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RESUMO

Este trabalho de tese avaliou o efeito da inundacdo sobre a resposta metabdlica na microbiota
do solo em planicies aluviais amazdnicas com aguas negra, clara e branca, e assumiu o
acréscimo de temperatura estimado pelo Painel Intergovernamental sobre Mudangas
Climaticas para a regido amazdnica, em vista de avaliar o potencial metanogénico e
compreender a resposta metabolica microbiana em condi¢des de elevada producdo de CH,
nesses ambientes. Para tanto, trés diferentes estudos foram desenvolvidos em sitios florestais
e agricolas de planicies aluviais com aguas negra (rio Negro), clara (rio Tocantins) e branca
(rio Solimdes) na Amazonia brasileira, os quais sdo descritos apds a parte introdutoria,
Capitulo 1. O Capitulo 2 avaliou a capacidade metabolica de micro-organismos do solo com
base nos padroes de consumo de carbono e indices derivados obtidos a partir da tecnologia
BIOLOG™ EcoPlate. Os resultados desse estudo mostraram diferenca na riqueza metabolica
de comunidades microbianas presentes em solo de planicie aluvial de rio de 4gua branca em
comparacdo com aquelas reveladas para solos de planicies aluviais de rios de aguas negra e
clara, cuja variagdo dos dados foi explicada principalmente pela coloracdo da dgua. Por sua
vez, o Capitulo 3 reportou o potencial de producao de CH, pela microbiota presente nos
mesmos solos avaliados no primeiro estudo desta tese. Substratos metanogénicos precursores
das vias acetoclastica, hidrogenotréfica e metilotréfica foram adicionados ao solo em reatores
biologicos e incubados em laboratério utilizando a temperatura de coleta do solo em campo,
acrescida de 2 °C previsto para a regido Amazonica como efeito das mudangas climaticas. A
técnica de microarranjo de DNA (Geochip v. 5.0S) foi utilizada para avaliar genes funcionais
microbianos associados com a degradacdo e fixacdo de carbono e metanogénese. As
hibridizagdes foram feitas a partir de DNA genomico isolado dos solos com as maiores
produgoes de CH, nas incubagdes, resultantes da conversdo dos substratos metanogénicos
(acetato de sodio, formiato de sddio, glicose e metanol) em CH,. Os resultados deste estudo
revelaram que as maiores produgdes de CH, obtidas em reatores bioldgicos ndo estiveram
associadas as maiores porcentagens de hibridizagdes de genes associados com a degradacao e
fixacdo de carbono e metanogénese. Por fim, o Capitulo 4 foi desenvolvido utilizando
conjunto de metadados composto por fatores fisicos e quimicos do solo, dados moleculares
quantitativos de abundancia de grupos taxondmicos metanogénicos € metanotroficos das
planicies aluviais amazdnicas e métricas da paisagem para obtengdo de modelos de predi¢ao
do fluxo de CH, em planicies aluviais de rios de aguas negra, clara e branca. Este estudo
representa o primeiro esfor¢co em prol de realizar estimativas dos fluxos de CH, utilizando
varidveis microbioldgicas de solos de 4reas inundaveis da Amazonia.

Palavras-chave: Emissdo de metano; Solos amazoénicos; Metanogénese; Modelagem
matematica.
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ABSTRACT

This thesis evaluated the effect of flooding on the metabolic response of soil microbiota in
Amazonian floodplains with black, clear and white waters, and assumed the temperature
increase estimated by the Intergovernmental Panel on Climate Change for the Amazon region,
in order to evaluate the methanogenic potential and understand the microbial metabolic
response under conditions of high CH, production in these environments. For this purpose,
three different studies were designed and developed in forest and agricultural sites of
floodplains with black (Negro River), clear (Tocantins River) and white (Solimdes River)
waters in the Brazilian Amazon, which are presented after the introductory part, Chapter 1.
The Chapter 2 evaluated the metabolic capacity of soil microorganisms based on carbon
consumption patterns and derived indices obtained from the BIOLOG™ EcoPlate
technology. The results of this study showed a difference in the metabolic richness of
microbial communities present in white water river floodplain soils compared with those
revealed for black and clear water river floodplain soils, whose data variation was explained
mainly by water coloration. In turn, Chapter 3 reported the potential for CH, production by
the microbiota present in the same soils evaluated in the first study of the thesis.
Methanogenic precursor substrates of the acetoclastic, hydrogenotrophic, and methylotrophic
pathways were added to the soil in biological reactors and incubated in the laboratory using
the field soil collection temperature plus 2 °C predicted for the Amazon region as an effect of
climate change. DNA microarray technique (Geochip v. 5.0S) was used to evaluate microbial
functional genes associated with carbon degradation and fixation and methanogenesis.
Hybridizations were performed from genomic DNA isolated from the soils with the highest
CH, productions in the incubations, resulting from the conversion of methanogenic substrates
(sodium acetate, sodium formate, glucose and methanol) into CH,. The results of this study
revealed that the higher CH, productions obtained in biological reactors were not associated
with higher percentages of hybridizations of genes associated with carbon degradation and
fixation and methanogenesis. Finally, Chapter 4 was developed using metadata set composed
of soil physical and chemical factors, quantitative molecular abundance data of methanogenic
and methanotrophic taxonomic groups from Amazonian floodplains, and landscape metrics to
obtain models for predicting CH, in floodplains of black, clear, and white water rivers. This
study represents the first effort to estimate CH, fluxes using microbiological variables from
Amazonian floodplain soils.

Keywords: Methane emission; Amazon Soils; Methanogenesis; Mathematical Modeling.
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1 INTRODUCAO

A diversidade e biomassa das comunidades microbianas do solo sdo os principais
reguladores dos processos fundamentais do ecossistema, como decomposicao da matéria
organica, ciclagem de nutrientes e fluxos gasosos [1-3]. A abundancia e a diversidade de
micro-organismos fundamentam o seu papel na manutencdo de um ecossistema global
saudavel, tornando as formas de vida microbiana um sistema de suporte da vida na biosfera
[4]. Embora os micro-organismos sejam cruciais na regulagdo dos ciclos biogeoquimicos, eles
raramente sao o foco dos estudos sobre mudangas climaticas € ndo sdo considerados no
desenvolvimento de politicas e tomadas de decisdo [4].

A Amazonia, maior floresta tropical do mundo em extensdo, tem se mostrado um
importante sumidouro de carbono (C) nas ultimas décadas [5,6] sendo uma das principais
candidatas a influenciar o balanc¢o e os fluxos de C terrestre de longo prazo, suas flutuagdes
interanuais e qualquer tendéncia como sumidouro terrestre [6]. No entanto, estudo recente
desenvolvido por Gatti et al.[7] mostra que a capacidade de absorc¢ao de gas carbdnico (CO,)
estd seriamente comprometida, especialmente na por¢do oriental da floresta. Estes autores
relataram que a intensificagdo da estagdo seca € o aumento no desmatamento parecem
promover estresse no ecossistema, aumentando as emissdes de CO, no leste da Amazonia.

As zonas iimidas sdo responsaveis por grande parte da variabilidade nas concentragdes
atmosféricas globais de um importante gas de efeito estufa, o metano (CH,) [8], respondendo
como a maior fonte natural [9] deste gés para atmosfera. Um sétimo da bacia amazonica ¢
formado por ecossistemas sazonalmente inundados [10], tornando a Amazonia a maior fonte
geografica natural de emissdo de CH, nos tropicos [11]. Dada a importancia ecoldgica das
planicies aluviais amazdnicas, os processos vinculados a variacdo sazonal sdo um fator critico
para modelagem global mais fidedigna de CH,.

