma enorme área no país 

dedicada à monocultura, especialmente para as lavouras de soja, milho e cana-de-açúcar, 

onde se vislumbra a máxima produtividade baseada no uso de insumos químicos, há, por 

outro, um apelo emergente ao desenvolvimento de uma agricultura capaz de utilizar os 

recursos naturais de forma mais conservacionista.  

A atividade agrícola leva a uma redução da biodiversidade, resultado da transição 

de área natural, com muitas espécies de plantas e animais convivendo em equilíbrio 

ecológico dinâmico, para área agrícola, com reduzido número de espécies (COUTINHO, 

1999). 

Porém, como a diversidade biológica dos solos é afetada ainda é assunto 

controverso. Há necessidade de compreendermos como a biodiversidade dos solos é afetada 

pela agricultura, em suas diversas formas. Em virtude de os microrganismos estarem na 

base da cadeia trófica e intrinsecamente associados aos diversos processos ecológicos do 

solo, além de responderem rapidamente às alterações impostas ao ambiente (BUNEMANN; 

SCHWENKE; VAN ZWIETEN, 2006), a diversidade microbiana têm potencial para ser 

usada como indicador de qualidade do solo.  

Durante muito tempo foi bastante limitada a capacidade de se realizar estudos sobre 

a diversidade de microrganismos dos solos, já que uma pequena porcentagem (1% a 5%, 

aproximadamente), podia ser acessada pelos métodos convencionais, com base em cultivo 

(TORVISK; GOKSOYR; DAAE, 1990). Uma nova perspectiva surgiu com o 

desenvolvimento de métodos moleculares e bioquímicos mais sensíveis, que tem permitido 

interpretar mais facilmente e de forma mais sensível a diversidade genética e funcional dos 

microrganismos no solo (ZILLI et al., 2003).  

A análise da diversidade metabólica utilizando placas Biolog e da estrutura de 

comunidades microbianas por meio de técnicas moleculares, como a PCR-DGGE e 

seqüenciamento do gene que codifica a subunidade 16S do RNA ribossômico (gene rRNA 

16S) têm se tornado cada vez mais difundidas, tornando-se uma ferramenta útil no 

monitoramento de mudanças ambientais em função dos diferentes usos da terra. 
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2 DESENVOLVIMENTO 

 
2.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1.1 Cultivo da cana-de-açúcar 

 

O Brasil é o maior produtor mundial de açúcar e álcool, com uma produção 

estimada de 579,8 milhões de toneladas na safra 2008/2009 (CONAB, 2008). O aumento 

na extensão das áreas cultivadas tem sido estimulado pelo fato de o etanol produzido ser 

um combustível alternativo. Dessa área ocupada pela cultura, a maior parte ainda sofre a 

prática da queima da palha para facilitar e baratear a colheita manual. A queima pode 

provocar periodicamente interferências nos ecossistemas, tanto dentro como junto às 

lavouras canavieiras, além de gerar intensa poluição atmosférica, a qual é prejudicial à 

saúde e afeta não apenas as áreas rurais adjacentes, mas também os centros urbanos mais 

próximos (SZMRECSÁNYI, 1994). De acordo com o Intergovernmental Panel on Climate 

Change - IPCC (1995), além do CO2, são produzidos outros gases durante a queima de 

material vegetal como N2O, NOx, CO e CH4, que também são responsáveis pelo efeito 

estufa e contribuem para o aquecimento global.  

Em razão da poluição, na forma de gases (fumaça) e fuligem, causada pela queima, 

o interesse em evitar a queima do canavial previamente à colheita vem crescendo 

(CANÇADO et al., 2006). Além disso, no manejo de colheita sem queima, o C que seria 

emitido fica retido na palhada e no solo. Pelos processos de decomposição microbiana do 

material orgânico, parte deste C volta à atmosfera, mas de forma mais lenta e gradual, o que 

permite o aumento do estoque de C no solo ao longo dos anos. Esse acúmulo de matéria 

orgânica pode aumentar a retenção de água e a resistência a variações de temperatura do 

solo, melhorar sua estrutura e porosidade, além de constituir um reservatório de nutrientes 

minerais. Assim, os dois sistemas de manejo de colheita podem resultar em produtividades 

diferentes, pelo fato de haver maior aporte de matéria orgânica no sistema sem queima.  

A colheita da cana-de-açúcar sem a queima prévia da palha vem sendo empregada 

de modo intensivo e com resultados positivos há vinte anos na Austrália (WOOD, 1991). 

No Brasil, em experimento realizado em Cruangi (PE), Urquiaga et al. (1991) verificaram 

que a média de produtividade de cinco soqueiras de cana-de-açúcar sem queima (67 t ha-1), 
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superou em 10% à da cana-de-açúcar com queima, e nos anos mais secos ou quando a 

distribuição de chuvas foi muito irregular, o sistema sem a queima foi 25% superior. Das 

74 t ha-1 de matéria seca de palha depositada na superfície do solo, 8 % permaneceu como 

resíduo, porém, no sistema com queima apenas 1 % permaneceu no solo. Esses resultados 

indicam que 81% da palha foi degradada e, possivelmente, mineralizada pelos 

microrganismos do solo sem queima, evidenciando que o processo foi relativamente rápido 

naquelas condições. 

A produção de palha de um canavial sob colheita mecanizada (sem queima), que 

inclui as folhas, as bainhas e o ponteiro, além de quantidade variável de pedaços de colmo, 

pode variar de 10 a 30 t ha-1 de matéria seca. Esse material contém de 40 a 80 kg de N ha-1, 

potencialmente disponíveis à cultura após mineralização pelos microrganismos do solo 

(ABRAMO FILHO et al., 1993; TRIVELIN; VICTORIA; RODRIGUES, 1995; 

TRIVELIN; RODRIGUES; VICTORIA, 1996; OLIVEIRA et al., 1999). Trivelin, Victoria 

e Rodrigues (1995) observaram que mais da metade dos 267 kg de N ha-1 na parte aérea da 

cultura está localizado nas folhas secas e ponteiros. Essa quantidade de N permanecendo no 

solo como palhada no sistema sem queima, pelos vários ciclos da cultura, representa pouco 

mais da quantidade do adubo nitrogenado empregado nas adubações de cobertura em 

soqueira de cana-de-açúcar, que atualmente está em torno de 100 kg ha-1 ano-1 de N 

(TRIVELIN; VICTORIA; RODRIGUES, 1995). 

Em grande parte dos experimentos com cana-planta verificou-se uma baixa resposta 

da cultura à adubação nitrogenada, enquanto que, para as rebrotas da cultura (cana-soca) a 

maioria dos experimentos mostram resposta positiva para produção de colmos 

(CARNAÚBA, 1990). Vários fatores têm sido listados para explicar as baixas respostas da 

cultura ao N aplicado no plantio, entre os quais a mineralização da matéria orgânica do solo 

e dos restos culturais da própria cana, favorecida pelo revolvimento do solo durante a 

reforma do canavial, o maior vigor do sistema radicular da cana-planta comparado ao da 

soqueira, a melhoria da fertilidade do solo associado à calagem, a fixação biológica do N, a 

menor demanda inicial por nutrientes na cana-planta, as perdas de N do adubo por 

lixiviação e a contribuição do N contido no colmo-semente (CANTARELLA; TRIVELIN; 

VITTI, 2007).  
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A dinâmica do N no solo apresenta elevada complexidade, fazendo com que as 

respostas da cana-de-açúcar a esse nutriente sejam muito variáveis. Adicionalmente, a 

inexistência de qualquer tipo de análise de solo que auxilie os técnicos na definição da dose 

de N a aplicar no plantio da cana-de-açúcar. Aliada ao grande número de cultivares 

existentes, tipos de solos, épocas de plantio, regimes hídricos, modalidades de aplicação do 

adubo e outras estratégias relacionadas ao setor sucroalcooleiro dificultam a decisão sobre a 

fertilização nitrogenada dos canaviais (OTTO, 2007).  

 

2.1.2 Diversidade microbiana no solo 

 

Os microrganismos representam a forma de vida mais abundante e diversificada do 

planeta (WITHMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998). A comunidade microbiana dos solos é 

constituída por representantes dos três domínios: Bacteria, Archaea e Eucarya (Figura 1), 

sendo que os procariotos (domínios Bacteria e Archaea) representam a maior parte dessa 

biota. Em virtude da sua longa história evolutiva e da necessidade de adaptação aos mais 

distintos ambientes, os microrganismos acumularam uma impressionante diversidade 

genética, que excede, em muito, a diversidade dos organismos superiores (WARD, 1998; 

HUNTER-CEVERA, 1998). Sendo assim, os microrganismos representam o repertório 

mais rico em diversidade química e molecular na natureza, constituindo a base de processos 

ecológicos, como os ciclos biogeoquímicos e a cadeia trófica (HUNTER-CEVERA, 1998).  

A microbiota do solo apresenta elevada diversidade genética e funcional, 

paralelamente caracterizada através de estudos com base no cultivo de microrganismos e 

estudos de seu DNA. Através da análise da cinética de reassociação de DNA, tem sido 

estimado que um grama de solo pode conter mais de 10.000 espécies de bactérias diferentes 

(TORSVIK et al., 1998). Recentemente, através do seqüenciamento em massa do gene 

rRNA 16S para avaliar a diversidade bacteriana nos solos, Roesch et al. (2007) estimaram 

que um grama de solo pode conter cerca de 52.000 espécies. A densidade dos diferentes 

grupos de microrganismos varia em função de características edáficas e climáticas 

específicas de cada ambiente. Uma das principais limitações para avaliação da diversidade 

microbiana nos solos é a natureza complexa, heterogênea e dinâmica desse ambiente. 
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Figura 1 - Relações evolutivas entre organismos dos domínios Bacteria, Archaea e Eucarya, determinadas 

pela análise comparativa das seqüências de nucleotídeos da RNA ribossômico. Fonte: Lambais et 
al. (2005) 

 
As quantidades de nutrientes imobilizadas na biomassa microbiana podem atingir 

valores bastante elevados (acima de 100 kg ha-1, no caso do N), e esses estão em equilíbrio 

dinâmico com os nutrientes da solução do solo (ANDERSON; DOMSCH, 1980). Os 

nutrientes retidos na biomassa são liberados para a solução do solo na medida em que os 

microrganismos morrem e são mineralizados, de modo que a biomassa microbiana atua 

como um reservatório de nutrientes no solo, controlando sua disponibilidade por meio dos 

processos de mineralização e imobilização (VARGAS; SCHOLLES, 1998). 

Os resíduos orgânicos de origem vegetal são a principal fonte de matéria orgânica 

para o solo, e a microbiota do solo é a principal responsável por sua decomposição, 

influenciando tanto na cinética da transformação da matéria orgânica e formação de húmus, 

quanto na estocagem de carbono (C) e nutrientes (MATSUOKA; MENDES; LOUREIRO, 

2003). Apesar de representar uma pequena fração do total da matéria orgânica do solo 

(MOS), os microrganismos são essenciais para a manutenção das funções dos ecossistemas, 

incluindo agroecossistemas. 

A calagem e a adubação mineral podem favorecer a atividade microbiana de forma 

direta (aumento do pH e a disponibilidade de nutrientes às células dos microrganismos) e 

de forma indireta (maior produção vegetal, que acarreta um aumento da atividade 

rizosférica e dos resíduos adicionados ao solo), porém a utilização de adubos nitrogenados 
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provoca a acidificação do solo e conseqüentemente afeta os organismos presentes nele 

(BÜNEMANN; SCHWENKE; VAN ZWIETEN, 2006), que sofrem influência também do 

manejo dos restos culturais e o grau de preparo do solo, pois estes afetam a temperatura, 

umidade, aeração e distribuição destes resíduos na camada arável do solo. 

 A relação entre diversidade microbiana e qualidade do solo tem sido muito 

discutida, mas não foi ainda completamente definida. O tempo necessário para o 

ecossistema retornar ao seu estado inicial, após um distúrbio qualquer, define a resiliência 

do sistema, ou seja, quanto maior esse tempo, menor a resiliência. Se a diversidade das 

comunidades microbianas do solo está diretamente relacionada com sua resiliência, ainda 

não está definido, no entanto, esta é uma hipótese plausível, se considerarmos que a 

diminuição da diversidade pode resultar em diminuição da redundância de funções 

bioquímicas e conseqüente redução da diversidade metabólica (REBER,1992). 

 

2.1.3 Métodos utilizados para determinação da diversidade microbiana do solo 

 

Apesar de não ser recente, a discussão sobre o uso de indicadores de qualidade do 

solo vem ganhando força e expõe a dificuldade de se chegar a um consenso sobre quais 

parâmetros são capazes de atestar o impacto de práticas agrícolas nos solos. O conceito de 

qualidade do solo surgiu no final da década de 70, e durante os 10 anos seguintes esteve 

muito associado ao conceito de fertilidade (KARLEN; DITZLER; ANDREWS, 2003). 

Acreditava-se, por exemplo, que um solo quimicamente rico era um solo com alta 

qualidade, isto porque tinha a capacidade de prover a produção agrícola. Entretanto, a 

percepção de qualidade do solo evoluiu, e, num entendimento mais amplo, percebe-se que 

não basta apenas o solo apresentar alta fertilidade, mas, deve possuir também boa 

estruturação e abrigar uma alta diversidade de organismos (ZILLI et al., 2003). 

Em termos práticos, os agricultores utilizam como indicadores determinadas 

plantas, insetos e minhocas, além da análise da fertilidade química do solo, presença de 

erosão na propriedade, teor de matéria orgânica e compactação do solo (KARLEN; 

DITZLER; ANDREWS, 2003). No meio científico, além desses parâmetros, figuram as 

avaliações de atividade microbiana, como a utilização de fontes de C e a abundância e 

diversidade dos macro e microrganismos (TURCO; BLUME, 1999).  
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Vários autores sugerem que a biomassa microbiana do solo (BMS) pode ser 

utilizada como um indicador para se detectar efeitos dos sistemas de manejo nas 

propriedades biológicas e bioquímicas do solo, por ser muito sensível às alterações 

causadas pelo aumento no teor da MO, tipo de cultivo e outras práticas como rotação de 

culturas e adubação (CARTER, 1986; POWLSON; BROOKES; CHRISTENSEN, 1987; 

ANGERS, 1993; MORAIS, 2004; MATSUOKA; MENDES; LOUREIRO, 2003).  

 A biomassa microbiana é definida como a parte viva da matéria orgânica do solo, 

representando, na maioria dos casos, aproximadamente 2% do C orgânico nele presente 

(PAUL; CLARK, 1989). As quantidades de N imobilizadas na biomassa podem atingir 

mais de 100 kg ha-1 (ANDERSON; DOMSCH, 1980). Além disso, a biomassa global de 

procariotos pode conter 85-130 x 109 toneladas de N e 9-14 x 109 toneladas de P, 

representando o maior reservatório desses nutrientes em organismos vivos (LAMBAIS et 

al., 2005). O N retido na biomassa microbiana é liberado na medida em que os 

microrganismos morrem e são mineralizados pelas populações restantes. Portanto, a 

biomassa microbiana atua como um tampão do N e outros nutrientes no solo, controlando 

sua disponibilidade por meio dos processos de mineralização e imobilização.  

 Os métodos de avaliação da BMS são bastante variados, mas, de forma geral, 

permitem estimar o reservatório de C e, também, de outros nutrientes contidos nos 

microrganismos (DE-POLLI; GUERRA, 1997). Por meio dessa abordagem, tem sido 

demonstrado que o acúmulo de nutrientes na biomassa microbiana varia em função do 

manejo agrícola adotado em cada agroecossistema (CATTELAN; VIDOR, 1990; 

MORAIS, 2004; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

O uso desses parâmetros como indicadores de qualidade do solo pode ser 

comprometido, uma vez que a abundância e atividade dos microrganismos são muito 

suscetíveis às variações sazonais, principalmente temperatura e umidade. Além disso, a 

biomassa microbiana fornece apenas uma estimativa da quantidade de microrganismos 

presentes no solo, não considerando sua composição ou a estrutura das comunidades. 