O CH, ¢ um gas de efeito estufa de extrema relevancia em virtude do seu potencial de
aquecimento global, estimado em 25 vezes superior ao CO, ao longo de um horizonte de 100
anos [12,13]. Existe uma miriade de maneiras pelas quais os micro-organismos do solo e sua
atividade metabolica podem influenciar as trocas de C na interface terra-atmosfera, podendo
ser amplamente divididas em: aquelas que afetam a absor¢ao de CH, e aquelas que controlam
a producdo de CH, [14]. O CH, ¢ produzido em condi¢des anaerdbias por Archaea
metanogénicas e pode ser oxidado por micro-organismos metanotroficos aerdbios ou

anaerdbios [15]. Em solos com potencial para metanogénese, funcdes microbianas



importantes incluem hidrélise de matéria orgadnica complexa, multiplos processos de
fermentagdo, processos envolvidos na redugdo sequencial de compostos inorginicos e
processos metanogénicos [16].

As é4guas amazoénicas sdo classificadas em trés categorias biogeoquimicas distintas,
que envolvem atributos como nutrientes dissolvidos, tipo de sedimento, transparéncia e acidez
[17], refletindo na coloracao das mesmas (negra, clara e branca). As aguas negras resultam do
processo de lixiviagdo de matéria organica da floresta circundante; as dguas claras se originam
de regides pobres em nutrientes, no escudo pré-cambriano; e a dgua branca ¢ afetada pela
erosao dos Andes [18]. Ji et al. [18] relataram o primeiro estudo em que houve a avaliagdo da
estrutura das comunidades metanogénicas em 13 lagos de varzea abrangendo os tipos de agua
amazonica. Além da caracterizacdo da estrutura da comunidade mediante determinacdo da
abundancia e composi¢do taxondmica das Archaea, as taxas de producao de CH, e a fun¢do
metanogénica foram determinadas com base em assinaturas isotdpicas estaveis. Ji ef al. [18]
relataram em seus resultados que os sedimentos sob a influéncia desses tipos de dguas podem
ser diferenciados ndo apenas no que diz respeito as caracteristicas fisicas e quimicas e taxas
de producao de CH,, mas também na estrutura da comunidade de Archaea.

Hernandez et al. [19] compararam as comunidades de Archaea e o potencial
metanogénico em amostras de solo coletadas em sitios amostrais amazonicos com diferentes
histéricos de inundagdo (areas ndo inundaveis, ocasionalmente inundadas ao longo do ano e
inundadas no momento da amostragem). Os autores mostraram que a composi¢do da
comunidade de Archaea mudou sistematicamente de solos secos para inundados. A avaliacdo
do potencial de atividade metanogénica dos solos antes e depois do tratamento de dessecacao
em condi¢des laboratoriais revelaram comportamento similar, apesar das diferencas nas
comunidades microbianas.

O campo da ecologia do solo continua a descobrir mecanismos criticos que governam
as emissdes de CH, em planicies aluviais amazdnicas. Contudo, colocar esse mecanismo em
contexto de modelagem matematica exige que continuemos a expandir a nossa compreensao
sobre o papel dos micro-organismos do solo nos processos em escalas regionais. A medida
que avangamos neste entendimento, ganhamos um detalhamento mecanicista dos processos
em detrimento da compreensdo preditiva. Enquanto continuamos a refinar a nossa
compreensdo detalhada sobre taxa microbianos, também precisamos caminhar paralelamente

na compreensdo biogeoquimica atrelada. Tais percepgdes t€ém o potencial de melhorar as
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previsdes sobre o clima e, em ultima instancia, essa abordagem emergente mais diversa
fornecera percepcdes fundamentais sobre a organizacdo da vida na Terra [20].

Assim, baseados nas questoes cientificas que permeiam a compreensao da comunidade
microbiana em planicies aluviais amazonicas, esta tese foi definida e composta por trés
diferentes estudos. O estudo reportado no Capitulo 2 buscou compreender como as condi¢des
de seca e inundagao afetam os perfis metabdlicos da comunidade microbiana do solo em trés
planicies aluviais com diferentes tipos de 4gua da Amazonia — negra (Rio Negro), clara (Rio
Tocantins) e branca (Rio Solimdes) — e uso da terra (floresta e agricultura). O Capitulo 3
manteve foco na determinacdo do potencial metanogénico mediante o acréscimo de
temperatura por meio de ensaios em biorreatores e na avaliagdo da resposta da abundancia de
genes funcionais microbianos em amostras com o maior potencial metanogénico. Por fim, o
Capitulo 4 propde modelos matematicos a partir de dados obtidos em campo (fluxo de CH,,
fatores fisicos e quimicos do solo e abundancia das comunidades metanogénicas e
metanotroficas ativas presentes no solo), capaz de estimar as emissoes de CH, em éareas
inundéveis da Amazonia a partir deste conjunto de varidveis.

Este trabalho de tese esta inserido no ambito do Auxilio a Pesquisa Jovem Pesquisador
— Programa FAPESP de Pesquisa sobre Mudangas Climaticas Globais — “Dinamica da
produgdo e consumo de metano pela microbiota ativa em 4reas inundaveis da Amazonia”

(Processo FAPESP 2016/16687-3).

1.1 Estrutura do documento

As informagdes introdutérias do documento abordam aspectos relacionados a
contextualizagdo do tema de pesquisa, incluindo a presente introdugdo, a defini¢do das
hipoteses de trabalho, os respectivos objetivos e a apresentacdo do referencial tedrico
(Capitulo I). Nesta parte inicial, sdo introduzidos conceitos referentes a ciclagem do CH, em
planicies aluviais amazdnicas com énfase na microbiota envolvida e a importancia do uso de
diferentes abordagens metodologicas para o entendimento do ciclo do CH,.

O Capitulo 2 apresenta e discute os resultados de determinagdes com uso de perfis
fisiologicos ao nivel da comunidade microbiana (BIOLOG™ EcoPlate), com o objetivo de
avaliar o potencial metabdlico da comunidade em condi¢des de seca e inundagdo em trés
planicies aluviais com diferentes tipos de 4gua da Amazonia — negra (Rio Negro), clara (Rio

Tocantins) e branca (Rio Solimdes) — e uso da terra (floresta e agricultura).
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No Capitulo 3 ¢ relatada a abordagem de avaliagdo sob condi¢do controlada (ex situ)
do efeito da adicdo de substratos sobre o potencial metanogénico em reatores bioldgicos
contendo solo dos mesmos sitios florestais e agricolas de planicies aluviais amazonicas
contempladas no Capitulo 2, assumindo o efeito do aumento de temperatura, na atividade
metabodlica microbiana. Por fim, no Capitulo 4 relata-se o uso de modelo matematico definido
a partir de dados obtidos nas areas de estudo consideradas nos capitulos anteriores, visando a
simulagdo de cenarios futuros para a emissao de CH, em areas inunddveis da Amazonia. Nas
informacodes finais disponiveis neste documento sdo apresentados os principais resultados

obtidos no ambito dos capitulos 2, 3 ¢ 4.

1.2 Hipéteses de trabalho e objetivos propostos

1.2.1 Hipotese basica e objetivo geral

Com base em estudos prévios e no estado da arte, a condug¢do do presente trabalho
esteve pautada em uma hipotese central, na qual se afirma que areas inundaveis florestais e
sob sistemas agricolas tradicionais nas planicies aluviais de adguas negra (rio Negro), clara (rio
Tocantins) e branca (rio Solimdes) da Amazoénia sofrerdo alteragdo em sua atividade
metabolica assumindo o acréscimo de temperatura previsto pelo IPCC. Neste contexto, o
objetivo geral desta tese foi avaliar o potencial metabolico da comunidade microbiana, o
potencial metanogénico e o potencial metabdlico associados com as maiores produgdes de
CH, pelas comunidades microbianas presentes no solo de areas inunddveis florestais e
agricolas nas planicies aluviais de rios amazdnicos de dguas negra, clara e branca, bem como
determinar o fluxo de CH, nessas areas em periodos contrastantes da hidrografa (seca e
inundacao). Os resultados obtidos foram utilizados para a proposi¢do de modelagem da

emissdo de CH, para a regido da Amazonia.