Assim, compreende-se ser necessário agregar ao conhecimento da biomassa microbiana 

informações sobre seus aspectos qualitativos, de forma a permitir uma avaliação mais 

adequada da microbiota presente no solo. Daí a importância dos parâmetros que medem a 
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atividade microbiana para avaliar o estado metabólico atual e potencial das comunidades de 

microrganismos do solo (ZILLI et al., 2003). 

 O perfil metabólico microbiano, medido pela capacidade de utilização de fontes de 

C, também tem potencial de indicar possíveis mudanças no ambiente, ocasionadas por 

diferentes condições ambientais e manejos de culturas agrícolas. Um dos métodos 

utilizados para medir padrões de utilização de substratos de C utiliza microplacas Biolog. 

Essa metodologia foi desenvolvida inicialmente utilizando microplacas contendo 95 

substratos de C e tetrazólio, as quais eram utilizadas para a caracterização taxonômica de 

bactérias patogênicas (GARLAND; MILLS, 1991). Posteriormente, foi desenvolvida a 

Ecoplate Biolog contendo 31 substratos diferentes de C normalmente encontradas no solo e 

um controle sem C, com 3 repetições (CHOI; DOBBS, 1999). A diversidade metabólica é 

conseqüência da diversidade genética, dos efeitos ambientais na expressão gênica, e das 

interações ecológicas entre as diferentes populações (ZAK et al., 1994).  

Uma das limitações da utilização das placas Biolog para o estudo de comunidades 

microbianas é o favorecimento de bactérias heterotróficas aeróbias e anaeróbias facultativas 

de rápido crescimento (CLASSEN et al., 2003). Além disso, essa metodologia reflete a 

diversidade metabólica potencial e não aquela existente in situ (GARLAND; MILLS, 

1991). Deve-se considerar também que, o tempo de incubação pode ser fator limitante para 

populações pouco abundantes, indicando falsos negativos. Apesar das limitações, o método 

Biolog pode revelar diferenças consideráveis nos padrões de utilização de substratos de C 

pelas comunidades microbianas (ZAK et al., 1994; GRAHAM; HAYNES, 2005). 

Por meio dessa técnica, Graham e Haynes (2005) verificaram redução da 

diversidade metabólica das comunidades microbianas do solo no cultivo de cana-de-açúcar 

com queima prévia a colheita, comparado com o cultivo sem queima. Também Lupwayi et 

al. (2001) compararam os perfis fisiológicos de comunidades microbianas (PFCMs) em 

solos sob manejo convencional e plantio direto e observaram que a diversidade metabólica 

aumentava em solos sob plantio direto, quando a cultura já estava estabelecida e com o 

aumento do tamanho dos agregados. Bending, Putland e Rayns (2000) consideram que o 

perfil de utilização de substratos de C pelos microrganismos do solo é um parâmetro mais 

sensível do que a medição da biomassa microbiana, quando o objetivo é avaliar a qualidade 

do solo com base em suas propriedades microbiológicas.  



18 
 

Porém, técnicas tradicionais baseadas em cultivo de microrganismos são 

insuficientes para responder questões sobre a composição, estrutura e estabilidade das 

comunidades microbianas (ROSADO et al., 1997). O estudo da microbiota utilizando 

meios de cultura apresenta grandes limitações, uma vez que, somente uma pequena 

porcentagem (1 a 5 %) dos microrganismos do solo pode ser cultivada em laboratório 

(TORSVIK; GOKSOYR; DAAE, 1990; AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995). Além 

disso, os microrganismos que conseguem crescer em meios artificiais não são 

necessariamente metabólica ou numericamente dominantes no meio natural de onde foram 

retirados, havendo uma seleção em função da habilidade do microorganismo em se 

desenvolver em meio com altas concentrações de nutrientes e geralmente em condições 

aeróbias. 

 Com o advento da biologia molecular, tem sido possível avaliar mais facilmente e 

de forma mais sensível a estrutura das comunidades de microrganismos no solo (ZILLI et 

al., 2003). Técnicas moleculares, baseadas na análise do DNA de microrganismos retiradas 

diretamente dos ambientes naturais, sem a necessidade de multiplicação prévia das células, 

têm contribuído para o avanço nos estudos de ecologia microbiana (BENLLOCH; 

MARTINEZ-MURCIA; RODRIGUEZ-VALERA, 1995). A estrutura de comunidades 

microbianas vem atualmente sendo estudada através de métodos que se baseiam na 

investigação de parte da seqüência do gene rRNA 16S de bactérias, ou rRNA 18S de 

fungos, a qual amplificada por PCR (Polimerase Chain Reaction) e posteriormente 

caracterizada através de clonagem e seqüenciamento ou por eletroforese, por meio de 

técnicas como o DGGE (Denaturing Gradiente Gel Eletrophoresis) (KOZDRÓJ; VAN 

ELSAS, 2001). O gene rRNA 16S possui características fundamentais que possibilitam sua 

utilização em estudos de ecologia, tais como:  presença de regiões com seqüência de 

nucleotídeos hipervariáveis entre regiões conservadas, presença em todos os procariotos, a 

aparente ausência de transferência genética lateral e tamanho considerado satisfatório 

(cerca de 1.500 nucleotídeos) para estudos filogenéticos (AMANN; LUDWIG, 2000). 

 O emprego dessas técnicas se tornou possível a partir dos estudos de Pace et al. 

(1986), pioneiros nas análises de estrutura de comunidades microbianas utilizando as 

informações da seqüência de nucleotídeos do gene rRNA 16S.  
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Muyzer, Wall e Uitterlinden (1993) foram os primeiros a utilizar PCR-DGGE com o 

objetivo de avaliar a diversidade de amplicons do gene rRNA 16S de uma comunidade 

microbiana. Muito embora existam várias limitações, a PCR-DGGE de fragmentos do gene 

rRNA 16S é uma metodologia adequada para análises comparativas de duas ou mais 

comunidades bacterianas (MUYZER; WALL; UITERLINDEN, 1993; JACKSON; 

RODEN; CHURCHILL, 2000). Diferenças significativas na composição das comunidades 

bacterianas foram observadas por Cookson et al. (2007), comparando solos sob diferentes 

usos (solo sob floresta, pastagem, manejo orgânico e convencional), avaliando os perfis de 

amplicons do gene rRNA 16S por DGGE. Por meio da utilização da técnica PCR-DGGE, 

Ruppel et al. (2007), puderam observar mudança na estrutura da comunidade bacteriana em 

solo com adubação nitrogenada, em relação ao solo onde não foi aplicado o fertilizante. No 

entanto, uma série de limitações são intrínsecas da metodologia. Muyzer e Smalla (1998) 

demonstraram que nem sempre é possível separar fragmentos de DNA que tenham 

pequenas variações nas seqüências. Um resultado similar foi descrito por Buchholz-Cleven, 

Rattunde e Straub (1997), onde não foi possível separar fragmentos de rRNA 16S com 

diferenças de dois a três nucleotídeos. Vallaeys et al. (1997) mostraram que fragmentos do 

gene rRNA 16S, obtidos de diferentes bactérias oxidantes de metano, não puderam ser 

observados após DGGE. Se amostras apresentarem padrões de bandeamento de amplicons 

diferentes, então, certamente as comunidades microbianas apresentam diferenças. O 

contrário não é verdadeiro, e amostras com padrões de bandeamento de amplicons idênticos 

podem apresentar estruturas de comunidade diferentes. Nesse caso, uma abordagem 

polifásica deve ser adotada para determinar as alterações nas estruturas dessas comunidades 

microbianas (LAMBAIS et al., 2005). 

Para avaliar melhor a diversidade de um agroecossistema, pode-se realizar também 

o seqüenciamento de bibliotecas de clones de rDNA 16S. Esse processo envolve a 

amplificação de um fragmento específico do gene rRNA 16S, a partir do DNA 

metagenômico, utilizando-se iniciadores específicos, clonagem desses amplicons em 

vetores apropriados e seqüenciamento dos insertos (ARMANN; LUDWIG, 2000). 

Apesar das limitações da utilização de PCR para obtenção de clones representativos 

de uma comunidade devido à amplificação preferencial de algumas subpopulações mais 

abundantes, em detrimento das menos abundantes (LAMBAIS et al., 2005), esta técnica 
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possibilita a estimativa da diversidade microbiana em função de alterações no ambiente 

(poluição, manejo agrícola etc.), principalmente no solo (OVREAS et al., 1998; NUNES, 

2006; BARETTA, 2007; LÓPEZ-GARCIA; MOREIRA, 2008). Utilizando essa técnica, 

Roesch et al. (2007) obtiveram mais de 53.000 seqüências do gene rRNA 16S de bactérias, 

estudando solos sob floresta e solos agrícolas. Nesse estudo os autores observaram que 

solos agrícolas são ricos em número de espécies, porém com menor número de filos que 

solos sob florestas, indicando que o manejo do solo tem influencia significante na 

diversidade de bactérias.  

As vastas quantidades de informações de seqüências de DNA e ferramentas de 

análise de dados disponíveis atualmente têm acelerado o desenvolvimento de novas 

metodologias para comparar a diversidade microbiana em diferentes ambientes, e para 

poder associá-la a atributos específicos do solo (LAMBAIS et al., 2005). 

 

2.1.4 Bactérias oxidadoras de amônio (AOB) 

 

O N é elemento indispensável para os seres vivos, desempenhando importante papel 

na constituição das moléculas de proteínas e ácidos. Por ser um fator limitante ao 

crescimento dos vegetais, o N tornou-se um dos principais adubos utilizados na agricultura. 

A atmosfera aproximadamente 78% de N na forma molecular (N2). Porém, a maioria dos 

organismos, animais e vegetais, não conseguem assimilar o N2 presente na atmosfera 

devido a uma forte ligação tríplice entre os dois átomos de N. Apenas algumas espécies de 

bactérias (bactérias fixadoras de N ou diazotróficas) são capazes de reduzir o N2 a NH3 

(REIS; TEIXEIRA, 2005; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).  

As plantas absorvem o N mineral principalmente nas formas amoniacais (NH4
+) e 

nítricas (NO3
-). No solo, a forma predominante é a orgânica (RCOOHNH2), o que implica 

necessariamente na ocorrência de transformações para que o N-orgânico seja mineralizado 

para NH4
+, principalmente por atividades microbianas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; 

NDAW, 2007).  

Os processos de transformação do N no solo envolvem a amonificação, 

imobilização, nitrificação e desnitrificação (Figura 2). A amonificação do N no solo refere-

se ao processo de conversão do N-orgânico a amônia (NH3
+). As principais fontes de N-
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orgânico no solo são as proteínas, peptídeos, quitina, quitobiose, peptidioglicanos, ácidos 

nucléicos, bases nitrogenadas e uréia. Essas formas representam de 24 a 37% do N-

orgânico do solo e são substratos para uma grande variedade de enzimas que liberam 

principalmente aminoácidos diversos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Compostos 

complexos presentes nos resíduos orgânicos são, em geral, rapidamente decompostos em 

substâncias mais simples por organismos que vivem no solo. As bactérias saprófitas e 

várias espécies de fungos, principais responsáveis pela decomposição de materiais 

orgânicos mortos, utilizam as proteínas e aminoácidos como fonte de N para a síntese de 

suas próprias proteínas, e liberam o excesso de N sob a forma de amônio (NH4
+) 

(KENNEDY, 1999; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

Após a etapa de amonificação do N-orgânico, pode haver a imobilização do N pela 

biomassa microbiana ou a nitrificação do NH4
+. A nitrificação é realizada através de dois 

passos, envolvendo dois grupos de bactérias quimiolitotróficas conhecidas como bactérias 

nitrificantes. Primeiro, ocorre a nitritação, na qual os íons NH4
+ são oxidados a nitrito 

(NO2
-) por bactérias oxidadoras de amônio (AOB) pertencentes aos gêneros Nitrosomonas 

e Nitrosospira, principalmente. Em seguida, ocorre a nitratação, que consiste na oxidação 

do NO2
- a nitrato (NO3

-), a qual é realizada pelas bactérias oxidadoras de nitrito (NOB), 

principalmente do gênero Nitrobacter (DE BOER; KOWALCHUK, 2001; GEETS et al., 

2007). O NO2
- raramente acumula-se em concentrações detectáveis no solo, pois 

normalmente o processo de nitratação ocorre em taxa mais elevada do que a nitritação. O 

NO3
-, quando liberado para o solo, pode ser absorvido pelas plantas, após redução para 

NH4
+. Em condições anóxicas e na presença de NO3

- pode ocorrer a desnitrificação, onde o 

NO3
- é reduzido a N2 ou N2O. 

 Pelo fato da nitrificação ser o processo aeróbico central na ciclagem biogeoquímica 

do N, ela pode ser um bom indicador da atividade biológica e da fertilidade do solo. O 

conhecimento da diversidade dos organismos envolvidos nessa transformação poderia 

contribuir para o melhor controle desse processo, promovendo aumentos na produtividade 

vegetal com menores riscos de perdas de NO3
- por lixiviação e, conseqüentemente, 

contaminação de lençóis freáticos. Os estudos da diversidade microbiana em solos 

freqüentemente enfocam as mudanças na estrutura da comunidade após situações de 

estresse ou alterações de manejo, porém poucos são os trabalhos abrangendo um grupo 
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funcional específico. Entretanto, a análise da heterogeneidade espacial dos microrganismos 

no solo pode ser mais bem compreendida por meio do monitoramento de um grupo 

específico de microrganismos (DEGRANGE; BARDIN, 1995; HARMS et al., 2003; 

BALL-COELHO et al., 2004; VENTEREA et al., 2004; CENCIANI, 2007). 

 
Figura 2 – Principais processos do ciclo do nitrogênio no solo. Fonte: Cenciani (2007) 

 

No solo, as AOB desempenham papel essencial e mais limitante nas transformações 

do N (PROSSER; EMBLEY, 2002). Por essa razão, bem como por certas dificuldades 

metodológicas, essas bactérias têm sido mais intensamente estudadas do que as NOB nos 

últimos anos (KOWALCHUK et al., 1997). Apesar das AOB desempenharem papel 

essencial na etapa inicial do processo de nitrificação, o qual determina em parte o destino 

do N no solo, ainda não se sabe como os fatores abióticos afetam a diversidade dessas 

bactérias, especialmente em solos tropicais. Avanços recentes no campo da biologia 

molecular, usando iniciadores específicos para amplificação do gene rRNA 16S de AOB, 

têm permitido a detecção e a quantificação das populações naturais de nitrificadores no solo 

em estudos de diversidade funcional, o que não era possível com a utilização dos meios de 

cultivo tradicionais (OKANO et al., 2004; KUROLA et al., 2005). 

O conhecimento da dinâmica populacional das AOB é capaz de ajudar no manejo 

do ciclo do N, diminuindo suas perdas nos agroecossistemas. Segundo Okano et al. (2004), 

os efeitos das práticas agrícolas como irrigação, manejo do solo e manejo da cobertura 

vegetal alteram a abundância da estrutura de comunidades de AOB no solo. Dessa forma, a 

ação antrópica sobre os ecossistemas promove alterações nas comunidades microbianas 

nitrificadoras, afetando diretamente os processos por elas mediados. Além dos fatores 
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antrópicos, fatores abióticos tais como, taxa de mineralização do N, umidade do solo, pH e 

teor de amônio, têm influência direta na diversidade das AOB no solo (AVRAHAMI et al., 

2002). Avaliando a influência da diversidade de plantas e das mudanças no uso da terra 

sobre a diversidade de AOB, Carney, Matson e Bohannan (2004) mostraram que a 

diversidade de AOB não se altera nos tratamentos com as diferentes plantas (Cordia 

alliodora, Heliconia imbricata, Euterpe oleracea, Euterpe macrospadix, Hyeronima 

alchorneoides e Cedrela odorata), mas foi significativamente alterada na conversão de 

floresta em pastagem, e correlacionou-se positivamente com as taxas de nitrificação. Os 

autores detectaram a predominância de espécies do gênero Nitrosospira nos tratamentos, 

mas uma maior proporção de Nitrosomonas em solos com cobertura de pastagem. Cenciani 

(2007) observou também maior diversidade de bactérias nitrificadoras, avaliada pelo 

seqüenciamento do gene rRNA 16S, em solo sob pastagem e capoeira do que no solo sob 

floresta. As seqüências de AOB encontradas apresentaram maior similaridade com as 

espécies Nitrosospira sp., Nitrosospira multiformis, Nitrosospira briensis, Nitrosospira 

tenuis, Nitrosovibrio sp., Nitrosovibrio tenuis e Nitrosolobus multiformis. Estes resultados 

sugerem que o gênero Nitrosospira ser dominante em sistemas mais ricos em nutrientes. 

Kurola et al. (2005) estudaram a aplicação de métodos moleculares para investigar o 

tamanho, atividade e diversidade das populações de AOB em solo contaminado por 

hidrocarbonetos. Da mesma forma, foi observado uma dominância de seqüências 

pertencentes ao gênero Nitrosospira nos solos com altos níveis de hidrocarbonetos, 

sugerindo que esse gênero de AOB é também dominante em solos ricos em 

hidrocarbonetos. 

Espécies raras de AOB podem ser importantes indicadores ambientais. Kowalchuk 

et al. (1997) compararam dois solos de dunas localizadas em praias Holandesas com 

diferenças no pH e na distância em relação ao mar. Utilizando o seqüenciamento do gene 

rRNA 16S específico de AOB, desses ambientes, os autores demonstraram que as 

estruturas das comunidades de AOB dos diferentes locais eram diferentes. Amostras 

coletadas mais próximas ao mar continham seqüências relacionadas a seqüências 

previamente isoladas em ambientes marinhos, foi o único onde gênero Nitrosomonas foi 

detectado. Foi observada também, diferença nas populações de Nitrosospira entre as 

amostras de solos mais ácidos e mais alcalinos. Diferenças na estrutura das comunidades de 



24 
 

bactérias nitrificadoras, podem refletir também diferenças fisiológicas, com conseqüente 

efeito nas taxas de nitrificação, em resposta a fatores ambientais. 

Dados sobre a estrutura das comunidades e AOB em solos agrícolas brasileiros são 

escassos, e um estudo mais detalhado dessas comunidades pode ser importante para 

explicar as diferenças nas taxas de nitrificação em diferentes agroecossistemas. 

 

2.2 OBJETIVOS 

 

- Monitorar as alterações promovidas na biodiversidade, biomassa e atividade microbiana 

por diferentes sistemas de manejo de colheita de cana-de-açúcar (com e sem queima prévia 

a colheita). 

- Avaliar as alterações na atividade e na estrutura das comunidades de bactérias do solo em 

função de doses de N aplicadas no plantio da cana-de-açúcar (cana-planta) sem queima. 

 

2.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.3.1 Áreas experimentais e instalação dos experimentos 

 

Foram conduzidos dois experimentos em diferentes locais do estado de São Paulo. 

O primeiro experimento, no município de Novo Horizonte, com o objetivo de comparar o 

efeito da queima da cana-de-açúcar para a colheita na comunidade de bactérias do solo. O 

segundo experimento, nos municípios de Pirassununga e Jaboticabal, com o objetivo de 

verificar se a comunidade bacteriana do solo é afetada pela adição de adubo nitrogenado. 

 

2.3.1.1 Experimento 1 

 

O experimento foi desenvolvido na Usina São José da Estiva (21º30’45”S e 

49º13’08”W), localizada no município de Novo Horizonte sobre um LATOSSOLO 

VERMELHO AMARELO. Foram utilizadas três cultivares de cana-de-açúcar (SP81-3250, 

SP80-1842 e RB72-454). Os sistemas de manejo avaliados constituíram de colheita sem 

queima (mecanizada) e com queima (manual) prévia a colheita. O plantio das cultivares foi 
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feito no dia 16 de abril de 2004, e a primeira colheita da cana-de-açúcar foi realizada em 22 

de setembro de 2005.  

O delineamento estatístico utilizado foi inteiramente casualizado, com três 

repetições. 

Anteriormente à implantação do experimento na área, houve o cultivo de cana-de-

açúcar variedade SP71-1406 com 10 cortes, com queima previamente a cada colheita, 

seguido de um cultivo de soja.  

 

2.3.1.2 Experimento 2  

 

 Para esse segundo experimento utilizou-se duas áreas localizadas nos municípios de 

Pirassununga e Jaboticabal. Em ambas as áreas o sistema foi de cana sem queima 

(mecanizada) prévia a colheita, em cultivo mínimo, mantendo-se sobre a superfície do solo 

a palhada da última colheita, no ciclo de cana-planta. A cultivar utilizada foi a SP81–3250. 

O fator de estudo nesse experimento foi a dose de N (40, 80 e 120 kg de N ha-1) na forma 

de uréia (U). A aplicação da uréia foi feita no sulco de plantio. Um tratamento sem a 

aplicação de N foi utilizado como controle. 

Os sulcos foram abertos com cerca de 0,35 m de profundidade, sendo plantadas 

cerca de 15 gemas viáveis por metro. A adição no sulco foi feita com o equivalente a 120 

kg ha
-1 

de P
2
O

5 
e 120 kg ha

-1 
de K

2
O, na forma de superfosfato triplo e cloreto de potássio, 

respectivamente. Antes das mudas serem cobertas com solo foi aplicado inseticida e 

nematicida. As mudas foram cobertas com uma camada de 0,1 m de terra. 

 Os tratamentos foram distribuídos em 4 blocos casualizados. Cada parcela 

experimental foi constituída de 48 sulcos espaçados em 1,5 m, com 15 m de comprimento, 

totalizando 1.080 m
2 

por parcela. O delineamento experimental foi em blocos completos 

casualizados, com 4 tratamentos e 4 repetições. 

Nas duas áreas experimentais o preparo do solo foi convencional. Os manejos 

adotados nas áreas estão detalhados a seguir. 
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2.3.1.2.1 Usina São Luiz (USL – Pirassununga) 

 

O experimento foi instalado na Usina São Luiz (21o55’54”S e 47o10’54”W), no 

município de Pirassununga, Estado de São Paulo, sobre um LATOSSOLO VERMELHO 

AMARELO eutrófico, com plantio de 21 a 23 de fevereiro de 2005. O primeiro corte da 

cana-de-açúcar ocorreu em 23 e 24 de junho de 2006. 

A seqüência de operações para instalação do experimento foi passagem de grade 

aradora para eliminação da soqueira, subsolagem, aplicação de 2 t ha
-1 

de calcário 

dolomítico e 2 t ha
-1 

de gesso agrícola, passagem de grade aradora, passagem de grade 

intermediária e sulcação. 

 

2.3.1.2.2 Usina Santa Adélia (USA – Jaboticabal) 

 

O experimento foi instalado na Usina Santa Adélia (21o19’98”S e 48o19’03”W), no 

município de Jaboticabal, Estado de São Paulo, em um LATOSSOLO VERMELHO 

distrófico típico, com plantio de 4 a 8 de abril de 2005. O primeiro corte da cana-de-açúcar 

ocorreu em 26 de julho de 2006. 

A seqüência de operações, para a instalação do experimento, foi a aplicação de 

herbicida para dessecação da soqueira, aplicação de 2 t ha
-1 

de calcário dolomítico, aração, 

gradagem intermediária e sulcação.  

 

2.3.2 Amostragem 

 

 Nos dois experimentos, utilizando-se uma sonda (SondaTerra), foram coletadas 

amostras de terra nas profundidades 0-10 e 10-20 cm, na linha (Figura 3) e entrelinha 

(Figura 4) de plantio. Foram obtidas quatro amostras composta de 12 amostras simples, por 

parcela, para cada profundidade e posição (linha e entrelinha).  
As amostragens do experimento 1 foram realizadas nos dias 15 de dezembro de 

2005 no experimento 1. As amostragens do segundo experimento foram realizadas nos dias 

13 de setembro de 2005 e 13 de junho de 2006, na Usina São Luiz (Pirassununga), e 1 de 

novembro de 2005 e 10 de agosto de 2006, na Usina Santa Adélia (Jaboticabal). 
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Figura 3 - Amostragem de solo na linha de plantio, utilizando-se sonda 

 

   
Figura 4 - Amostragem de solo na entrelinha de plantio, utilizando-se sonda 

 

 Uma alíquota de aproximadamente 10 g de terra de cada amostra foi armazenada a -

80°C, para posterior extração de DNA total do solo. 

 

2.3.3 Determinações 

 

2.3.3.1 Atributos químicos do solo 

 

Amostras de terra da camada 0-20 cm, dos dois experimentos, secas ao ar foram 

utilizadas para determinação de: pH, H+Al, Al, Ca, Mg, K, Na, P, S total, N total, C-org, 

M.O., B, Cu, Fe, Mn, Zn e capacidade de troca catiônica a pH 7,0 (CTC). Os métodos 
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adotados são apresentados na Tabela 1. 

 
Tabela 1 - Metodologia para a análise química do solo dos parâmetros estudados 
Variável do solo Método ou extrator Referência 
pH Medido em CaCl2 0,01M Raij et al., 2001 
H+Al pH em SMP Raij et al., 2001 
Al trocável KCl 1M e titulação com NaOH 0,025M Raij et al., 2001 
Ca, Mg trocáveis e P Resina trocadora de íons Raij et al., 2001
K e Na trocáveis Melich 1 Embrapa, 1999 
S total e N total Combustão em analisador elementar NCS Thermo Fisher Scientific 
Cu, Fe, Mn e Zn trocáveis DTPA Raij et al., 2001 
B BaCl2  em microondas Embrapa, 1999 
C-org Digestão com K2Cr2O7 Raij et al., 2001 
M.O. Walkley-Black Embrapa, 1999 
CTC (pH 7,0) Somatória dos teores de H+Al, Ca, Mg, K, Na 
saturação da CTC% Saturação = (Ca, Mg, K, Na, Al)*100/CTC  

 

 

2.3.3.2 Biomassa microbiana 

 

2.3.3.2.1 Carbono da biomassa microbiana (CBM) 

 

O teor de CBM foi determinado nos dois experimentos, na linha e entrelinha de 

plantio, nas duas profundidades, em todos os tratamentos. 

Das subamostras 0-10 e 10-20 cm, retiraram-se duas alíquotas de 10g de solo para 

determinação da quantidade de carbono da biomassa microbiana (CBM) pelo método de 

fumigação-extração (VANCE; BROOKES; JENKINSON, 1987). A primeira alíquota foi 

fumigada em dessecador contendo um béquer com pérolas de vidro e clorofórmio. O 

clorofórmio foi evaporado sob vácuo. Depois de 24 horas foi retirado o resíduo de 

clorofórmio do dessecador. A segunda alíquota serviu de controle (não-fumigada). Às 

amostras foi adicionado 40 mL de K2SO4 0,5 mol L-1 e as mesmas foram agitadas por 30 

minutos. A suspensão resultante foi filtrada em papel de filtro Whatman n° 1. O C-org dos 

extratos foi determinado por digestão de 10 mL do filtrado com 1 mL de K2Cr2O7 e 10 mL 

de uma mistura de H2SO4 e H3PO4 concentrados (1:1, v:v), em erlenmayers de 50 mL. Esta 

solução permaneceu em banho-maria a 90º C por 1 hora. Após serem resfriadas, as 

amostras receberam 10 mL de H2O deionizada. O excesso de K2Cr2O7 foi determinado por 
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titulação com sulfato ferroso de amônio, utilizando-se fenilamina sulfonato de bário como 

indicador.  

 

2.3.3.2.2 Nitrogênio da biomassa microbiana (NBM) 

 

 O teor de NBM foi medido apenas no experimento 2, nas duas profundidades, na 

linha e entrelinha, em todos os tratamentos. 

 Para análise do nitrogênio da biomassa microbiana (NBM) foi utilizado o método da 

fumigação-extração. Uma alíquota de 0,6 mL dos extratos de solo obtidos (fumigados e 

não-fumigados) foi adicionada a tubos de ensaio de 20 mL. Foi adicionado tampão de ácido 

cítrico e reagente ninidrina. Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 100 oC por 20 

minutos. Em seguida foi adicionada 4 mL de água com etanol (1:1). As soluções foram 

completamente misturadas e a absorbância medida em 570 nm. Como branco utilizou-se 

água, para cada batelada de determinação. Os teores de NBM são obtidos pela diferença 

entre a quantidade de compostos ninidrina (amônio, aminoácidos, proteínas e peptídeos) 

extraídos por 0,5 M de K2SO4 das amostras fumigadas e não-fumigadas (BROOKES; 

JOERGENSEN, 1990). 

 

2.3.3.3 Diversidade metabólica (Biolog) 

 

 Para avaliação da diversidade metabólica da microbiota do solo, foram utilizadas as 

amostras do experimento 1, de todos os tratamentos, na linha e entrelinha de plantio, e duas 

profundidades. 

 À uma alíquota de 10 g de solo das subamostras 0-10 e 10-20 cm, foi adicionado a 

erlenmeyer contendo 190 mL de uma solução salina (NaCl 0,85%) esterilizada. Essas 

suspensões foram agitadas por 25 minutos em agitador orbital (Tecnal TE-420), a 200 rpm 

e temperatura ambiente. Após 4 minutos de decantação, o sobrenadante foi transferido para 

tubo esterilizado e centrifugado a 6300g por 20 minutos a 4 oC. O sobrenadante foi 

descartado e o pelete resuspendido em 20 mL de solução salina. Após 2 horas de 

decantação, à temperatura ambiente, alíquotas de 120 µL do sobrenadante, contendo 103 a 

104 células bacterianas por mL, determinado pelo método do número mais provável (NMP) 
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(ANDRADE; HAMAKAWA, 1994), foram adicionadas às cavidades das microplacas 

Biolog ECO (Biolog Inc., Hayward, Califórnia). Para cada amostra foi utilizada uma 

microplaca. Cada microplaca Biolog contém 31 fontes de C (Tabela 2), em triplicata, e 1 

cavidade sem nenhuma fonte de C (controle negativo com água), além do corante indicador 

tetrazólio violeta. As placas foram incubadas a 28 oC por 48 horas. O crescimento 

microbiano, avaliado pelo aumento da absorbância, foi determinado por espectrofotometria 

a 590 nm, utilizando-se um leitor de microplacas (Microplate Reader Benchmark, Biorad).  

A utilização de uma fonte de C foi considerada positiva quando o índice de 

desenvolvimento da cor (WE) foi maior do que 100, de acordo com Ibekwe e Kennedy 

(1998), sendo que: 

WE = [(WA - WO) / WO] X 100 

Onde, 

WE = índice de desenvolvimento da cor; 

WA = absorbância de cada cavidade; 

WO = absorbância da cavidade controle. 

 A média dos índices de desenvolvimento de cor (MDCC), por placa, foi calculada 

de acordo com Garland & Mills (1991): 

 MDCC = ∑( WA - WO) / n 

Onde, 

MDCC = índice de desenvolvimento de cor médio; 

WA = absorbância de cada cavidade; 

WO = absorbância da cavidade controle; 

n = número de substratos. 

 O Metabolismo Heterotrófico Médio (MHM), para cada fonte de C, foi calculado de 

acordo com Garland (1996). O índice de diversidade de Shannon (H), que compreende 

tanto a riqueza de substratos como a intensidade com que os substratos são usados pela 

microbiota, foi calculado de acordo com Zak et al. (1994) utilizando-se a equação: 

 H = ∑pi (ln pi) 

Onde, 

H = índice de diversidade de Shannon; 
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pi = razão entre a atividade de utilização de determinado substrato e a atividade de 

utilização de todos os substratos. 

 A riqueza de substratos (SS) foi determinada através do numero total de substratos 

utilizados (WE>100) pela comunidade microbiana do solo. A equitabilidade de substratos 

(E), que mede a uniformidade de utilização de um substrato em relação ao número de 

substratos utilizados pela microbiota, foi calculada de acordo com a equação: 

 E = H / lnSS 

Onde,  

E = equitabilidade; 

SS = é a riqueza de substratos; 

H = índice de diversidade de Shannon. 