1.2.1.1 Hipéteses secundarias e objetivos especificos

Assim, foram definidas trés sub-hipoteses, relacionadas com os objetivos especificos

desta tese:
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Hipotese secundaria 1: Areas inundéaveis em planicies aluviais de rios de dgua negra, clara e
branca diferem quanto ao perfil fisiologico ao nivel de comunidade microbiana. Esta hipotese

¢ avaliada no Capitulo 2.

Objetivo: Determinar com uso de perfis fisioldgicos ao nivel da comunidade microbiana
(BIOLOG™ EcoPlate), o potencial metabdlico da comunidade microbiana do solo em
condi¢des de seca e inundagdo em trés planicies aluviais com diferentes tipos de agua da
Amazonia — negra (Rio Negro), clara (Rio Tocantins) e branca (Rio Solimdes) — e uso da terra

(floresta e sistema agricola tradicional).

Hipotese secundaria 2: As maximas producdes de CH, estdo vinculadas a elevada atividade
metabolica microbiana associada a degradagdo de C, fixacdo de C e metanogénese em solo

utilizado como indculo em biorreatores. Esta hipdtese ¢ avaliada no Capitulo 3.

Objetivos: Determinar o potencial metanogénico mediante aumento de temperatura por meio
de ensaios em reatores biologicos contendo solo de areas inundaveis florestais e agricolas com
diferentes tipos de aguas amazodnicas (negra, clara e branca) e meio de cultura enriquecido
com diferentes fontes (acetato de sddio, formiato de sodio, glicose e metanol). Avaliar o efeito
da elevada produg¢ao de CH, sobre o potencial metabolico relacionado com a producao de

CH, utilizando microarranjo funcional de DNA (GeoChip v. 5.0S).

Hipotese secundaria 3: Modelagem matematica baseada em dados obtidos em campo € capaz
de simular emissdes de CH, em areas inundaveis da Amazonia. Esta hipdtese serd avaliada no

Capitulo 4.

Objetivo: Propor modelo matematico a partir dos dados de campo (fluxo de CH,, fatores
fisicos e quimicos do solo e métricas bioldgicas das comunidades metanogénicas e

metanotréficas ativas presentes no solo).
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2 Capitulo 1 - METANO, MICROBIOS E MODELOS EM PLANICIES ALUVIAIS
AMAZONICAS: ESTADO-DA-ARTE E PERSPECTIVAS!

RESUMO

Os ecossistemas das planicies aluviais amazonicas incluem areas abertas e sistemas florestais
e agricolas intermitentes com diferentes tipos de dgua. Tais ecossistemas constituem uma
fonte natural significativa de CH, nos trépicos. Quando os solos sdo inundados e se tornam
anoxicosanaerobios, o CH, ¢ produzido por metanogénese, enquanto a oxidagdo aerobica e
anaerdbica do CH, mediada por micro-organimos serve como o principal sumidouro bioldgico
deste gas causador de efeito estufa. As medi¢des das taxas e controles da producdo e emissao
de CH, na bacia amazonica provém principalmente de estudos feitos em zonas umidas
isolados e lagos de planicie de inunda¢do. Do mesmo modo, comunidades microbianas nesses
habitats de planicies aluviais amazdnicas foram estudadas em lagos isolados com base em
analises de sequéncias especificas de DNA. Os modelos existentes de emissdao de CH, em
planicies aluviais da Amazonia concentram-se nas propriedades do solo ou envolvem fatores
tais como pH, potencial redox, ou substratos. Nenhum destes modelos incorpora a inundagao
sazonal de forma adequada, nem a microbiota o faz como um componente. Neste sentido, este
capitulo destaca como os esforgos ja desenvolvidos contribuiram para compreender a emissao
de CH, e as suas liga¢des com fatores abidticos e bidticos nas planicies aluviais da Amazonia,
bem como enfatizara a necessidade de encorajar a cooperacao e a troca de experiéncias entre

equipes de investigacdo, utilizando diferentes abordagens e métodos cientificos.

Palavras-chave: emissao de metano; metanogénese; metanotrofia; modelagem matematica.
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2.1 Introducao

A floresta amazdnica, notoriamente conhecida por sua vasta biodiversidade, ¢ um
ecossistema Unico e exerce papel irrefutdvel na manutencdo dos servigos ecossistémicos
globais. O bioma amazonico ¢ um dos principais contribuintes para o funcionamento
biogeoquimico do sistema terrestre [1]. Contribuindo para esse funcionamento esta o solo que
¢ considerado um dos compartimentos ambientais mais complexos e varidveis. A
compreensdo de processos biogeoquimicos mediados por micro-organismos nesse
compartimento ¢ de particular interesse em areas inundaveis continentais, onde a ciclagem de
nutrientes ¢ altamente responsiva a hidrologia flutuante, e os gases produzidos no solo podem
contribuir para alteracdes climaticas globais [2].

O CH, ¢ um dos principais gases causadores de efeito estufa. As zonas Uimidas
amazonicas sdo consideradas fonte significativa de emissao de CH,. Além das emissodes de
gases de efeito estufa como o CH,, as areas imidas oferecem uma gama diversificada de
vegetacdo que permite o sequestro de C organico.

Variagdes no nivel e no fluxo da agua, juntamente com variagdes na temperatura € na
carga de sedimentos, por exemplo, sdo os fatores mais importantes na condugdo da estrutura e
funcionamento dos sistemas de inundacgao [3,4]. O pulso de inundagao responsavel por alterar
as condicdes de saturagdo do solo favorece as condigdes andxicas dos sistemas de planicies
aluviais, tornando-as predispostas a atividade da comunidade microbiana anaerdbia. O CH, ¢
o produto da decomposicao anaerdbia de matéria organica. A oxidacao anaerobia de CH,pode
ocorrer na presenca de alguns aceptores de elétrons (ferro, manganés e sulfato) e formas
nitrogenadas (nitrito e nitrato).

Esta revisdo aborda primeiro a microbiota do solo e os mecanismos relacionados com
a mesma como parte da dinamica do ciclo do CH,. Os tdpicos iniciais incluem caracteristicas
microbianas, principalmente de sistemas saturados (por exemplo, metabolismo anaerdbio e
interacdes com metais). O capitulo sintetiza estudos que avaliaram possiveis consequéncias
em relacdo as alteragdes na hidrologia causadas pelas alteragdes climaticas.
Subsequentemente, ¢ relatada uma sintese das diferentes abordagens integradas:
biogeoquimica, isétopo e metagendmica do solo, revelando a importancia de se fazer a
interface entre diferentes metodologias para desenvolver uma representacdo mais fidedigna

desse sistema. O capitulo termina com a identificacao dos conhecimentos sobre os modelos de
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emissOes nas planicies aluviais amazonicas, bem como sugere a incorpora¢do de novas

variaveis nesses modelos.