 
Tabela 2 - Fontes de C contidas nas microplacas Biolog. Categorização dos substratos de C de acordo com 

Insam (1997) 
 

Polímero   
Glicogênio Tween 40 Tween 80 
α-Ciclodextrina   
Carboidrato   
D-Celobiose i-Eritritol α-D-Lactose 
β-Metil-D-Glicosídeo D-Xilose D-Manitol 
N-Acetil-D-Glicosamina Ácido D-Galacturônico γ-Lactona  
Ácido Carboxílico   
Ácido γ-Hidroxibutírico Ácido Itacônico Ácido α-Cetobutírico 
Ácido D-Glicosamínico Ácido D-Galacturônico Ácido D-Málico 
Éster Metílico do Ácido Pirúvico   
Aminoácido   
L-Serina L-Arginina L-Asparagina 
L-Feninalalanina L-Treonina Ácido Glicil-L-Glutâmico
Fenólico   
Ácido 2-Hidroxibenzóico Ácido 4-Hidroxibenzóico  
Amina / Amida   
Feniletilanina Putrescina  
Miscelânia   
D,L-α-Glicerol fosfato Glicose-1-fosfato  
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2.3.3.4 Análises da estrutura das comunidades de Bacteria por PCR-DGGE 

 

2.3.3.4.1 Extração do DNA total do solo 

 

O DNA total do solo foi extraído de amostras da camada 0-10 cm, nos dois 

experimentos. Para extração do DNA foi utilizado o Kit FastDNA Spin For Soil (MP 

Biomedicals, Irvine, CA, USA). Em microtubos contendo granada finamente moída, foi 

adicionado 0,5 g de terra, 978 µL de tampão fosfato e 122 µL de tampão MT. Os tubos 

foram agitados por 30 s a 4 m s-1 em um homogeneizador FP120 FastPrep Cell Disruptor 

(MP Biomedicals, Irvine, CA, USA). Em seguida os microtubos foram centrifugados por 1 

minuto a 13000 g. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo de 1,5 mL. A essa 

suspensão adicionou 250 µL de tampão PPS e agitaram-se os microtubos 10 vezes por 

inversão. Os microtubos foram centrifugados por 10 minutos a 13000 g e o sobrenadante 

coletado e transferido para um tubo de 15 mL (Falcon). Ao sobrenadante foi adicionado 1 

mL de matriz de ligação, agitaram-se os tubos durante 2 minutos por inversão. Em seguida, 

os tubos foram colocados em suporte por 3 minutos para decantar a matriz de ligação. A 

matriz de ligação foi transferida para um filtro acoplado a um microtubo (Spin Filter) e 

centrifugada por 2 minutos a 13000 g. A matriz foi lavada com 500 µL de solução SEWS-

M, e o filtro centrifugado duas vezes por 2 minutos a 13000 g. Após 5 minutos de 

incubação á temperatura ambiente, adicionou-se 50 µL de água ultrapura ao filtro e 

centrifugou-se por mais 2 minutos a 13000 g. A suspensão de DNA foi transferida para um 

microtubo limpo e o DNA foi quantificado por densitometria, após eletroforese em gel de 

agarose 1% e comparação com o padrão de massa (Low DNA Mass Ladder - Invitrogen, 

São Paulo, Brasil). 

 

2.3.3.4.2 Amplificação de fragmentos do gene rRNA 16S 

 

 Foram selecionadas as amostras da linha de plantio, nos dois experimentos, na 

camada 0-10 cm, para a amplificação por PCR. Para o experimento 1 foram utilizadas as 

amostras de terra sob a cultivar SP80-1842. No experimento foram avaliados todos os 

tratamentos.  
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A amplificação da região V3 do gene rRNA 16S de Bacteria, foi feita em solução 

contendo: 2,5 µL de tampão para PCR 10X, 0,2 mM dNTP, 3 mM de MgCl2, 1U de Taq 

DNA polimerase recombinante (Invitrogen), 20 ng de DNA total, 25 pmol dos 

oligonucleotídeos iniciadores PRBA338fgc (5’ CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC 

GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG 3’) e 

PRUN518r (5’ ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’) (ØVREÅS et al., 1997), e água 

ultrapura esterilizada para um volume final de 25 µL. A amplificação foi realizada em um 

termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) nas seguintes condições: desnaturação 

inicial por 5 minutos a 95º C, 30 ciclos de desnaturação por 1 minuto a 92º, anelamento por 

1 minuto a 55º C, extensão por 1 minuto a 72º C e extensão final por 10 minutos a 72º C. 

Os produtos da reação de amplificação (amplicons) foram separados através de 

eletroforese em gel de agarose 1% (TBE 0,5X – gel e tampão de corrida). O DNA foi 

visualizado por coloração com SYBR- Green1 (Molecular Probes) utilizando luz 

ultravioleta. Como padrão de tamanho e quantidade de DNA foi utilizado o marcador Low 

DNA Mass Ladder (Invitrogen). 

 

2.3.3.4.3 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) 

 

A Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante, para os dois experimentos, foi 

feita para as amostras selecionadas para a reação de amplificação por PCR do item 

2.3.3.4.2. 

Os amplicons do rDNA 16S foram separados por DGGE. Os géis de acrilamida 

(37,5: 1; m:m) 8%, foram preparados com gradiente desnaturante 15% a 55%, usando uma 

solução desnaturante 100% (7M uréia e 40% formamida) e uma solução 0% (sem uréia e 

formamida) (ØVREÅS et al., 1997). A eletroforese foi realizada a 60 oC e 200 V constantes 

por 3 horas, em um sistema DCode (BioRad), utilizando-se solução tampão 0,5X TAE. 

Após a eletroforese, o gel foi imerso em solução de ácido acético 10% por 10 min, metanol 

50% por 10 min e SYBR-Green I (Molecular Probes) 1:10000 (v:v) por 30 min, utilizando-

se um agitador horizontal. Entre cada solução o gel foi lavado 3 vezes com água por 5 min. 

A imagem do gel foi capturada por varredura, utilizando-se um densitômetro à laser 

FluorImager e o programa Fragment Analysis (Amersham Biosciences). 
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2.3.3.4.4 Análise de comunidades de Bactérias oxidadoras de amônio (AOB) através 

do seqüenciamento de clones do gene rRNA 16S 

 

Essa análise foi realizada apenas no experimento 2, em função da adubação com N. 

 

2.3.3.4.5.1 Seleção das amostras 

 

 Para a construção das bibliotecas de clones do gene rRNA 16S de AOB, foram 

selecionadas amostras do experimento 2, na camada 0-10 cm, na linha de plantio, nos 

tratamentos sem aplicação de N e 80 Kg ha-1 de N. Essas amostras foram selecionadas pelo 

fato do adubo nitrogenado (Uréia) ter sido aplicado na linha de plantio, e o tratamento com 

aplicação de 80 de N Kg ha-1, pois essa á a dose normalmente usada em plantações 

comerciais de cana-de-açúcar. Como controle foi avaliado também o tratamento sem 

aplicação de N. Foram construídas oito bibliotecas de clones do gene rRNA 16S. O DNA 

total das amostras de terra selecionadas foi extraído utilizando-se o kit FastDNA Spin for 

Soil (MP Biomedicals, Irvine, CA, USA), conforme descrito no item 2.3.3.4.1. 

 

2.3.3.4.5.2 Amplificação de fragmentos do gene rRNA 16S 

 

 Para a amplificação de fragmentos do gene rRNA 16S do grupo de AOB, foram 

utilizadas amostras compostas das quatro parcelas nos tratamentos sem aplicação de N e 80 

Kg de N ha-1. Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a amplificação foram: CTO 

189f (5’ GGA GRA AAG CAG GGG ATC G 3’) e CTO 654r (5’ CTA GCY TTG TAG 

TTT CAA ACG C 3’) (KOWALCHUK et al., 1997). A amplificação foi realizada em um 

termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) nas seguintes condições: desnaturação 

inicial por 4 minutos a 94°C, 30 ciclos de desnaturação por 30 segundos a 94°C, 

pareamento por 30 segundos a 55°C,extensão por 45 segundos a 72°C (com o tempo 

aumentando um segundo/ciclo); e uma extensão final de 15 minutos a 72°C. A solução para 

reação de PCR e a quantificação dos produtos da reação de amplificação foram as mesmas 

utilizadas para a amplificação do gene rRNA 16S de Bacteria. 
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2.3.3.4.5.3 Purificação dos amplicons 

 

 Os amplicons resultantes da amplificação por PCR foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose 1% (TBE 0,5 X) e visualizados por coloração com SYBR-

Green I (Molecular Probes). Os amplicons foram purificados com  o kit GFX PCR DNA 

and Gel Band Purification (GE Healthcare), conforme instruções do fabricante. 

 As bandas de DNA foram excisadas do gel de agarose e colocadas em microtubo de 

1,5 mL, adicionando-se 1 µL de uma solução tampão de captura (GE Helthcare) por mg de 

gel. O microtubo foi agitado vigorosamente em vortex e incubado a 60oC até que a agarose 

estivesse completamente dissolvida. Após a dissolução  total da agarose, a amostra foi 

centrifugada por 30 segundos a 12.000 g e incubada a temperatura ambiente durante 10 

minutos. Cerca de 300 µL da amostra foi transferido para a coluna de purificação, incubada 

durante 10 minutos a temperatura ambiente, e centrifugada por 30 segundos a 12.000 g. 

Este processo foi então repetido com o volume restante da amostra. O líquido que passou 

pela coluna durante a centrifugação foi descartado e adicionou-se à coluna 500 µL de 

tampão de lavagem (GE Healthcare), seguido de uma incubação durante 10 minutos a 

temperatura ambiente, e centrifugação por 30 segundos a 12.000 g. A coluna foi então 

transferida para um microtubo de 1,5 mL. Para eluição do DNA adicionou-se 50 µL de TE 

pH 8,0 diretamente na matriz da coluna, incubando-se por 10 minutos, e em seguida 

centrifugou-se por 30 segundos a 8.000 g. O DNA recuperado no microtubo foi novamente 

centrifugado por 90 segundos a 8.000 g, para remover a resina remanescente. A solução de 

DNA foi então transferida para novo microtubo de 1,5 mL. A qualidade do DNA foi 

determinada após eletroforese em gel de agarose 1% (TBE 0,5 X) e coloração com SYBR-

Green I (Moleculat Probes). O marcador de massa Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) foi 

utilizado como padrão de tamanho e quantidade de DNA. 

 

2.3.3.4.5.4 Clonagem dos amplicons do gene rRNA 16S 

 

 Os amplicons do gene rRNA 16S purificados foram clonados no vetor pGEM-T 

Easy Vector (Promega), segundo as instruções do fabricante. A reação de ligação dos 
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amplicons ao plasmídeo pGEM-T Easy foi feita utilizando-se tampão de ligação rápida 1X 

(30 mM de Tris-HCl pH 7,8, 10 mM de MgCl2, 10 mM de DTT, 1 mM de ATP e 5% de 

polietileno glicol) e 3 U de T4 DNA ligase. A solução foi incubada a 4oC durante toda a 

noite. No dia seguinte, células competentes de E. coli DH5α foram transformada por 

choque térmico utilizando-se  o produto da reação  de ligação descrita. As células 

transformadas foram plaqueadas em meio Luria-Bertani (LB) – ágar contendo ampicilina 

(40 µg mL-1) e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactose; 20 µg mL-1), e colônias 

contendo o plasmídeo recombinante selecionadas. As bactérias contendo o plasmídeo 

recombinante foram cultivadas em 1 mL de meio CircleGrow (CG) líquido contendo 

ampicilina (50 µg mL-1) a 38 oC, sob agitação horizontal a 300 rpm (agitador horizontal 

INOVA 4300), durante 22 horas. 

 

2.3.3.4.5.5 Extração do DNA plasmidial 

 

 Após o cultivo das bactérias contendo o plasmídeo recombinante em microplacas, 

as suspensões celulares foram centrifugadas por 6 minutos a 4.000 g, a 20 oC. O 

sobrenadante foi descartado, e o pélete obtido foi lavado com 240 µL de uma solução 

tampão contendo 25 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0) e 50 mM de glicose, 

centrifugado a 20oC por 6 minutos a 4.000 g. Após descarte do sobrenadante, foi 

adicionado 80 µL da solução tampão, e em seguida, as células foram ressuspendidas por 

agitação. Para uma microplaca de fundo “U” contendo 1 µL de RNAse em cada cavidade 

(10 mg mL-1) foram transferidos 60 µL de cada suspensão de células. Em cada poço da 

placa foram adicionados 60 µL da solução de lise (NaOH 0,2 N e SDS 1%), a placa foi 

selada, a suspensão homogeneizada por inversão e incubada a temperatura ambiente por 10 

minutos. Em seguida, foram adicionados 60 µL de solução contendo 3M de acetato de 

potássio, 10% de ácido acético glacial, misturando por inversão. A placa foi mantida por 10 

minutos a temperatura ambiente, e então incubada aberta em estufa a 90oC por 30 minutos. 

Após esse tempo a placa foi resfriada em gelo por 10 minutos e centrifugada por 4 minutos 

(4.000 g, 20oC). o sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 poços  Millipore 

(MAGV N22) fixada sobre uma placa de fundo “V” de 250 µL, e o conjunto centrifugado 

(sem a tampa) por 4 minutos a 4.000 g a 4 oC. Ao filtrado adicionou-se 110 µL de 
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isopropanol gelado e em seguida centrifugou-se por 45 minutos a 4.000 g  a 4 oC. O 

precipitado de DNA foi então lavado com 180 µL de etanol 70%. Centrifugou-se 

novamente a 4.000 g por 5 minutos a 4 oC. Após o descarte do sobrenadante, inverteu-se a 

placa sobre papel absorvente e centrifugou-se por 1 minuto a 900 g a 4 oC. Após secar 

durante 1 hora a temperatura ambiente, o DNA foi resolubilizado em 80 µL de água 

ultrapura estéril, durante toda a noite, e armazenado a -20 oC. O DNA foi quantificado 

através de espectrofotometria a 260 nm, e sua integridade determinada por eletroforese em 

gel de agarose 1% (TBE 0,5 X). 

 

2.3.3.4.5.6 Seqüenciamento dos clones do gene rRNA 16S 

 

 Para o seqüenciamento dos clones do gene rRNA 16S utilizou-se 200-500 ng de 

DNA plasmidial, 10 pmol do iniciador M13f (5’ GTA AAA CGA CGG CCA G 3’), 2 µL 

de DYEnamic ET Terminator (GE Healthcare), 2 µL de solução tampão Save Money (200 

mM Tris-HCl pH 9,0 e 5 mM MgCl2.6H2O) e água ultrapura para um volume final de 10 

µL. A amplificação por PCR foi realizada em um termociclador Mastercycler Gradiente 

(Eppendorf), com as seguintes condições: 25 ciclos de 20 segundos a 95 oC, 15 segundos a 

50 oC e 1 minuto a 60 oC. Os produtos de PCR foram precipitados com 1/10 de volume de 

uma solução de acetato de sódio 1,5 M e EDTA 250 mM e 6 volumes de etanol 95% 

gelado. As suspensões foram centrifugadas a 4.000 g por 45 minutos, e o pélete lavado com 

etanol 70%, a temperatura ambiente. O pélete foi seco no escuro por no mínimo 2 horas, 

ressuspendido em formamida e desnaturado e 96oC por 5 minutos. O seqüenciamento foi 

realizado em um seqüenciador capilar automático ABI 3100 (Applied Biosystems), de 

acordo com as recomendações do fabricante. 

 

2.3.4 Análises estatísticas 

 

A análise univariada dos dados foi realizada pelo método dos quadrados mínimos 

(PROC GLM-SAS, 2002), considerando o delineamento inteiramente casualizado em 

esquema fatorial (2 manejos x 3 variedades) no experimento 1 e blocos casualizados no 

experimento 2. Foi utilizado o teste ANOVA (p<0,05) e o teste de Tukey-Kramer para 
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comparações múltiplas de médias (p<0,05). Os dados de CBM e NBM foram 

transformados para log x e os de MDCC e H foram transformados para x0,5, para 

normalização. Visando discriminar as amostras de manejos sem e com queima da cana-de-

açúcar, os dados químicos e de consumo de fontes de C no Biolog foram analisados através 

da análise discriminante do programa Systat 11. 

Para determinar a influência das variáveis ambientais na variância da utilização das 

fontes de C pela microbiota do solo sob cana-de-açúcar (A590) foi feita uma análise de 

redundância canônica (RDA), utilizando-se o programa “Canoco for windows 4.5”, com 

transformação dos dados para log x. A RDA é baseada na análise de componentes 

principais (PCA), porém, ao contrário desta, a ordenação das amostras é condicionada 

diretamente pelas variáveis ambientais. Assim, permite medida direta da relação entre as 

variáveis ambientais e os dados multivariados. Para eliminar a colinearidade de dados e 

selecionar as variáveis que melhor explicam de forma significativa a variabilidade dos 

mesmos, utilizou-se "Forward selection" na RDA. 

A similaridade entre as estruturas das comunidades bacterianas foi determinada com 

base na presença ou ausência de amplicons detectados após DGGE. O agrupamento 

hierárquico foi realizado por meio do programa Systat 11, com base em matrizes de 

similaridade geradas pelo método de concordância simples (“simple matching”), 

utilizando-se o algoritmo de Ward e a distância euclidiana como unidade de medida. Com 

os dados de ausência e presença de amplicons após DGGE, também se fez uma análise de 

coordenadas principais (PCoA), utilizando o índice de similaridade de Jaccard para se 

calcular as coordenadas em um espaço de ordenação. As coordenadas calculadas pela 

PCoA foram utilizadas na RDA com o objetivo de relacionar esses dados com as variáveis 

ambientais. 

As seqüencias foram processadas com o programa PHRED (EWING; GREEN, 

1998) para a remoção de bases com baixa qualidade (parâmetro de qualidade > 20) e 

seqüências do vetor. 

 Para a afiliação filogenética das seqüências do gene rRNA 16S utilizou-se o 

programa RDPquery (COLE et al., 2007) o qual compara as seqüências com as seqüências 

depositadas no Ribosomal Database Project (COLE et al., 2007) e baseado na distância 
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evolutiva entre as seqüências que serão classificadas e aquelas de maior similaridade no 

banco de dados, define possível classificação em diferentes níveis taxonômicos.  

  Para o agrupamento em unidades taxonômicas operacionais (UTOs) foi utilizado o 

programa DOTUR (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005). Para tanto, utilizou-se uma 

matriz de distância evolutiva calculada com o DNADIST (algoritmo de Jukes-Cantor) do 

PHYLIP 3.63 (FELSENSTEIN, 2007), a partir do alinhamento feito no ClustalX 1.83 

(GARRITY et al., 2001), com definições de parâmetros padrão, exceto “gap-opening 

penalty” (10.0) e “gap-extension penalty” (0.1). 

 Os números de UTOs e de seqüências de cada UTO foram computados e utilizados 

com o programa SPADE para o cálculo dos índices de diversidade de Shannon e a 

recíproca do índice de Simpson, bem como para a estimativa de riqueza de espécies pelos 

métodos não-paramétricos ACE e Chao1 (CHAO; CHEN, 2007), além da estimativa da 

cobertura de amostragem. 

 A comparação entre as bibliotecas de seqüências do gene rRNA 16S foi feita 

utilizando-se o programa S-LIBSHUFF (SINGLETON et al., 2001) após o alinhamento das 

seqüências e cálculo das matrizes de distâncias evolutivas conforme descrito acima. 

 

2.4 Resultados e Discussão 

 

2.4.1 Experimento 1 

 

O uso ou não da prática da queima previamente à colheita da cana-de-açúcar pode 

mudar o equilíbrio do agrossistema por ser capaz de, entre outras coisas, alterar o 

metabolismo e a estrutura da comunidade microbiana e, assim, afetar alguns processos do 

ambiente. Utilizando-se Biolog e PCR-DGGE, foram avaliados o perfil metabólico 

microbiano e a estrutura das comunidades bacterianas, em solo com e sem queima antes da 

colheita da cana-de-açúcar com variáveis do solo e a produtividade de cana-de-açúcar. 
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2.4.1.1 Produção de colmos por hectare 

 

Apesar do maior aporte de material orgânico sobre o solo na forma de palhada, o 

qual pode variar de 7 a 15 Mg.ha-1.ano-1 na colheita sem queima prévia (CAMPOS, 2003), 

a produtividade de cana-de-açúcar não diferiu estatisticamente (p>0,05) entre os dois 

manejos de colheita, entre as variedades ou interações dos fatores manejo e variedade, após 

a primeira colheita da lavoura (Tabela 3). 

Tal resultado pode ser devido ao pouco tempo após a colheita, sendo que a palhada 

ainda estava sobre o solo na época de amostragem. Por isso, parte do C não havia sido 

incorporada à matéria orgânica do solo após 84 dias da colheita, uma vez que não foi 

observada diferença no teor de C do solo entre o cultivo com e sem queima prévia da cana-

de-açúcar (Tabela 3). Além do teor de C, a maioria das variáveis químicas também não 

respondeu aos tratamentos de manejo de colheita. Mudanças na produtividade também não 

foram encontradas no primeiro corte da cana-de-açúcar em um ensaio de longa duração, em 

que Resende et al. (2006) mostraram que aumentos na produtividade de cana-de-açúcar 

com queima em relação à sem queima apareceram somente na terceira colheita de um ciclo 

de produção de sete cortes e a partir da segunda colheita no segundo ciclo de seis cortes. 

Segundo os autores, as diferenças de produtividade dos dois manejos foram maiores no 

segundo ciclo, indicando que essas diferenças devem-se ao efeito cumulativo do aporte de 

material orgânico no solo ao longo dos anos, a partir do primeiro ciclo. 

 

Tabela 3 - Produção de colmos, em ton.ha-1, das três variedades de cana-de-açúcar sob os dois manejos de 
colheita 

Variedade Manejo Média Sem queima Com queima 
SP813250 135,0 134,1 134,6 
SP801842 122,6 143,5 133,0 
RB72454 124,7 138,4 131,5 
Média 127,4 138,6 133,0 
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2.4.1.2 Atributos químicos do solo 

 
Dos atributos químicos avaliados do solo, os teores de Al, B, Cu, Zn e a saturação 

da CTC por Al (m) e saturação por Mg (%Mg), foram os que apresentaram diferenças 

significativas entre os manejos de colheita avaliados (Tabela 4 e 5). Desses, todos tiveram 

valores superiores no solo sob a cana-de-açúcar com colheita sem queima, com exceção do 

teor de B, o qual foi maior no solo sob manejo de colheita com queima. Os teores de C 

orgânico no solo não diferiram entre os dois manejos de colheita.  
 

Tabela 4 - Variáveis químicas do solo para a profundidade de 0-20 cm sob dois manejos de colheita de cana-
-de-açúcar 

Variável Manejo de Colheita(a)

Mecanizada Manual 
pH 5,76 5,61 
H+Al (mmolc.kg-1) 15,89 16,15 
Al* (mmolc.kg-1) 0,99 a 0,74 b 
Ca (mmolc.kg-1) 14,04 13,72 
Mg (mmolc.kg-1) 6,44 5,67 
K (mmolc.kg-1) 2,62 2,78 
Na (mmolc.kg-1) 0,20 0,15 
P* (mg.kg-1) 10,28 a 8,17 b 
B* (mg.kg-1) 0,291 b 0,361 a 
Cu* (mg.kg-1)  0.229 a 0,118 b 
Fe (mg.kg-1) 17,26 12,41 
Mn (mg.kg-1) 6,51 6,68 
Zn* (mg.kg-1) 0,167 a 0,100 b 
C-org1 (g.kg-1) 6,24 6,24 
S total (g.kg-1) 0,057 0,038 
N total (g.kg-1) 0,464 0,472
CTC2 (mmolc.kg-1) 39,20 38,47 
V3 (%) 58,71 57,40 
Ca saturation4 (%) 35,62 35,46 
Mg saturation*, 4 (%) 16.40 a 14,67 b 
K saturation4 (%) 6,69 7,27 
Na saturation4 (%) 0,52 0,39 
Al*, 4, (%) 2,53 a 1,93 b 

(a) – Os valores apresentados para os dois manejos são médias de três repetições. 
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Tabela 5 - Teste de F na análise da variância para Manejo, Variedade, Interação Manejo x Variedade e 
Profundidade, segundo as variáveis químicas do solo, do perfil metabólico em cana-de-açúcar 

 Causas de variação 

Variáveis Manejo Variedade Manejo x 
Variedade 

Profundidade  
(0-10cm e 10-20cm) 

PH ns ns ns  
H+Al (mmolc.kg-1) ns ns ns  
Al (mmolc.kg-1) * ns ns  
Ca (mmolc.kg-1) ns ns ns  
Mg (mmolc.kg-1) ns ns ns  
K (mmolc.kg-1) ns ns ns  
Na (mmolc.kg-1) ns * ns  
P (mg.kg-1) ns ns ns  
B (mg.kg-1) ** ns ns  
Cu (mg.kg-1)  ** ns ns  
Fe (mg.kg-1) ns ns ns  
Mn (mg.kg-1) ns ns ns  
Zn (mg.kg-1) * ns ns  
C orgânico (g.kg-1) ns ns *  
CTC (mmolc.kg-1) ns ns ns  
Saturação por bases (V%) ns ns ns  
Saturação por Ca (%) ns ns ns  
Saturação por Mg (%) * ns ns  
Saturação por K (%) ns ns ns  
Saturação por Na (%) ns ns ns  
Saturação por Al (%) * ns ns  
ns – não significativo. * Significativo - p < 0.05 e ** Significativo- p < 0.01 

 
 

 

2.4.1.3 Biomassa microbiana 

 
Os níveis de CBM do solo não diferiram estatisticamente entre os tratamentos sob 

manejo de colheita, sem queima e com queima, e entre as variedades (p>0,05) (Figuras 5 e 

6). A interação manejo x variedade também não alterou significativamente a concentração 

de CBM do solo. 
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Figura 5 - CBM em solo sob cana-de-açúcar com manejo de colheita sem queima (SQ) e com queima (CQ) 

prévia à colheita nas variedades SP813250, SP801842 e RB72454 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 - CBM em solo sob a linha ou entrelinha de plantio de cana-de-açúcar com manejo de colheita 

mecanizado e manual 
 
Os níveis de CBM do solo não diferiram entre os tratamentos sob manejo de 

colheita sem queima e com queima, tendo as médias sido de 247,60 mg.kg-1 e 203,35 

mg.kg-1, respectivamente. Os solos sob as variedades de cana-de-açúcar também não 

apresentaram diferença estatística entre si para os níveis de CBM. Houve diferença 

significativa apenas em relação ao local de amostragem, no qual as amostras coletadas na 

entrelinha de plantio apresentaram média de CBM (263,25 mg.kg-1) maior do que as 

amostras coletadas na linha (187,7 mg.kg-1). 

O maior teor de CBM na entrelinha de plantio ocorreu provavelmente pelo fato da 

presença de raízes de mais de uma planta de cana-de-açúcar, as quais acabam liberando 

uma maior quantidade de exudatos, uma vez que, os microrganismos respondem a grande 

variedade de compostos orgânicos liberados pelas raízes das plantas como açúcares, 

aminoácidos, vitaminas e polissacarídeos (GARBEVA; VAN VEEN; VAN ELSAS, 2004). 
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2.4.1.4 Diversidade metabólica da microbiota 

 
Os valores da atividade microbiana, e da diversidade metabólica, expressos como 

MDCC, Ss, H e E, não diferiram estatisticamente entre as duas profundidades avaliadas. 

Porém, foram diferentes significativamente entre os dois manejos e na interação 

manejo*variedade (Tabela 6). Nos tratamentos com manejo de colheita com queima, a 

MDCC (0,59), Ss (22,9) e H (3,10) foram, respectivamente, 47,5 %, 29,4 % e 5,8 % 

superiores aos tratamentos com manejo de colheita sem queima (MDCC = 0,40, Ss = 17,7 e 

H = 2,93) (Tabela 7). No entanto, o valor da Equitabilidade foi 6,0 % superior no manejo 

sem queima (E = 1,05) em relação ao com queima prévia (E = 0.99). 

Os valores de MDCC e Ss foram maiores sob a variedade RB72-454 em 

comparação com as outras duas variedades no manejo sem queima prévia a colheita. 

Quando se comparam as interações de manejo de colheita com as variedades, com a 

mudança no manejo de colheita há uma maior mudança na MDCC, Ss, H e E no solo sob a 

variedade SP80-1842, onde existe diferença significativa para os 4 índices (Tabelas 6 e7), 

sendo que para MDCC, Ss e H, os valores foram superiores no manejo com queima. 

 
Tabela 6 - Teste de F na análise da variância para Manejo, Variedade, Interação Manejo x Variedade e 

Profundidade, segundo o perfil metabólico em cana-de-açúcar 
 Causas de variação 

Variáveis Manejo Variedade Manejo x 
Variedade 

Profundidade  
(0-10cm e 10-20cm) 

MDCC ** ** ** ns 
SS ** ** ** ns 
H ** ns ** ns 
E ** ns ** ns 
ns – não significativo e ** Significativo- p < 0.01 
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Tabela 7 - AWCD, Riqueza (Ss), Diversidade de Shannon (H) e Equitabilidade (E) de utilização de 
substratos das placas de Biolog® da comunidade microbiana edáfica sob diferentes variedades 
de cana-de-açúcar e dois manejos de colheita 

Manejo*Variedade MDCC SS H E 
 SP81-3250 0,30 bc 16,5 b 2,86 ab 1,03 ab 

sem queima SP80-1842 0,23 c 13 b 2,79 b 1,13 a 

 RB72-454 0,66 a 23,7 a 3,13 a 0,99 b 

 SP81-3250 0,56 ab 22 a 3,07 a 0,99 b 

com queima SP80-1842 0,62 a 24,3 a 3,13 a 0,98 b 

 RB72-454 0,60 ab 22,3 a 3,09 a 1 b 
Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

Na análise do perfil metabólico, deve-se considerar que o tempo de incubação pode 

ser pouco para haver crescimento visível em populações diluídas, indicando falsos 

positivos, e que as populações que crescem podem ser resultado de algumas poucas 

populações capazes de crescer em substratos particulares. Apesar dos problemas do cultivo 

de microrganismos, o método Biolog é uma ferramenta de comparação útil, porque revela 

diferenças consideráveis nos padrões de utilização de substratos causados por diferentes 

usos da terra (ZAK et al., 1994; GRAHAM; HAYNES, 2005). 

Nesse trabalho, a equitabilidade (E), que mede a distribuição da quantidade utilizada 

de cada substrato pela microbiota, foi maior para o solo sob manejo sem queima prévia. No 

entanto, a queima prévia à colheita estimulou a capacidade (H) e a diversidade metabólica 

(Ss) microbiana do solo em relação à área de colheita sem queima (Tabela 03), apesar de 

existirem trabalhos que indicam diminuição da atividade e diversidade metabólica em solo 

que sofreram queima em sua vegetação (GRAHAM; HAYNES, 2005). Porém, esses 

autores avaliaram solo sob um experimento de longa duração, com vários anos de cultivo 

de cana-de-açúcar com ou sem queima antes da colheita. É possível que o resultado 

apresentado aqui, de maiores atividades e diversidades metabólicas microbianas sob cana-

de-açúcar com queima, seja algo transiente. Andersson et al. (2004), estudando o efeito da 

queima na vegetação de savanas na África, observaram um maior teor de CBM (52%) e 

maior respiração basal (20%) nas parcelas com queima em relação às sem queima, 12 dias 

após a queimada, diminuindo os valores com o tempo.  