2.2 Ciclo biogeoquimico do CH,

Os ciclos biogeoquimicos globais sao impulsionados principalmente por
micro-organismos que possuem como base alimentar compostos de um atomo de C, como o
metano (CH,) ou dioéxido de carbono (CO,) [5]. O CH, € o hidrocarboneto mais abundante na
atmosfera [6]. Devido as suas caracteristicas de absor¢do, o CH, manifesta forcamento
radiativo positivo, sendo um gas causador de efeito estufa que contribui para a regulagdo da
temperatura na superficie do planeta. Acredita-se que o CH, seja responsavel por 17% do
aquecimento global [7], levando em consideracao as reagdes quimicas indiretas deste gas com
aerossois. O Potencial de Aquecimento Global (do inglés Global Warming Potential, GWP) é
estimado ser 25 vezes superior ao GWP do CO,[8,9] ao longo de um horizonte de 100 anos.

O interesse pelas estimativas das emissdes de CH, em florestas tropicais tem crescido
nos ultimos anos, particularmente em 4areas Umidas tais como as amazonicas [10-15] e o
Pantanal [16-18]. Isto deve-se ao fato das maiores fontes naturais de CH, serem as zonas
umidas [19], contribuindo com 177 a 284 Tg CH, por ano [7]. As areas imidas sdo as maiores
e mais incertas fontes de CH, para a atmosfera [20]. Técnicas de sensoriamento remoto
empregando observagdes visiveis, infravermelho e de micro-ondas oferecem varios graus de
sucesso no fornecimento de estimativas quantitativas de areas imidas, extensdo de inundacao
e monitoramento de variagdes naturais € antropogénicas nesses ambientes [21]. Outro fator
que pode contribuir para essa incerteza ¢ a variabilidade interanual da coluna d’ dgua atrelada
a lagos, rios que influenciam diretamente nas areas inundaveis vinculadas a eles.

As areas imidas possuem uma grande capacidade de sequestrar e armazenar C, o que
justifica o crescente interesse por estudar a producdo e consumo desse gas nesses
ecossistemas. O sequestro de C refere-se a remocao de CO, da atmosfera, transferéncia e
acimulo no reservatorio de terras imidas como matéria organica do solo. Ou seja, o sequestro
de C em dareas Uimidas estd relacionado a remog¢do fotossintética de CO, por organismos
produtores € a sua conversao em celulose e outras formas de C, e posteriormente, a
transformagdo de detritos em matéria organica do solo [22]. Essa capacidade de atuar na

ciclagem do C, além de todos os outros servigos ecossistémicos desempenhados por esses
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ecossistemas, os tornam componentes criticos na compreensao de estoques locais, regionais €
globais de C, capaz de influenciar no balanco do CO,, CH, e outros gases causadores do
efeito estufa.

As planicies aluviais sdo definidas como ambientes sazonalmente inundados ou
saturados em virtude da elevacdo da dgua subterranea ou superficial, permanecendo assim
durante um periodo do ano ou ao longo de todo o ano [3]. De acordo com [Junk et al., 1989],
a inundagdo de planicies ao longo dos rios tende a ocorrer como um unico pulso de inundagao
anual que dura meses. Nessas planicies, a inundacdo também pode levar ao aumento de
insumos aloctones de C, tornando-os essenciais a teia alimentar e alvo de interesse da
comunidade cientifica.

O CH, ¢ produzido por micro-organismos pertencentes ao Dominio Archaea, no
estagio terminal de fermentagdo da matéria organica em ambientes anaerobios [23], os quais
desempenham papel fundamental na biodegradagdo da matéria organica [24]. No entanto,
apenas uma fracdo do CH, produzido ¢ emitido para a atmosfera, o restante ¢ utilizado por
micro-organismos oxidadores de CH,, denominados metanotréficos. Nao existe um consenso
na literatura sobre a porcentagem de CH, assimilada por esses micro-organismos. Existindo
assim uma grande variabilidade nas estimativas da fracdo de CH, produzido (10 a 100%) por
micro-organismos anaerébios sendo oxidados em CO, antes de atingir a atmosfera [25].

Parte da compreensdo atual da dindmica do CH, em areas inundéaveis possui como
embasamento a premissa de que a maior parte da oxidagdo do CH, ocorre em condig¢des
aerobias. No entanto, estudos recentes indicam a atuagdo de varios outros aceptores de
elétrons na oxidagdo anaerdbia do metano, incluindo nitrato, nitrito, ferro e manganés |5,
26-32]. Pesquisas apontam ainda substancias humicas atuando como aceptor terminal de
elétrons em area inundavel tropical [33]. Em estudos anteriores [32, 34], ao tentarem justificar
a predominancia de estudos que abordem a oxida¢do do CH, exclusivamente por via aerobia,
consideraram o fato do sulfato ter sido por muito tempo o tinico aceptor de elétrons envolvido
com a oxidagdo do CH, em ambientes anoxicos, uma vez que a concentragdo de sulfato ¢
geralmente muito baixa em ambientes de agua doce para desempenhar um papel na oxidagado
anaerobia do CH,. A contribuicdo da oxidacdo anaerdbia de CH, para o processo de
metanotrofia ndo estd completamente elucidado, mas o crescente aumento de publica¢des
validando a informagdo mostra que esse mecanismo parece ser mais comum do que se

pensava anteriormente.
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Por sua vez, a metanogénese ocorre quando aceptores de elétrons energeticamente
favoraveis como o oxigénio, nitrato, sulfato e ferro estdo ausentes ou foram esgotados [35].
Na auséncia de oxigénio, a decomposicdo completa de compostos organicos complexos
requer interagdes sintroficas do sistema, em passos individuais no processo global [36]. Uma
acdo sequencial que envolve as etapas de hidrolise, acidogénese, acetogénese € metanogénese
[37]. Portanto, as muitas guildas microbianas envolvidas nesses processos, incluem
micro-organismos hidroliticos, fermentativos sintroficos, acetogénicos e metanogénicos.

As bactérias e fungos sao responsaveis por realizar a quebra de moléculas complexas
durante a hidrdlise, como polissacarideos, proteinas e suas unidades formadoras
(aminodacidos, acidos graxos e alcoois) [38]. Na etapa de acidogénese, 0s micro-organismos
fermentativos convertem os substratos simples em acidos graxos volateis (AGV) como
acetato, propionato e butirato); alcoois (tais como etanol e butanol); H, e CO, [39]. Na
acetogénese, os AGV e dlcoois produzidos, como propionato, butirato e etanol, sao
convertidos em acetato, H, e CO, por bactérias acetogénicas [39]. E, por fim, os

metanogénicos convertem acetato, H,/CO,, formiato e compostos metilados em CH,.

2.3 Microbiota envolvida na ciclagem de CH,

A quantidade de CH, emitido a partir de um ecossistema ¢ resultante do equilibrio
entre a produ¢do de CH, (metanogénese) € o consumo (oxidacdo) desse gas (metanotrofia).
Por conseguinte, a emissdo de CH, para a atmosfera ¢ determinada por atividades de
micro-organismos metanogénicos € metanotroficos.

As Archaea metanogénicas tém sido detectadas em uma ampla gama de ambientes,
incluindo sedimentos de &4gua doce, lagos hipersalinos, arrozais, digestores anaerdbios,
permafrost, aterros sanitarios, entre outros. Elas possuem uma enzima tUnica chamada
metil-coenzima M redutase (Mcr) que as tornam especializadas em produzir CH, [39]. Este
grupo de micro-organismos apresenta elevada diversidade em morfologia e pardmetros
fisiologicos [40].

Os micro-organismos metanogénicos pertencem ao filo Euryarchaeota e até
recentemente foram classificados em sete ordens (Metanobacteriales, Methanococcales,
Methanomicrobiales, Methanosarcinales, Methanocellales, Methanopyrales e

Methanomassiliicoccales). A descoberta do agrupamento de genes da coenzima Mcr da
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metanogénese na Bathyarchaeota e, posteriormente, Verstraetearchaeota, levou a uma
mudanca de paradigma, demonstrando que a origem evolutiva da metanogénese ¢ anterior ao
filo Euryarchaeota [41].