Foram observadas, também, respostas diferentes no metabolismo microbiano 
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(MDCC, SS, H e E) no solo de acordo com a variedade da cana-de-açúcar no manejo de 

colheita sem queima prévia (Tabelas 6 e7). Isso pode ser em decorrência de diferenças nos 

exsudatos ou no desenvolvimento das raízes, o que estimularia populações diferentes dentro 

das comunidades microbianas do solo. Indicações de que a composição e diversidade 

funcional microbiana foram influenciadas pela variedade vegetal também foram verificadas 

por Dunfield e Germida (2001), por meio da análise da composição de ácidos graxos e da 

utilização de substratos de C em rizosfera e raízes de Brassica spp. Maloney et al., (1997) 

sugerem que as diferenças na relação de bactérias oligotróficas e copiotróficas na rizosfera 

de tomate e a de alface são reflexos das diferenças qualitativas dos exsudatos ou, então, 

deve-se à morfologia das raízes. 

 
2.4.1.5 Análises por métodos multivariados 

 
Na análise discriminante das amostras de terra com as variáveis químicas no solo, 

ou com o consumo das fontes de C do Biolog não houve separação entre as amostras dos 

manejos com e sem queima. Segundo o teste de Wilks’lambda na análise discriminante, 

não houve diferenças significativas entre os manejos utilizando qualquer dos conjuntos de 

dados.  

Buscando a melhor explicação da variabilidade de utilização de fontes de C pela 

microbiota, realizou-se uma Detrended Correspondence Analysis (DCA), feita no programa 

“Canoco for windows 4.5”. Pela DCA, o comprimento do gradiente no eixo 1 foi menor 

que 3, indicando que a reposta é linear e, portanto, foi determinada a aplicação de RDA.  

Quanto à utilização de fontes de C pela microbiota edáfica, os parâmetros 

selecionados com Forward selection na RDA que se relacionam e explicam 

significativamente a variabilidade dos dados são os teores de CO, de P e de B. Com essas 

três variáveis há explicação de 24,3 % da variabilidade dos dados e sugere-se separação das 

amostras de terra sob manejo de colheita sem queima daquelas sob manejo com queima 

(Figura 02). Dos 24,3 % da variabilidade explicada pela análise, 16,4 % é explicada pelo 

eixo 1 e 5,6 % é explicada pelo eixo 2. Pelo teste de Monte-Carlo, o primeiro eixo foi 

significativo (P = 0,013), assim como a soma de todos os eixos canônicos (P = 0,047), 

indicando que as variáveis eleitas CO, P e B no solo têm uma influência significativa na 

utilização de fontes de C. As amostras de terra sob cana-de-açúcar sem queima prévia à 
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colheita se relacionam a maiores teores de P no solo, enquanto as amostras de terra sob 

manejo de colheita com queima estão relacionadas a maiores teores de B no solo. 

O eixo 1 não separa as amostras entre os dois manejos, mas a maioria das amostras 

do manejo sem queima se encontra na parte positiva, enquanto a maioria das amostras do 

manejo com queima está parte negativa do primeiro eixo. Já o segundo eixo da RDA separa 

mais do que o primeiro as amostras entre os dois manejos. Das 9 amostras do manejo sem 

queima, 6 estão na parte positiva do eixo 2, enquanto que 7 das 9 amostras do manejo com 

queima estão na parte negativa desse eixo. O centróide das amostras do manejo de colheita 

sem queima está nas partes positivas dos eixos 1 e 2, enquanto o centróide das amostras do 

manejo com queima se encontra nas partes negativas dos dois eixos (Figura 7). 

Considerando isso e a distribuição das amostras no gráfico da Figura 7, as amostras sem 

queima estão associadas ao maior consumo de Tween40, Tween80, d,l-α-glicerol fosfato, 

ácido d-galacturônico, d-manitol, l-treonina, ácido γ-hidroxibutírico, d-xilose, ácido d-

glicose, l-eritritol, ciclodextrina, β-metil-d-glicosídeo e ácido 2-hidroxibenzóico. As 

amostras com queima se relacionam a maior consumo de n-acetil-d-glicosamina, α-d-

lactose, l-arginina, ácido d-galacturônico, d-malico, d-celobiose, ácido d-glicosamínico, 

ácido itacônico, e feniletilamina, l-fenilalanina, l-serina, glicose-1-fosfato, glicogênio e 

ácido α-cetobutírico. 

A análise discriminante dos dados de consumo de C pela microbiota edáfica e dos 

dados químicos em separado não permitiu agrupamento das amostras dentro de cada 

manejo. Mas a RDA, utilizando os dados químicos selecionados (P, B e C orgânico) e de 

consumo de C, indicou separação de amostras dos dois manejos (Figura 7). Portanto, o uso 

da análise conjunta de dados químicos e biológicos pode constituir uma ferramenta para 

detecção de mudanças na estrutura metabólica microbiana segundo o manejo adotado. 

Ainda considerando os resultados da RDA, há estímulos diferentes para as comunidades 

microbianas no solo a consumir determinadas fontes de C, de acordo com o manejo de pré-

colheita. 
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Figura 7 - Triplot de fontes de C e variáveis do solo da Análise de Redundância (RDA). P = 0.013 para o 

primeiro eixo canônico, P = 0,047 para a soma dos eixos, segundo o teste de Monte Carlo. SQ  - 
centróide das amostras sob manejo sem queima; CQ  - centróide das amostras sob manejo com 
queima. , ,  - amostras SQ e , ,  - amostras CQ, variedades SP813250, SP801842 e 
RB72454, respectivamente 

 
 

2.4.1.6 Estrutura das comunidades microbianas 

 

Para investigar se as alterações na diversidade metabólica do solo estavam 

associadas a alterações na estrutura das comunidades bacterianas, utilizou-se PCR-DGGE 

da região V3 do gene do rRNA 16S de amostras de terra sob a variedade de cana-de-açúcar 

SP801842. Esta variedade foi selecionada por apresentar alteração na capacidade e 

diversidade metabólica microbiana entre os manejos sem queima e com queima prévia à 
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colheita (Tabela 7). No total, a análise por DGGE possibilitou detectar 120 bandas com 

diferentes mobilidades nos géis de poliacrilamida (Figura 8). A ausência ou presença de 

bandas foi utilizada para comparar a estrutura das comunidades bacterianas das diferentes 

amostras. O agrupamento hierárquico mostrou que as amostras não se agrupam em função 

dos fatores profundidade ou manejo de colheita (Figura 9). No entanto, houve agrupamento 

das amostras coletadas na profundidade de 0-10 cm sob manejo sem queima.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8 - DGGE de rDNA 16S de Bacteria de amostras de terra sob cultivo de cana-de-açúcar SP801842 

com manejo de colheita sem queima (SQ) e com queima (CQ) prévia, nas camadas 0-10 cm e 10-
20 cm 

 

A mudança de MDCC, Ss, H e E no solo detectada sob a variedade SP801842 não é 

acompanhada de alteração da estrutura da comunidade bacteriana detectada por DGGE, no 

qual não houve tendências de agrupamento de amostras dentro de cada manejo, após a 

primeira colheita, por meio da análise de agrupamento e da PCoA/RDA. Mudanças 

encontradas na diversidade funcional nem sempre são acompanhadas por alterações 

verificadas na estrutura genética das comunidades de microrganismos (SMALLA et al., 

1998). Isso pode ser devido à presença de organismos em estágios de dormência ou latentes 

             0-10 cm              10-20 cm       0-10 cm       10-20 cm 
               SQ       SQ      SQ       SQ          SQ      SQ        CQ       CQ     CQ        CQ 
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em determinada situação, os quais podem se tornar ativos quando se altera o ambiente. 

Uma transição reversível entre estado ativo e dormente de microrganismos no solo foi 

verificada por Stenström, Svensson e Johansson (2001). Esses autores adicionaram 3 

quantidades de glicose no solo em pré-incubação, avaliaram a cinética de respiração e 

propuseram que a dinâmica habitual da biomassa microbiana é uma oscilação entre os 

estados fisiológico ativo e dormente, enquanto que um crescimento microbiano 

significativo ocorre quando há aporte suficiente de substrato. No entanto, a real razão para 

esse resultado nesse trabalho ainda precisa ser mais bem investigada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9 - Agrupamento hierárquico do DGGE de rDNA 16S de Bacteria de amostras de terra sob cultivo de 

cana-de-açúcar SP801842 com manejo de colheita sem queima (SQ) e com queima (CQ) prévia, 
nas camadas 0-10 cm e 10-20 cm 

 

Empregou-se a análise de PCoA/RDA para relacionar as coordenadas dadas pelo 

DGGE com as variáveis químicas e metabólicas do solo. Nessa análise, a ordenação das 

amostras pela RDA foi feita a partir das coordenadas geradas pela PCoA, na qual se 

utilizaram os dados de presença e ausência de amplicons. Não houve agrupamento das 

amostras em função do manejo de colheita (Figura 10), nem significância na distribuição 

das amostras pelo teste de Monte-Carlo. Das variáveis analisadas, a saturação da CTC por 

bases (V%) foi a que apresentou menor valor de P (0,66) no eixo canônico e foi 
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representada no gráfico da Figura 10. O primeiro e os segundo eixo canônico explicam 11,1 

% cada. 

 

 
Figura 10 - Biplot da Análise de Redundância (RDA) a partir das coordenadas calculadas pela PCoA entre 

amostras sob manejo de colheita sem queima (SQ) e com queima (CQ) de cana-de-açúcar e a 
variável saturação por bases da CTC do solo. ,  - amostras de SQ e CQ (profundidade 0-10 
cm), respectivamente; ,  - amostras de SQ e CQ (profundidade 10-20 cm), respectivamente 

 

As pequenas alterações observadas na estrutura das comunidades de Bacteria no 

solo, as quais não permitiram discriminação entre os dois manejos, podem ter como 

explicação o fato de ter ocorrido apenas uma queima para a colheita após a instalação do 

experimento. Portanto, os efeitos da adição de palhada no solo não causariam mudança na 

estrutura bacteriana logo no primeiro corte para a colheita. 

 

2.4.2 Experimento 2 

 

 Com o intuito de verificar o efeito da aplicação de uréia sobre a comunidade 

microbiana do solo, foram comparadas as estruturas das comunidades bacterianas e 

diversidade de bactérias oxidadoras de amônio, e a correlação dessas com atributos 
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químicos do solo, em solos com diferentes doses de N. Foram instaladas duas áreas 

experimentais no estado de São Paulo, uma na Usina São Luiz (USL), localizada no 

município de Pirassununga, e outra na Usina Santa Adélia (USA), situada no município de 

Jaboticabal.  

 

2.4.2.1 Produção de colmos por hectare 

 

No experimento da USL houve aumento na tonelada de colmos por hectare (TCH) 

nos tratamentos que receberam N no plantio (p<0,05) (Tabela 8).  Korndörfer et al. (1997) 

e Trivelin et al. (2002), avaliando o efeito de doses de N (30, 60 e 120 kg de N ha-1 e 30, 60 

e 90 kg de N ha-1, respectivamente) no plantio, também constataram resposta da cana-de-

açúcar à adubação nitrogenada. Nesses experimentos foram observados aumentos lineares 

significativos na TCH em resposta a adubação nitrogenada de plantio. Os primeiros autores 

verificaram que para cada 10 kg de N ha-1 aplicado no plantio, houve um incremento médio 

de 3,5 TCH. 

Em contraste, na USA não houve diferença significativa na produção de colmos em 

função das doses de N aplicadas no plantio (Tabela 8). Em experimentos realizados por 

Cantarella e Raij (1986) e Azeredo et al. (1986) também não foram observadas resposta da 

cana-de-açúcar à adubação nitrogenada de plantio. Segundo Franco (2008), o elevado erro 

experimental tem feito com que estudos com pequenas respostas em produção, em razão da 

adubação nitrogenada, não atinjam significância estatística. 

Tabela 8 - Produção de colmos (TCH), em função de doses de N aplicado no plantio da cana-de-açúcar, nas 
Usinas São Luiz (USL) e Santa Adélia (USA) 

Dose de N  USL USA 

kg ha
-1

 t ha
-1

 
0  134  145  
40  142  144  
80  139  147  

120  141  146  
CV (%)  2,66  3,46 
Teste F  1,94*  1,25ns
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A resposta da cana-planta à adubação com N, em geral, apresenta uma série de 

dificuldades para interpretação, devido ao comportamento complexo desse nutriente no 

solo, aliado ao fato de não existir um método analítico eficiente e viável economicamente 

para a determinação do N disponível no solo (FRANCO, 2008). No setor canavieiro, a 

adubação nitrogenada no plantio ainda é uma questão não esclarecida. 

No presente trabalho, a resposta da cana-de-açúcar à adubação nitrogenada pode 

estar associada ao tipo de solo. Na USL, o experimento foi instalado sobre um 

LATOSSOLO VERMELHO AMARELO eutrófico, enquanto que na USA o experimento 

foi instalado sobre um LATOSSOLO VERMELHO distrófico típico. Azeredo et al. (1994) 

obtiveram aumentos altamente significativos na produtividade da cana-de-açúcar com 

adição de 180 kg de N ha-1 num CAMBISSOLO, enquanto que o mesmo não foi observado 

em LATOSSOLOS. A cana-planta pode apresentar resposta à adubação com N em solos 

eutróficos, solos onde se cultiva a cana-de-açúcar pela primeira vez e em solos sob cultivo 

mínimo (ORLANDO FILHO, 1993). Segundo a classificação dos solos das duas áreas 

experimentais (OTTO, 2007), na USL o solo é eutrófico e na USA é distrófico, portanto, 

em razão desse fato, o experimento da USL teria maior probabilidade de apresentar 

resposta à adubação nitrogenada, muito embora antes da implantação, as áreas foram 

cultivadas com cana-de-açúcar, por vários anos. 

 

2.4.2.2 Atributos químicos do solo 

 

 Não foram observadas diferenças significativas em nenhum dos atributos químicos 

dos solos avaliados, nas duas áreas (Tabela 9), em função da adubação nitrogenada. Isso 

pode ter ocorrido, pois as amostragens de solo para a caracterização química foram 

realizadas após o preparo mecânico e correção química do solo com calcário, tornando as 

parcelas mais homogêneas quimicamente. 
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Tabela 9- Atributos químicos do solo para a profundidade de 0-20 cm, em função de doses de N aplicado no 
plantio da cana-de-açúcar, nas Usinas São Luiz (USL) e Santa Adélia (USA) 

Dose de N M.O. pH P K Ca Mg H+Al S.B. C.T.C. V S 
kg ha-1 g dm-3  mg dm-3 --------------------- mmolc dm-3  ---------------- % mg dm-3 

USL 
0 21 5.9 6 1.7 33 8 15 42.7 57.9 74 2

40 21 5.9 5 1.8 34 9 15 44.6 59.4 75 1
80 21 5.9 6 1.9 35 9 15 44.9 59.7 75 2

120 22 5.9 6 2.1 38 9 15 49.4 64.6 76 3
USA 

0 21 5.4 13 2.9 20 11 23 33.6 56.8 60 2
40 21 5.5 16 3.1 24 13 21 39.1 59.9 65 2
80 22 5.4 15 3.4 20 11 22 34.9 57.1 61 3

120 22 5.5 15 3.3 21 12 21 35.8 57.1 63 2
 

 

2.4.2.3 Biomassa microbiana do solo 

 

 Para avaliar o efeito das doses de N na biomassa microbiana do solo (BMS), foram 

determinados os teores de carbono da biomassa microbiana (CBM) e nitrogênio da 

biomassa microbiana (NBM). Como dito anteriormente, a BMS corresponde à parte viva da 

matéria orgânica do solo (MOS) e é a principal responsável pela decomposição dos 

resíduos orgânicos, ciclagem de nutrientes como N, S e P, estocagem de C e fluxo de 

energia no solo, influenciando a transformação da MOS (FEIGL e al., 1998; 

MOREIRA;SIQUEIRA, 2006). Pela sua importância e pelo fato de ser sensível a práticas 

agrícolas, tais como preparo mecânico, adubação e cobertura vegetal, a determinação da 

BMS vem sendo bastante utilizada como indicador de qualidade do solo. 

Vários trabalhos têm mostrado uma diminuição nos teores de BMS com a aplicação 

de adubos nitrogenados (ODONELL et al., 2001; MORAIS, 2004; COSER, 2006), no 

entanto, nesse experimento não foi observada diferença significativa nos teores de CBM e 

NBM no solo sob os diferentes tratamentos (doses de N), nas duas áreas experimentais 

(USL e USA) (Figuras 11 e 12).  
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Figura 11 – Carbono e nitrogênio da biomassa microbiana (CBM e NBM) em função de doses de N aplicado 
no plantio da cana-de-açúcar, nas Usinas São Luiz (USL), e duas coletas (1a coleta em Set /05 e 
2a coleta em Jun /06) 
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Figura 11 – Carbono e nitrogênio da biomassa microbiana (CBM e NBM) em função de doses de N aplicado 
no plantio da cana-de-açúcar, na Usina Santa Adélia (USA), em duas coletas (1a coleta em 
Nov/05 e 2a coleta Ago/06) 
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As amostragens de solo foram realizadas seis meses (1a coleta) e um ano e seis 

meses (2a coleta) após a aplicação de N na área. Esse tempo pode ter sido suficiente para 

que a comunidade microbiana do solo tenha retornado ao seu estado inicial, pois, após a 

introdução de um distúrbio, a BMS sofre flutuações até atingir um novo equilíbrio 

(MENGEL, 1996). Outra possível explicação seria a de que o preparo mecânico do solo 

realizado na instalação do experimento tenha influenciado mais na BMS do que as doses de 

N, uma vez que esse preparo foi igual para todos os tratamentos. Allton (2006) 

investigando mudanças na comunidade microbiana do solo em razão do manejo, observou 

redução no tamanho da comunidade microbiana e decréscimo na diversidade de fungos no 

manejo convencional, comparado com o sistema de plantio direto. 

Morais (2004) não encontrou diferença significativa nos teores de CBM e NBM em 

relação às doses de N aplicadas ao solo (0, 60 e 120 kg de N ha-1) com manejo 

convencional. No entanto, a BMS aumentou no sistema de plantio direto. Perez, Ramos e 

McManus (2005), Stockdale e Brookes (2006) e Figueiredo et al. (2007), também 

observaram diminuição nos teores de BMS, em solos em que houve revolvimento, 

comparando com mata nativa e plantio direto. 

Apesar de não existir diferença significativa entre os tratamentos, houve diferença 

significativa nos teores de NBM, na média geral dos tratamentos, em relação à posição de 

amostragem, na USA, nas duas épocas de coleta (Figura 12). Em ambos os casos, o NBM 

na linha de plantio foi significativamente maior do que na entrelinha (p<0,01). 

 
Figura 13 – Nitrogênio da biomassa microbiana (NBM) em relação ao local de amostragem, na Usina Santa 

Adélia (USA), e duas coletas (1a coleta em Nov/05 e 2a coleta em Ago/06) 
 

O maior teor de NBM na linha de plantio pode ser uma conseqüência da aplicação 
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do adubo nitrogenado nesse local (sulco de plantio), aumentando a quantidade de N no solo 

e conseqüente imobilização pela BMS. A imobilização do N pode ser considerada um fator 

positivo, pois pode evitar a perda do nutriente sob a forma de nitrato ou óxidos de 

nitrogênio. Os nutrientes imobilizados pela comunidade microbiana podem atingir valores 

elevados, mas apesar de diminuir a eficiência imediata do adubo, a sua reciclagem e 

liberação são mais rápidas do que as de outras frações da matéria orgânica do solo 

(VARGAS; SELBACH; SÁ, 2005). À medida que ocorre a morte dos microrganismos, 

estes são rapidamente mineralizados pelos microrganismos remanescentes, liberando os 

nutrientes e podendo suprir uma quantidade significativa de N para as plantas (VARGAS; 

SCHOLLES, 1998).  

Ernani et al. (2005) afirmam que a quantidade e a época em que os adubos 

nitrogenados são aplicados ao solo afetam a imobilização e liberação de N. No entanto, não 

foi observado aumento significativo nos teores de NBM na linha de plantios nas áreas 

experimental da USL como na USA. Mais uma vez o tipo de solo pode estar influenciando 

numa maior atividade microbiana. A adição de adubos nitrogenados aumentou em 

aproximadamente duas vezes a atividade da BMS em um NITOSSOLO, em comparação 

com a testemunha sem N, porém o mesmo não aconteceu em um NEOSSOLO, no qual não 

houve diferença estatística entre a testemunha e o tratamento com adubação com N, em 

experimento realizado por Ernani et al. (2005). 

Também não houve diferença significativa para a relação entre CBM e carbono 

orgânico total (COT) (dados não apresentados). Segundo Sparling (1992), variações dessa 

relação podem ser indicativo de eficiência da conversão do COT em CBM, estabilização do 

COT na fração mineral do solo e as suas perdas. 

Resposta quadrática às doses de N foram observadas para a relação CBM:NBM 

USL (Figura 14). Os tratamentos com doses intermediárias de N (40 e 80 kg de N ha-1) 

tiveram relação CBM:NBM significativamente maior (p<0,01) do que o tratamento em que 

não foi aplicado N no plantio e naquele em que foi adicionado 120 kg de N ha-1. A relação 

CBM:NBM do solo está intimamente relacionada com a composição qualitativa da 

biomassa microbiana do solo (BONDE; ROSSWALL; VICTORIA, 1991; GARCIA; RICE, 

1994; DUMONTET et al., 1996) e assim alterações nessa relação podem significar 

alterações qualitativas da biomassa microbiana. 
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Figura 14 – Relação entre carbono e nitrogênio da biomassa microbiana (CBM:NBM) em função de doses de 

N aplicado no plantio da cana-de-açúcar, na Usina Santa Luiz (USL), na 1a coleta (Set/05) 
 

 

2.4.2.4 Estrutura das comunidades microbianas 

 

Atividades antrópicas podem afetar o funcionamento dos ecossistemas e reduzir sua 

biodiversidade, resultando em desequilíbrios ecológicos de conseqüências imprevisíveis, e 

na extinção de espécies essenciais à manutenção do ecossistema (LAMBAIS et al., 2005). 

No solo, a diminuição da diversidade microbiana pode resultar em diminuição da ciclagem 

de nutrientes e crescimento de plantas (REBER, 1992). 

Para verificar se há mudanças na estrutura das comunidades bacterianas no solo 

devido à aplicação de adubos nitrogenados para a cultura da cana-de-açúcar, foi utilizado 

PCR-DGGE da região V3 do gene rRNA 16S de bactérias, pois essa técnica permite 

monitorar as comunidades bacterianas no solo e detectar alteração em sua estrutura em 

função de impactos antrópicos (VAN ELSAS et al., 1998). 

Foram selecionas para a análise por PCR-DGGE, amostras da profundidade 0-10 

cm, na linha de plantio, das duas coletas realizadas nas áreas experimentais, nos 

tratamentos com doses de N e no controle sem a adição do adubo. As imagens dos géis e 

análise discriminante com base no perfil de amplicons do gene rRNA 16S das amostras são 

mostrados nas Figuras 15, 16, 17 e 18.  
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Figura 15 – DGGE e análise discriminante de rDNA 16S de Bacteria de amostras de terra em função de doses 
de N aplicado no sulco de plantio da cana-de-açúcar na Usina São Luiz (USL), na 1a coleta 
(Set/05). Os fatores 1, 2 e 3 explicam 70,9 %, 22,7 % e 6,4 % da variabilidade, respectivamente 
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Figura 16 – DGGE e análise discriminante de rDNA 16S de Bacteria de amostras de terra em função de doses 

de N aplicado no sulco de plantio da cana-de-açúcar na Usina São Luiz (USL), na 2a coleta 
(Jun/06). Os fatores 1, 2 e 3 explicam 67,1 %, 25,5 % e 7,4 % da variabilidade, respectivamente 
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Figura 17 – DGGE e análise discriminante de rDNA 16S de Bacteria de amostras de terra em função de doses 

de N aplicado no sulco de plantio da cana-de-açúcar na Usina Santa Adélia (USA), na 1a coleta 
(Nov/05). Os fatores 1, 2 e 3 explicam 72,3 %, 21,9 % e 5,8 % da variabilidade, respectivamente 

 



63 
 

 
 

FACTOR(1)

FA
C

T O
R

(1
)

FACTOR(2) FACTOR(3)

FA
C

TO
R

(1)

FA
C

T
O

R
(2

) FA
C

T
O

R
(2)

FACTOR(1)

FA
C

T O
R

(3
)

FACTOR(2) FACTOR(3)

FA
C

TO
R

(3)

FACTOR(1)

FA
C

T O
R

(1
)

FACTOR(2) FACTOR(3)

FA
C

TO
R

(1)

FA
C

T
O

R
(2

) FA
C

T
O

R
(2)

FACTOR(1)

FA
C

T O
R

(3
)

FACTOR(2) FACTOR(3)

FA
C

TO
R

(3)

FACTOR(1)

FA
C

T O
R

(1
)

FACTOR(2) FACTOR(3)

FA
C

TO
R

(1)

FA
C

T
O

R
(2

) FA
C

T
O

R
(2)

FACTOR(1)

FA
C

T O
R

(3
)

FACTOR(2) FACTOR(3)

FA
C

TO
R

(3)

FACTOR(1)

FA
C

T O
R

(1
)

FACTOR(2) FACTOR(3)

FA
C

TO
R

(1)

FA
C

T
O

R
(2

) FA
C

T
O

R
(2)

FACTOR(1)

FA
C

T O
R

(3
)

FACTOR(2) FACTOR(3)

FA
C

TO
R

(3)

80 N
40 N
120 N
0 N

DOSE

 
Figura 18 – DGGE e análise discriminante de rDNA 16S de Bacteria de amostras de terra em função de doses 

de N aplicado no sulco de plantio da cana-de-açúcar na Usina Santa Adélia (USA), na 2a coleta 
(Ago/06). Os fatores 1, 2 e 3 explicam 58,3 %, 31,1 % e 10,6 % da variabilidade, respectivamente 
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Na análise discriminante dos amplicons obtidos no DGGE houve agrupamento dos 

tratamentos em função das doses de N, tanto na USL como na USA, nas duas coletas, pelos 

fatores 1 e 2.  

Na USL, os tratamentos (40, 80 e 120 kg de N ha-1) separam do controle sem N, nas 

duas coletas. Na 1a coleta (Figura 15), as amostras dos  solos que receberam 80 e 120 kg de 

N ha-1 não separaram, indicando uma estrutura da comunidade bacteriana semelhante para 

as maiores doses de N aplicadas no solo. Resultado parecido foi  observado na 2a coleta 

(Figura 16), no entanto nessa coleta não houve separação entre as doses de N, houve 

separação apenas da testemunha sem a adição de N. Esses resultados mostram que a 

adubação nitrogenada alterou a estrutura da comunidade de Bacteria na USL.  

 A estrutura das comunidades de bactérias na USL e USA não apresentaram o 

mesmo comportamento.  Na USA só foi observada alteração na estrutura da comunidade de 

bactérias com adição das maiores doses de N (80 e 120 kg de N ha-1) ao solo, que 

separaram do tratamento com aplicação de 40 kg de N ha-1, o qual não separou do controle 

sem N, nas duas épocas de coleta. 

È possível afirmar que em ambas as áreas houve alteração da estrutura das 

comunidades bacterianas em função das doses de N aplicadas ao solo. Alguns trabalhos tem 

mostrado alteração da comunidade bacteriana do solo devido a utilização de adubos 

nitrogenados. 

Utilizando a técnica PCR-DGGE para avaliar o efeito de adubos orgânicos e 

inorgânicos sobre a comunidade de bacteriana do solo, Ruppel et al. (2007) observaram 

agrupamento das comunidades de Bacteria com adição de 120 kg de N ha-1 ao solo e 

mostraram uma composição similar da comunidade bacteriana. 

 Talvez o pouco tempo após a instalação do experimento e aplicação de N, bem 

como a correção física e química do solo tenham influenciado na similaridade das 

comunidades bacterianas entre os tratamentos. Mudanças na atividade e composição das 

comunidades bacterianas do solo em razão da aplicação de adubos nitrogenados foram 

observadas por Enwall et al. (2007), em experimento após vinte anos e atribuíram essa 

mudança ao efeito indireto causado pela acidificação do solo ocorrida pelo uso desses 

adubos. Frey et al. (2004) também notaram mudanças nas comunidades microbianas do 
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solo devido o enriquecimento de N em florestas ao longo do tempo, diminuindo as taxa de 

decomposição e alterando o ciclo do N. 

 

2.4.2.5 Análises por métodos multivariados 

 

 Assim como no experimento 1, foi realizada uma análise multivariada conjunta dos 

dados de DGGE, os atributos químicos do solo, CBM e NBM, buscando uma melhor 

explicação dos dados (Figuras 19, 20, 21 e 22) utilizando o programa “Canoco for 

Windows 4.5”. Foi utilizado Forward selection na RDA para selecionar quais variáveis se 

relacionam e explicam significativamente a variabilidade dos dados obtidos no com DGGE. 

 Na 1a coleta na USL, as variáveis que se relacionaram com os dados de DGGE 

foram V%, Ca, SB, CTC, S, P, MO e CBM (Figura 19), com essas variáveis há explicação 

de 85,8 % da variabilidade dos dados, sendo 73,8 % explicada pelo eixo 1 e 12 % pelo eixo 

2. Pelo teste de Monte-Carlo, o primeiro eixo foi significativo (p=0,006), assim como a 

soma de todos os eixos canônicos (p=0,002), indicando que as variáveis eleitas tem 

influencia significativa na estrutura da comunidade bacteriana do solo. O Ca, S, CBM e pH 

se relacionaram com os dados (Figura 20), explicando 34,2 % da variabilidade, sendo 26,1 

% explicada pelo eixo 1 e 8,1 % pelo eixo 2, na 2a coleta na USL. Na USA, na 1a coleta, 95 

% da variabilidade dos dados foram explicados pelo Ca, MO, CBM e pH (Figura 21), que 

se relacionaram com a estrutura da comunidade bacteriana, com essas variáveis há 

explicação de, sendo 52,8 % explicada pelo eixo 1 e 42,2 % pelo eixo 2. Na 2a coleta na 

USA, apenas o K e CBM se relacionaram com o DGGE (Figura 22), explicando 51,9 % da 

variabilidade dos dados, sendo 44,6 % explicada pelo eixo 1 e 7,3 % pelo eixo 2. 
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Figura 19 - Biplot do DGGE e variáveis do solo da análise de Redundância (RDA) a partir das coordenadas 

calculadas pela PCoA em função de doses de N aplicado no sulco de plantio da cana-de-açúcar na 
Usina São Luiz (USL), na 1a coleta (Set/05). 