O metabolismo das Archaea metanogénicas ganha energia reduzindo compostos de C
(como CO,, formiato, acetato, metanol, etanol, metilaminas e sulfuretos de metila) ao CH,
[23]. Assim, as linhagens metanogénicas tradicionais sdo amplamente caracterizadas como
hidrogenotrofica, acetoclastica e metilotréfica com base em uso de substrato. Na maioria dos
casos, as vias produtoras de metano no ambiente sdo determinadas pelo sequenciamento de
DNA dos micro-organismos metanogénicos correspondentes [23]. O passo final em todas
essas vias ¢ comum e envolve a conversao da metil-S-CoM em CH, pela metil-coenzima Mcr
[42].

Levando em consideragdo a via de producdo (Figura 1), os micro-organismos
metanogénicos hidrogenotroficos sdo conhecidos por oxidar H,, formiato ou alguns 4lcoois
simples e reduzem o CO,a CH, [43]. A maioria dos micro-organismos metanogénicos
descritos ¢ hidrogenotrofica. Os metanogénicos acetoclasticos dividem o acetato para formar
CH, e CO,. Eles sdao encontrados em habitats onde os micro-organismos metanogénicos
hidrogenotroficos reduzem os niveis de H, o suficiente para criar as condi¢des necessarias
para altos niveis de formagao de acetato. Os micro-organismos metanogénicos metilotroficos
sdo comuns em sedimentos marinhos e hipersalinos ricos em sulfato, onde utilizam compostos
metilados como trimetilamina , sulfato de dimetilae metanol [44]. Em contraste, em
sedimentos de ambientes de 4gua doce at¢ o momento acredita-se que a metanogeénese
metilotrofica seja de pouca importancia, embora ndo seja isso que resultados recentes, ainda
nao publicados, t€ém revelado para as areas inundaveis da Amazonia. No entanto, o mesmo

raciocinio utilizado para a metanotrofia anaerdbia pode estar ocorrendo nesse caso.
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Figura 1. Ilustra¢do conceitual da produgdo e consumo de CH, antes da liberag@o atmosférica em ecossistemas
de zonas timidas. Os micro-organismos degradam o material organico complexo no sistema andxico por um
processo de varias etapas, resultando em CO, e CH, como produtos. Adaptado de [34].

Os compostos metilicos, especialmente o metanol, podem desempenhar um papel
subestimado como contribuintes para a produ¢do de CH, em areas imidas [44]. Embora a
utilizacdo de metanol na presenca de hidrogénio tenha sido observada entre Archaea

metanogénicas, esse substrato raramente ¢ testado durante a descricdo de novas espécies. Essa
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falta de informagdo representa um sério obstadculo a andlise das habilidades metabolicas de
Archaea metanogénicas [45].

Meyer et al. [46] utilizaram abordagem metagenomica para avaliar a abundancia
relativa de genes envolvidos na ciclagem de CH, em ambientes de floresta e pastagem na
Amazonia Ocidental e mostraram a metanogénese de compostos metilados mais
abundantemente em pastagens. Os metilotréficos do solo chamam a atengdo para o papel
central desses organismos nas conversdes globais de metanol, que se origina principalmente
de plantas [47], liberado tanto de material vivo como de material vegetal em decomposi¢ao
[48]. A microbiota do solo ¢ um componente essencial da decomposicdo vegetal e da
formagdo de matéria organica. Assim, o conhecimento dessas comunidades assim como do
material decomposto ¢ essencial para a elucidagdo da dindmica desses ambientes.

A literatura menciona que em planicies aluviais tropicais as vias microbianas
predominantes na produ¢dao de CH, sdo acetoclastica e hidrogenotréfica [49,50]. No entanto,
Alves [51] ao avaliar o enriquecimento de amostras de floresta primaria e secundaria e
pastagens na Amazonia indicou uma maior producdo de CH, pelas vias acetoclastica e
metilotrofica.

Nas dareas inundaveis, conhecidas por apresentar altas taxas metanogénicas, as
bactérias metanotroficas sao responsaveis por catalisar a oxidacdo do CH, nas interfaces
aerdbio-anaerobio. As bactérias metanotroficas sdo capazes de utilizar o CH, como sua unica
fonte de C [52], e podem ser divididas em quatro grupos: Gammaproteobacteria
(frequentemente referidos como Tipo I ou Tipo X), Alphaproteobacteria (anteriormente
conhecido como Tipo II), Verrucomicrobia e membros do filo NC10 [53].

A atividade metanotrofica s6 € vidvel em virtude de uma enzima conhecida como
metano monooxigenase (MMO), que ocorre em duas formas distintas: particulada (pMMO)
dentro de uma membrana intracelular ou soluvel (sMMO) no citoplasma. Ambas convertem
CH, no produto prontamente assimilavel, o metanol [54].

A oxidacdo do CH, tem se revelado um importante sumidouro desse gas produzido por
sedimentos na Amazonia, reduzindo a quantidade de CH, que chega a atmosfera [8,55].

A diversidade dos micro-organismos pertencentes ao Dominio Archaea, capazes de
metabolizar CH,, tende a aumentar em um futuro préoximo devido a descobertas adicionais em

levantamentos utilizando abordagem metagendmica e outras abordagens cada vez mais
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robustas para o estudo da diversidade microbiana. Isso pode muito bem resolver a historia

evolutiva atualmente ambigua dessa importante fun¢ao metabolica [23].

2.4 Influéncia da hidrologia nas planicies aluviais tropicais

As planicies aluviais estdo entre os ecossistemas mais dindmicos, sendo constituido
por um mosaico de habitats com altas taxas de rotatividade espago-temporal [4,56]. A
interacdo complexa entre a topografia da planicie de inundacdo e a variagdo no fluxo do rio e
no transporte de sedimentos mantém um gradiente distinto de conectividade hidrologica
lateral, o que facilita a coexisténcia de numerosas espécies aquaticas e terrestres [4].

Esses locais apresentam estratigrafia altamente heterogénea produzida por meandros
ativos de rios e deposi¢ao de sedimentos; materiais dominantes de granulometria grossa sao
intercalados com sedimentos mais finos e a matéria organica ¢ depositada, levando a zonas
distintas de condi¢des oOxicas ou anoxicas dentro da sub-superficie [57]. As variagdes
regionais nas emissdes de CH, de agua doce sdo fatores importantes que devem ser
considerados para garantir estimativas globais confidveis. Os estoques de C assim como as
diferentes classes de matéria organica ainda precisam ser elucidados para que diminuam as
limitacdes na constru¢do de modelos de ciclagem de C nesses ambientes. As variagdes
hidrologicas sdo responsaveis por determinar a intensidade e duragao das condigdes aerobias.
Alteragdes nessas condi¢cdoes podem aumentar ou diminuir as taxas de decomposicao da
matéria organica [58].

Areas Umidas colombianas foram avaliadas e mostraram que os ecossistemas
estudados sdo valiosos sumidouros de C, e a hidrogeomorfologia atua como um fator
importante para o armazenamento de C nesses ecossistemas [59]. Dalmagro et al. [18], ao
avaliarem a maior area inundavel tropical do mundo, o Pantanal, revelaram que eles sao
potencialmente grandes sumidouros de C, e que o balango de C foi impulsionado pela
dinamica sazonal de precipitagdo e inundacao da superficie que afetaram as fases anaerobia e
aerobia do solo. A avaliacdo do comportamento de uma area de inundagdo de 4gua doce com
periodo médio usual de inundacdo de 6 meses por ano, localizada em um parque nos EUA,
mostrou que o meio ambiente tornou-se fonte de CO, ao passar por um periodo de inundagao

prolongado (17 meses). Além disso, as evidéncias sugerem que a magnitude dos ciclos
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umidos e secos pode ter efeitos significativos na emissdo de gases causadores de efeito estufa
[60].