 

 
Figura 20 - Biplot do DGGE e variáveis do solo da análise de Redundância (RDA) a partir das coordenadas 

calculadas pela PCoA em função de doses de N aplicado no sulco de plantio da cana-de-açúcar na 
Usina São Luiz (USL), na 2a coleta (Jun/06) 
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Figura 21 - Biplot do DGGE e variáveis do solo da análise de Redundância (RDA) a partir das coordenadas 

calculadas pela PCoA em função de doses de N aplicado no sulco de plantio da cana-de-açúcar na 
Usina Santa Adélia (USA), na 1a coleta (Nov/05) 

 

 
Figura 22 - Biplot do DGGE e variáveis do solo da análise de Redundância (RDA) a partir das coordenadas 

calculadas pela PCoA em função de doses de N aplicado no sulco de plantio da cana-de-açúcar na 
Usina Santa Adélia (USA), na 2a coleta (Ago/06) 
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 Nas primeiras coletas realizadas, tanto na USL como na USA, três das quatro 

amostras do tratamento no qual foram adicionados 120 kg de N ha-1 estão na parte positiva 

do eixo 2, ao contrário da testemunha sem aplicação do adubo nitrogenado, em que todas as 

amostras se localizam na parte negativa desse eixo. O mesmo foi observado para a dose 80 

kg de N ha-1, na USA, na 1a coleta, que juntamente com a dose 120 kg de N ha-1 tiveram 

três das quatro amostras na parte positiva do eixo 2 e o tratamento com aplicação de 40 kg 

de N ha-1, assim como a testemunha sem adição de N estão na parte negativa do eixo. Esses 

resultados indicam uma possível separação entre os tratamentos com a maior dose de N 

aplicada no plantio (80 e 120 kg de N ha-1) e o tratamento com 40 kg de N ha-1 e a 

testemunha sem adição de N. Os resultados corroboram os resultados obtidos pela análise 

discriminante dos dados de DGGE. No entanto, na análise discriminante, há separação dos 

tratamentos m função das doses de N aplicadas ao solo nas duas épocas de coleta. Como 

dito anteriormente, a RDA é baseada na análise de componentes principais (PCA), porém, 

ao contrário desta, a ordenação das amostras é condicionada diretamente pelas variáveis 

ambientais. Assim, permite medida direta da relação entre as variáveis ambientais e a 

variação dos dados multivariados. 

A separação em razão da aplicação da maior dose de N nas primeiras coletas, não 

observada nas coletas posteriores, sugere que as doses de N aplicadas no solo tenham 

afetado a estrutura das comunidades bacterianas logo após a sua introdução no ambiente, e 

após esse distúrbio inicial, as comunidades bacterianas tenham sido reestruturadas. Essa 

hipótese é plausível, pois seis meses após a adubação com N, época das primeiras coletas, 

foi possível observar alteração na estrutura da comunidade de bactérias no tratamento com 

maior dose de N aplicado ao solo, o que não foi observado após um ano, ocasião das 

segundas coletas. Ou seja, com o passar do tempo, o grau de interferência causada pela 

adição de N na estrutura das comunidades pode ter diminuído. 

Após um estresse ou distúrbio, o agroecossistema pode sofrer um decréscimo em 

suas características físicas, químicas e biológicas e depois retornar para o nível anterior 

(LOPES, 2001). O tempo necessário para o ecossistema retornar ao seu estado inicial, após 

um distúrbio qualquer, define a resiliência do sistema, ou seja, quanto maior esse tempo, 

menor a resiliência. A diminuição da diversidade microbiana pode levar a perda de resiliência 

e, por conseqüência, da qualidade do solo (ZILLI et al., 2003). Jackson et al. (2003), 
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estudando o efeito do revolvimento do solo em sistema convencional de cultivo sob a 

estrutura e atividade das comunidades microbianas do solo, em comparação com o sistema 

de plantio direto, no qual não há manejo mecânico do solo, constataram mudanças 

imediatas na estrutura das comunidades microbianas do solo após o manejo, porém essa 

mudança foi temporária. Outros autores (PETERSEN; KLUG, 1994; REICOSKY; 

DUGAS; TORBERT, 1997; ROCHETTE; ANGERS, 1999) também notaram alterações 

temporárias na estrutura das comunidades microbianas do solo após ocorrência de estresse 

ou distúrbio. 

 

2.4.2.6 Diversidade genética das bactérias oxidadoras de amônio (AOB) 

 

Por ser um elemento indispensável para os seres vivos, e conseqüentemente um 

fator limitante do crescimento dos vegetais, o N tornou-se um dos principais adubos 

utilizados na agricultura. Como a nitrificação é o processo aeróbico central no ciclo do N, o 

conhecimento da diversidade dos organismos envolvidos nessa transformação pode auxiliar 

no controle da mesma, possibilitando o manejo adequado da microbiota para o aumento da 

produtividade das culturas, com menores perdas de NO3
-. A nitritação é a primeira e mais 

limitante etapa do processo de nitrificação (PROSSER; EMBLEY, 2002), e as AOB 

desempenham papel essencial nesse processo, na qual os íons amônio (NH4
+) são oxidados 

a nitrito (NO2
-). 

Visando determinar os efeitos da adubação nitrogenada na diversidade genética das 

AOB presentes no solo, foi feito o seqüenciamento parcial dos genes rRNA 16S 

amplificados por PCR, utilizando oligonucleotídeos iniciadores (primers) específicos.Para 

essas determinações foram selecionadas amostras de terra da camada 0-10 cm, na linha de 

plantio, do tratamento com aplicação de 80 kg de N ha-1 e da testemunha sem adição de N, 

nas primeiras coletas, nas duas áreas experimentais. O tratamento com adição de  80 kg de 

N ha-1 no plantio foi utilizado por ser a dose comumente utilizada e que mostrou ter a 

estrutura da comunidade bacteriana alterada em relação ao controle e à  menor dose de N na 

análise por PCR-DGGE. 

A amplificação de fragmentos do gene rRNA 16S do grupo de AOB gerou um 

fragmento de 465 pares de bases (pb). Essas seqüências foram agrupadas em unidades 
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taxonômicas operacionais (UTOs) e comparadas com seqüências de bancos de dados 

públicos, para identificar seqüências mais similares e determinar os índices de diversidade. 

Na Tabela 10 são apresentadas as estimativas de riqueza de UTOs, os índices de 

diversidade e a estimativa de cobertura de amostragem. A distância evolutiva (D) escolhida 

para definição das UTOs neste trabalho foi de 0,03. 

 
Tabela 10 – Estimativas de riqueza de UTOs, índice de diversidade e cobertura de amostragem calculados a 

partir de bibliotecas do gene rRNA 16S de AOB em solo sob cultivo de cana-de-açúcar, com 
aplicação de 80 kg de N ha-1 (80) no plantio e sem aplicação de N (0) na USL e USA 

     Estimativa de Riqueza de UTOs Índices de Diversidade 
Comunidade NS NU ACE  Chao1 Shannona  1/Db ECA

D=0,03 USL 
0 65 24 62.0  (36.4;140.1)  88.0 (38.6;304.5) 2.57  (2.3;2.8) 7.5 (4.9;15.9) 0.75
80 81 34 155.1 (74.7;394.2)  118.5 (60.6;302.4)  2.85 (2.6;3.1) 9.8 (7.2;15.3) 0.68

D=0,03 USA 
0 89 19 40.9  (25.2 ; 96.3) 91.0 (30.8; 459.2) 1.74  (1.4;2.1) 2.7 (1.7;6.1) 0.87
80 76 20 67.2  (33.0 ;191.7) 111.0 (52.9; 271.5) 2.24  (2.0;2.5) 5.9 (3.8;13.1) 0.81

a Estimador de máxima semelhança, b Estimador de máxima semelhança, 1/D recíproca do índice de Simpson. 
Valores entre parênteses representam o intervalo com 95% de confiança. 

 

As estimativas de riqueza de UTOs, através dos métodos não-paramétricos ACE e 

Chao1, e os índices de diversidade de Shannon e recíproca de Simpson, mostraram que não 

houve diferença significativa entre os tratamentos sem aplicação de N no solo e com 

aplicação 80 kg de N ha-1.  

Apesar de não ter diferença significativa na estimativa de riqueza e índice de 

diversidade entre os tratamentos, a comparação estatística das bibliotecas de clones do gene 

rRNA 16S, utilizando o S-LIBSHUFF, mostrou que as comunidades de AOB no solo da 

USA com adição de 80 kg de N ha-1 e sem aplicação do adubo diferem estatisticamente 

(p<0,01) entre si (Tabela 11), emquanto que na USL essas comunidades não diferem 

estatisticamente.  
 

Tabela 11 – Valores de  p calculado nas comparações múltiplas entre as bibliotecas de clones do gene rRNA 
16S das comunidades de AOB de amostras de solo sob cultivo de cana-de-açúcar, com 
aplicação de 80 kg de N ha-1 (80) no plantio e sem aplicação de N (0) na USL e USA 

X 
Y    

USL USA 
0 80 0 80 

0 - 0,4229 - 0,0000 
80 0,7795 - 0,7842 - 

X homólogo na coluna e Y homólogo na linha. Valores mínimos para diferença significativa: 0,005 e 
0,0253 para 1% e 5% de probabilidade. respectivamente. 
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Avrahami e Bohannan (2006) notaram diminuição na abundância de Nitrosospira 

sp. com a adição de adubo à base de uréia, em solo de floresta incubado a diferentes 

temperaturas. Em contraste, Hermansson e Lindgren (2001) utilizando PCR em tempo real 

observaram uma abundância de AOB em solos agrícolas com e sem adição de adudos 

nitrogenados três vezes maior do que no solo sem adubação. Esses dados sugerem que a 

abundância e diversidade de AOB pode depender da dose do adubo nitrogenado e/ou do 

manejo do solo. 

A alteração da estrutura da comunidade de AOB no solo da USA ocorreu devido a 

alteração no aumento da freqüência da UTO 5 e redução da freqüência da UTO 1 no solo 

que recebeu adubação nitrogenada, principalmente. Além disso 11 UTOs só foram 

detectadas no tratamento com adubação e 10 no tratamento sem adubação. 

Essa alteração sofrida pela comunidade de AOB com aplicação de 80 kg de N ha-1 

ao solo no plantio da cana-de-açúcar na USA, pode explicar parcialmente as alterações na 

estrutura da comunidade de bactérias do solo observadas por PCR-DGGE (Figura 21). 

Alterações significativas na estrutura das comunidades de AOB observadas apenas na USA 

sugerem que o tipo de solo pode ser um fator mais importante do que o manejo na 

estruturação das comunidades de AOB.  

As relações filogenéticas entre as UTOs detectadas no solo da USL e USA, sob 

diferentes tratamentos pode ser vista nas Figuras 23 e 24, respectivamente.  
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 UTO 12 (2/0)

 UTO 2 (15/19)

 UTO 24 (2/0)

 UTO 13 (2/0)

 UTO 52 (0/1)

 Nitrosospira multiformis

 UTO 7 (2/0)

 UTO 6 (2/0)

 UTO 17 (2/0)

 Nitrosospira briensis

 UTO 21 (2/0)

 UTO 43 (0/1)

 UTO 18 (2/0)

 UTO 40 (0/1)

 UTO 48 (0/1)

 UTO 51 (0/1)

 UTO 54 (0/1)
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 UTO 16 (2/0)
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Figura 23 – Seqüências do gene rRNA 16S de AOB, encontradas em solo sob cultivo de cana-de-açúcar, com 

(80 kg de N ha-1) e sem aplicação de N, na USL. Árvore de distância evolutiva construída pelo 
algoritmo neighbor-joining. Os números em cada ramo indicam o valor de Bootstrap maior do 
que 50 (500 replicações). Os números em parênteses indicam a freqüência (em %) de UTOs nas 
bibliotecas de amostras de solo sem N e com 80 kg de N ha-1, respectivamente 
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Figura 24 – Seqüências do gene rRNA 16S de AOB, encontradas em solo sob cultivo de cana-de-açúcar, com 

(80 kg de N ha-1) e sem aplicação de N, na USA. Árvore de distância evolutiva construída pelo 
algoritmo neighbor-joining. Os números em cada ramo indicam o valor de Bootstrap maior do 
que 50 (500 replicações). Os números em parênteses indicam a freqüência (em %) de UTOs nas 
bibliotecas de amostras de solo sem N e com 80 kg de N ha-1, respectivamente 
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Tanto na USL quanto na USA, foi detectada a presença de UTOs relacionadas à 

bactérias da família Nitrosomonadaceae, gêneros Nitrosospira (Nitrosospira multiformis e 

Nitrosospira briensis) e Nitrosovibrio (Nitrosovibrio tenuis), associadas à oxidação de 

amônio no solo. Das 143 seqüências obtidas nas duas bibilotecas (sem N e 80 kg de N ha-1), 

na USL, 62 % estão representadas pelas UTOs 2, 3, 4 e 9 (Figura 23). As UTOs 9 e 4 (39 % 

do total de seqüências) apresentam similaridade com Nitrosovibrio tenuis, a UTO 2 (25 % 

do total de seqüências) apresenta similaridade com Nitrosospira multiformis e a UTO 3 (8 

% do total de seqüências) apresenta similaridade com uma espécie não-identificada de 

Betaproteobacteria. Nessas quatro UTOs estão representadas 67 % das seqüências da 

biblioteca oriunda do tratamento controle sem adição de N e 59 % das seqüências oriundas 

do tratamento com aplicação de 80 kg de N ha-1. 

Na USA, as UTOs 1, 4, 5 e 13 representam 67 % do total de seqüências analisadas 

(164) (Figura 24), com 64 % e  46 % das seqüências das bibliotecas provenientes das 

amostras sem e com aplicação de N, respectivamente.  Do total de seqüências, 61 % estão 

representadas pelas UTOs 1, 4 e 5, as quais são filogeneticamente relacionadas ao gênero 

Nitrosospira, e 6 % pela UTO 13, filogeneticamente relacionada a uma Betaproteobacteria 

não-cultivada. 

Para verificar a relação filogenética entre os clones identificados nas duas áreas 

estudadas (Figura 25) foram selecionadas as UTOs com maior abundância na USL (UTOs 

2, 3, 4 e 9) e USA (UTOs 1, 4, 5 e 13).  
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 USA (5)

 Uncultured Nitrosospira sp.

 USL (9)

 USA (1)

 USL (4)

 USA (4)

 Nitrosospira multiformis(2)

 USL (2)

 Nitrosospira multiformis

 Uncultured bacterium

 USL (3)

 USA (13)

 Escherichia coli
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37
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61
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Figura 25 – Seqüências do gene rRNA 16S de AOB, das UTOs mais abundantes encontradas na Usina São 

Luiz (USL) e Santa Adélia (USA) em solo sob cultivo de cana-de-açúcar, com (80 kg de N ha-1) e 
sem aplicação de N. Árvore de distância evolutiva construída pelo algoritmo neighbor-joining. Os 
números em cada ramo indicam o valor de Bootstrap maior do que 50 (500 replicações). Os 
números em parênteses indicam a UTOs que representa cada área experimental 

 

Os dados mostraram que 75 % das OTUS selecionadas, são filogeneticamente 

relacionadas a Nitrosospira multiformes. Como foram utilizadas para essa análise as OTUs 

que ocorrem em maior abundância nas áreas estudadas, conclui-se que nas duas áreas 

predominam Nitrosospira multiformes. 

Assim como em experimento realizado por Cenciani (2007), avaliando o impacto no 

uso da terra (floresta, pastagem e capoeira) sobre a comunidade de AOB, foram detectadas 

seqüências de betaproteobactérias não diretamente relacionadas ao grupo das AOB, 

pertencentes à ordem Burkholderiales (família Oxalobacteraceae) nas duas áreas de estudo. 

Esses dados sugerem que os primers CTO podem apresentar baixa especificidade em 

relação à família Nitrosomonadaceae.  
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3 CONCLUSÕES 

 

3.1 Experimento 1 

A mudança no manejo de colheita da cana-de-açúcar pode provocar modificações 

no metabolismo heterotrófico do solo, alterando a capacidade e a diversidade metabólica.  

Não houve mudanças na estrutura das comunidades bacterianas do solo com e sem 

queima sob a variedade SP801842. Dessa forma, a primeira queima da cana-de-açúcar 

previamente à colheita alterou a capacidade e a diversidade metabólica microbiana, mas 

não mudou a estrutura das comunidades de bactérias em relação à área sem queima. 

 

3.2 Experimento 2 

 

As doses de N alteraram a estrutura das comunidades bacterianas do solo nas duas 

áreas experimentais, determinadas por PCR-DGGE. 

A adubação nitrogenada realizada no plantio da cana-de-açúcar não alterou a 

diversidade de AOB no solo da USA e USL. 

A estrutura da comunidade de AOB no solo da USA, sem adubação nitrogenada e 

com 80 kg de N ha-1 diferiu estatisticamente. 

Nas duas áreas as OTUs mais abundantes se relacionam filogeneticamente a AOB 

Nitrosospira multiformes. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