Planicies aluviais sdo ambientes adaptados a variagdes do nivel de 4gua, ao que parece
as comunidades microbianas podem ser adaptadas a essas flutuagdes e apresentam capacidade
de permanecer em estado de laténcia até a proxima inundagdo. Hernandez et al. [61]
demonstraram que em solos florestais amazonicos a propensdo para a produgdo de CH, (em
laboratorio) foi melhor observada em relagdo a duragdo da fase de laténcia. Solos que nunca
foram inundados (floresta seca) apresentaram essa fase mais longa do que locais que estavam
permanentemente inundados. Em estudo de laboratorio que avaliou diferentes niveis de
frequéncias de inundacao também observaram diferengas na composi¢do, mas um aumento na
diversidade sob condi¢des de maior saturagao hidrica foi relatado [62].

Planicies aluviais estdo entre os ecossistemas mais ameacados do mundo por causa de
atividades antropogénicas, especialmente em paises em desenvolvimento, onde a alta pressao
por areas agricolas impulsiona o desmatamento. Uma ameaca adicional a esses ecossistemas
esta no aumento de temperaturas terrestres advindo do aquecimento global, gerando um ciclo
de mudanga no regime hidrico que consequentemente pode alterar a capacidade de

armazenamento de C em ecossistemas de zonas humidas [63].

2.5 Sensibilidade das planicies aluviais as mudancas climaticas

Projegdes atuais sugerem que as taxas de emissdes de gases causadores de efeito
estufa a partir de areas inundaveis aumentardo a medida que a temperatura média global
continuar a subir, e isso € de particular importancia em sistemas temperados e tropicais. O
metabolismo do CH, em 4reas imidas ¢ fortemente influenciado por fatores ambientais que
possuem uma variabilidade tanto espacial quanto temporal. A producao e o consumo de gases
causadores de efeito estufa sdo parcialmente regulados por processos microbianos, que por
sua vez sao influenciados pela umidade e temperatura do solo [64]. Nos solos, a taxa de
producao de CH, mediada por micro-organismos geralmente mostra uma relagdo exponencial
com a temperatura do ar, com o pico da taxa correspondendo as temperaturas de 25 a 30°C
[65].

As zonas umidas provavelmente se tornardo as principais fontes liquidas de C sob

efeito de aquecimento das condi¢des climaticas em décadas [64]. Sanches et al. [66],
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determinaram os fatores cruciais relacionados a emissdo de CH, em aguas de lagos em larga
escala observando padrdes de emissdes em diferentes zonas climaticas. As zonas climaticas
com temperaturas médias do ar mais elevadas apresentaram as taxas mais altas de emissao.
Espera-se que as mudangas climaticas nas areas imidas tropicais causem um aumento
na temperatura e uma mudanga nos padrdes de precipitacao, aumentando a duragdo da estacao
seca, mas também aumentando a intensidade dos eventos de precipitagdo. Dadas essas
previsoes, o balango atual e futuro de areas tropicais inundadas sazonalmente ainda ¢ incerto.
Em estudo realizado durante os anos de 2014 a 2016 na maior area umida continua do mundo,
o Pantanal brasileiro, foi demonstrada a resposta do CH, e CO, a dindmica hidrologica desse
ecossistema [18]. As medi¢des revelaram que as emissdes de CH, aumentaram rapidamente
logo que as condigdes anaerdbias foram estabelecidas, com os maiores fluxos de emissdo de
CH, tendo sido sempre observados quando os valores de potencial redox do solo foram
menores que -100 mV. Em suma, os dados indicaram que as florestas tropicais do Pantanal
inundadas sazonalmente sdo potencialmente grandes sumidouros de C, e fontes expressivas de
CH, quando as condi¢des anaerobias dominam o solo (periodo inundado). E valido ressaltar
que as medicdes realizadas contemplam emissdes de troncos de arvores, fluxos do solo,
ebulicdo e difusdo a partir da superficie da d4gua, uma vez que a metodologia utilizada foi uma
torre de pesquisa de 20 m de altura, juntamente com sensores ambientais. Uma pesquisa
recente sugere que a emissdes de CH, de galhos de arvores é a fonte dominante

de emissdo regional de CH, para ambientes de florestas tropicais inundadas [11].

2.6 Emissoes de CH, em areas inundaveis: biogeoquimica, assinatura isotopica e

metagendmica

Compreender o nivel de sensibilidade das areas de inundacdo em resposta as
mudancas climaticas requer esforcos para que seja melhor elucidada. Para tanto, € necessario
mais conhecimento em todos os niveis, desde a ecofisiologia unicelular até o funcionamento
biogeoquimico in situ e ex situ. Assim, esforcos em prol de cultivar em laboratério
micro-organismosfastidiosos, avaliagdo da microbiota com métodos independentes de cultivo,
além da combinacdo dessas abordagens com determinacdes isotopicas e caracterizacao fisico
e quimica do solo e da agua s3o necessarios para alcangar um entendimento dos processos

mediados por micro-organismos nestes ambientes [67].
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E um desafio para os pesquisadores projetar experimentos e adotar métodos que
possam detectar a ciclagem de C em planicies aluviais. Uma das abordagens utilizadas ¢ a
caracterizagdo das comunidades microbianas no espaco e tempo a partir do sequenciamento
de DNA ou RNA e a constru¢ao de matrizes de correlagdo das abundancias relativas de
grupos  taxonOmicos e  funcionais  microbianos com  varidveis  ambientais
[68]. Independentemente do método de estudo, a caracterizacdo precisa refletir a escala
correta para a pergunta que se pretende responder e deve conter quantidade de réplicas
suficiente para fornecer dados significativos [69].

Estudos metagendmicos indicam alta redundancia funcional em areas inundéaveis [70].
Embora saibamos que as comunidades microbianas sao diversas, os métodos baseados em
DNA podem inflacionar artificialmente estimativas de redundancia funcional [69]. Esse fato
se deve a abordagem baseada em DNA ndo conseguir distinguir entre células dormentes e
ativas [70].

Diferentes respostas foram encontradas ao avaliar o efeito do aumento da salinidade na
composi¢do da comunidade microbiana total (DNA) e ativa (RNA) em um reator anaerdbio
[71]. A concentragdo e o tempo de exposicao afetaram fortemente a comunidade microbiana
e, especialmente, os filotipos de Archaea ao nivel do RNA, tanto em termos de diversidade
global como de filotipos especificos.

A avaliacdo de condi¢des de sobrevivéncia de Archaea metanogénicas sob condigdes
aeradas em campos inundados cultivados com arroz, revelaram a composi¢do da comunidade
ativa indicando que mecanismos desconhecidos mantém a estabilidade da comunidade nesses
ambientes até um ano apoés o inicio da drenagem [72].

Os isotopos estaveis tém sido utilizados hda muito tempo como ferramenta para
investigar os processos ambientais e suas relagdes com micro-organismos, as quais podem ser
estabelecidas por vias metabdlicas [73]. O mérito dos isétopos de C reside na sua taxa de
cambio  relativamente lenta  para  muitos minerais que conttm C ¢
em fracionamentos relativamente grandes, mesmo a altas temperaturas. Estas duas
propriedades tornam os isotopos de C um excelente gravador de processos geoldgicos e
permitem uma melhor compreensdo das fontes de C e fluxos volateis relacionados em escalas
de tempo geoldgicas [74]. Estamos passando por uma reformulagido das abordagens isotopicas
com base no aumento crescente de bancos de dados gendmicas e transcriptomicos, € mais

recentemente tecnologias com aquisi¢do, processamento e avaliacio de dados de
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espectrometria de massa e instrumentais aprimorados [73]. Para [75], a incorporacdo de
isotopos estaveis para dentro da biomassa microbiana permite a recuperacdo de acidos
nucleicos marcados a partir de micro-oganismos ativos. A combinagdo de is6topos estaveis
com metagendmica fornece acesso a genomas de micro-organismos envolvidos em processos
metabolicos de interesse.

Os fluxos de CH, em ambientes terrestres e aquaticos t€ém sido avaliados de diversas
maneiras, mas em geral o monitoramento da acumulag¢do de gés nas camaras de fluxos tém
sido a metodologia predominante at¢ o momento. Esta metodologia € conceitualmente
simples e ndo requer equipamentos de campo caros, mas ¢ trabalhosa, baseando-se

principalmente na amostragem manual [17].

2.7 Modelagem matematica

Para melhorar a previsdo de modelos climaticos ¢ importante entender os mecanismos
pelos quais os micro-organismos regulam o fluxo de gases de efeito estufa terrestre. Isso
envolve a consideracdao das interagcdes complexas que ocorrem entre 0S micro-organismos e
outros fatores bidticos e abidticos do ambiente. O potencial para mitigar a mudanga climatica
reduzindo as emissdes de gases de efeito estufa através do gerenciamento de processos
microbianos terrestres ¢ uma perspectiva de elevada importancia para o futuro [18].

Apesar dessa importancia, no entanto, as dreas inunddveis tropicais estdo pouco
representadas em modelos globais para prever as emissdes globais de CH,. Um primeiro
passo no desenvolvimento de um modelo baseado em processo de emissdo de CH, em areas
de inundagdo tropical para aplicacdes globais foi documentado em 2014. Para isso, o Modelo
de Vegetagdao Global Dindmica da LPXBern (LPX) foi ligeiramente modificado para
representar a hidrologia da planicie de inundagdo, a vegetagao e a emissdo de CH, associada.
A extensdo das areas inundaveis tropicais foi prescrita usando a produgdo do modelo de
hidrologia espacialmente explicito PCR-GLOBWB. Foram introduzidas diversas variaveis ao
modelo, como vegetacdo, a cobertura do solo (com base em dados obtidos por sensoriamento
remoto), as densidades de fluxo de CH, simuladas foram avaliadas contra observagdes de

campo e inventarios de fluxo regional.
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Contudo, a microbiota do solo ndo foi considerada como componente na modelagem.
As emissdes simuladas de CH, na escala da Bacia Amazdnica foram comparadas as
simulacdes de modelos realizadas anteriormente. Assim, foi descoberto que este modelo LPX
reproduz a magnitude média das densidades liquidas de fluxo de CH, observadas para a Bacia
Amazonica. No entanto, o0 modelo ndo reproduz a variabilidade entre sitios de amostragem ou
entre anos dentro de um sitio, considerando-se que as informagdes do sitio sdo muito
limitadas para atestar ou refutar alguns recursos do modelo. Na escala da Bacia Amazonica,
os resultados obtidos com a promocdo deste modelo sublinham a grande incerteza na
magnitude das emissdes de CH, de 4reas inundaveis.

As analises de sensibilidade forneceram esclarecimentos sobre os principais
direcionadores da emissao de CH, da planicie de inundacdo e suas incertezas associadas.
Devido a uma limita¢do intrinseca do LPX para considerar a sazonalidade na extensdo da
varzea, o0 modelo ndo conseguiu reproduzir a dindmica total das emissdes de CH,, levantando
diversas questdes cientificas. Embora este modelo inclua mais mecanismos especificos para
as areas inundaveis tropicais, ndo foi possivel reduzir a incerteza na magnitude das emissoes
de CH, da bacia amazolnica. Assim, justificando a necessidade de mais pesquisas para
restringir as emissdes de CH, e sua variabilidade temporal [15].

No mesmo ano, Potter e colaboradores [76] desenvolveram um novo modelo que
buscava estimar sazonalmente a dinamica de C e emissdes de CH, de ecossistemas inundaveis
na Amazonia. O modelo de simulagdao de zonas umidas amazonicas levou em consideragao
trés componentes principais: a) detalhamento do tipo de vegetacdo nas zonas umidas e
mudangas no nivel da 4gua, temperatura e oxigénio dissolvido, (b) producdo primaria,
acumulo de massa e decaimento da serapilheira em solos e sedimentos, € (¢) vias de producao
e transporte de CH, através da coluna d’4gua para a atmosfera.

O modelo apresentado baseia-se na entrada dos seguintes dados para simulagdes em
um determinado ambiente inundado na Amazodnia: latitude e longitude, tipos de vegetacao
como fragdes de cobertura das areas, temperatura superficial didria, fluxo de irradiagdo solar,
velocidade do vento, precipitagdo, profundidade diiria da agua, valores da producdo de
biomassa para macrofitas flutuantes e dados do indice de vegetacdo por satélite para
ecossistemas de florestas inundadas. Para melhorar a generalidade e uso desse modelo, a

incorporagdo de simulagdes de mistura vertical, trocas horizontais e varios processos
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biogeoquimicos sdo necessarios. Além disso, o componente microbiota ndo ¢ diretamente
relatado.

Em 2016, [77] ao avaliarem as concentracdes atmosféricas de CH, na Bacia
Amazodnica nos anos de 2010 e 2011 utilizaram além de um modelo de transporte quimico
atmosférico em 3D (TOMCAT), dois modelos de emissdo em areas umidas [78,79] para
reduzir a incerteza sobre as emissdes de CH,. O primeiro conjunto de emissdes de terras
umidas e arrozais foi derivado do método descrito por [79]. O método utiliza satélite para
avaliar a varia¢do de C disponivel para a metanogénese, o que leva a uma representagdo mais
precisa do momento das emissdes de CH,. No entanto, os dados de satélite ndo podem
distinguir entre as emissdes microbianas de CH, das areas umidas naturais € as emissoes
antropogénicas do cultivo de arroz. O segundo modelo (Joint UK Land Environment
Simulator — JULES, versao 3.4.1) [78] simula a superficie terrestre em termos de variagdes de
carbono, 4dgua e energia e inclui um fluxo de metano em 4areas imidas como componente,
baseado em [80]. O fluxo de CH, ¢ dependente do substrato disponivel de C, a temperatura, e
a fracdo considerada imida. As estimativas utilizadas através dos dois modelos de emissoes
de areas umidas sdo baseadas em processos € mostraram comportamentos semelhantes
quando o modelo atmosférico é comparado as observacdes, independente de qual modelo foi
utilizado [77].

No mesmo ano (2016), outro trabalho sobre modelagem de CH, foi desenvolvido,
trazendo a tona a discussdo do quanto as melhorias nos modelos de CH, seriam benéficas para
os modelos do sistema terrestre e para a simulacao adicional dos feedbacks do ciclo clima-C.
Nas ultimas quatro décadas, varios modelos numéricos foram desenvolvidos para quantificar
a magnitude, investigar as variagdes espaciais € temporais e compreender os mecanismos
subjacentes e os controles ambientais do CH, (fluxos de CH, em ecossistemas terrestres).
Esses modelos de CH, também s3o usados para a integracdo de dados CH, em escala
multipla, como incubacdo e analise molecular baseadas em laboratdrio, experimentos
observacionais de campo, sensoriamento remoto ¢ medigdes baseadas em aeronaves em
varios ecossistemas terrestres. Os autores observaram que existem grandes discrepancias entre
modelos em termos de representacdo dos processos de CH, e seus controles ambientais; e,
dados significativos, como as incompatibilidades de modelos, sdo parcialmente atribuidos a

diferentes representacdes da caracterizagdo da paisagem e da dindmica de inundagao.
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Assim, os modelos de CH, devem representar mais explicitamente 0s mecanismos
subjacentes a troca de CH, terra-atmosfera, com énfase na melhoria e validacao de processos
individuais de CH, sobre profundidade e espago horizontal. Assim, devem ser desenvolvidos
modelos capazes de simular as emissdes de CH, em escalas espaciais e temporais altamente
heterogéneas, particularmente em hotspots; e, esfor¢os devem ser investidos para desenvolver
modelos de benchmarking (uma modelagem baseada em andlises comparativas) que possam
ser facilmente utilizados para melhoria, avaliagdo e integragdo com dados de escalas
moleculares a globais [81].

Modelos de previsdo amplamente aplicaveis e robustos devem ser desenvolvidos a
partir de grandes conjuntos de dados gerados através da colaboragdo de cientistas em todo o
mundo. Para atingir alta precisdo de previsao, esses conjuntos de dados devem abranger uma
ampla variedade de informagdes e varidveis nas mais diferentes escalas das planicies aluviais

tropicais dentro das regides e globalmente.

2.8 Consideracoes finais

Este capitulo sintetiza os principais progressos na investigacdo cientifica aplicada a
compreensdo da dindmica do CH, nas planicies aluviais tropicais. Aqui, nos concentramos em
uma abordagem integradora dos principais aspectos do ciclo C, descrevendo métodos
baseados em observagdes sobre a superficie da Terra. Contudo, uma melhor compreensao da
metanogénese metilotréfica e da oxidacao anaerdbia do CH, ainda precisa de ser melhor
esclarecida para estes ambientes. A proxima geracdo de modelos de emissdo de CH, levara
em conta a flutuagdo sazonal do nivel de 4gua e a atividade metanogénica e metanotrofica a
ela associada. Este objetivo ousado s6 pode ser alcangado utilizando uma abordagem
multi-analitica baseada numa sinergia de modelos, métodos estatisticos para a integracdo de
dados e cooperagao cientifica. Este esfor¢o pode ajudar a criar um desenho tnico, no qual nao
sO a biosfera e o feedback da modelacao hidrologica, mas também a microbiota do solo sera

considerada no ciclo regional de C.
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3 Capitulo 2 - TIPOS DE AGUA E PULSOS DE INUNDACAO MOLDAM A
ATIVIDADE METABOLICA MICROBIANA EM SOLOS DE PLANICIES ALUVIAIS
AMAZONICAS'

RESUMO

Os micro-organismos desempenham um papel essencial nas fungdes e na produgdo do
ecossistema. Uma opcdo cada vez mais utilizada para a andlise funcional da comunidade
microbiana do solo ¢ baseada no perfil fisiologico ao nivel de comunidade. Esta opg¢do
permite avaliar a capacidade metabdlica de micro-organismos com base nos padroes de
consumo de carbono e indices derivados. No presente estudo, os efeitos dos pulsos de
inundacdo em planicies aluviais da Amazonia na diversidade funcional das comunidades
microbianas foram avaliados em solos sob influéncia de diferentes tipos de 4guas (negra, clara
e branca) em sitios florestais e sistemas agricolas tradicionais. Os solos das planicies aluviais
amazonicas apresentaram diferengas na atividade metabdlica, mostrando uma tendéncia geral
de PAC (Planicie aluvial de rio de dgua clara) > PAN (Planicie aluvial de rio de agua negra) >
PAB (Planicie aluvial de rio de 4gua branca). A analise de redundancia (RDA) indicou que a
umidade do solo (pulso de inundagdo) foi o parametro ambiental mais importante na
determinagdo da atividade metabdlica de comunidades microbianas de solo de planicies
aluviais de dguas negra, clara e branca. Além disso, a andlise de particdo de variancia (VPA)
indicou que a atividade metabdlica microbiana do solo foi mais influenciada pelo tipo de agua
(41,72%) do que pela sazonalidade (19,55%) e uso da terra (15,28%). A microbiota do solo de
planicies aluviais de rio de dgua branca foi distinta ao nivel de riqueza metabolica daquelas de
rios de aguas negra e clara, influenciada principalmente pela baixa utilizacdo de substratos

durante o periodo ndo inundado.

Palavras-chave: BIOLOG™ EcoPlate; diversidade funcional metabdlica; sedimento; dinAmica

sazonal.

! Artigo ndo submetido



39

3.1 Introducio

O solo ¢ um ecossistema dinamico e complexo cuja funcionalidade esta vinculada a
ligacdo estabelecida entre fatores ambientais e as comunidades microbianas residentes. Os
micro-organismos desempenham um papel essencial nas fungdes e na producdo do
ecossistema [1]. O monitoramento da comunidade e a compreensdo dos mecanismos que
regulam a diversidade microbiana do solo, assim como suas caracteristicas funcionais podem
constituir metodologia para a compreensao de contextos ecologicos basicos e aplicados [2].

A diversidade funcional ¢ cada vez mais reconhecida por ecélogos microbianos como
o eclo essencial entre os padroes de biodiversidade e o funcionamento do ecossistema,
determinando as relagdes troficas e interagdes entre micro-organismos, sua participagdo em
ciclos biogeoquimicos e suas respostas as mudangas ambientais [3]. No entanto, informagoes
a respeito de funcdes metabolicas em diferentes escalas ainda sdo limitadas. Uma maneira de
quantificar essas fungdes ¢ o uso da tecnologia BIOLOG™ EcoPlate, que obtém informagdes
sobre a atividade geral e fungdo metabdlica entre diferentes comunidades microbianas do solo
capazes de refletir na diversidade funcional [4]. Perfis fisioldgicos ao nivel da comunidade
microbiana revelados com a tecnologia BIOLOG™ EcoPlate possuem como principio
fundamental a avaliacdo da capacidade das comunidades microbianas do solo metabolizar
uma gama de substratos organicos com diferentes complexidades estruturais [5]. Esta técnica
foi concebida especialmente para estudos de ecologia microbiana fornecendo um padrao de
resposta metabolica da populacdo de micro-organismos em culturas mistas ou amostras
ambientais [6], € tem como base a incubagcdo em uma microplaca contendo diferentes fontes
de carbono com repetigdes.

Certamente, a variagdo mais marcante das florestas no sistema umido da Amazonia
sdo as inundagdes sazonais [7] € os processos subsequentes. As grandes planicies aluviais
amazonicas sdo formadas por um mosaico de habitats governados pelos pulsos de inundagao
de rios. Nesses ambientes, observa-se uma ampla diversidade de habitats em virtude de
diversos fatores atrelados, como a duragdo, amplitude, frequéncia e previsibilidade das
inundagdes [8]. Uma melhor compreensdo das relagdes estabelecidas em areas tmidas ¢é
essencialmente necessaria a luz dos impactos da mudanga do uso e ocupacao do solo frente
aos servigos ecossistémicos fornecidos por areas imidas. Compreender os mecanismos que

controlam as respostas da comunidade microbiana dentro do contexto da variagdo natural a
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qual os ambientes estdo expostos ¢ essencial para o entendimento desses ambientes que
possuem alta singularidade ecolégica.

As aguas amazonicas sdo classificadas em trés categorias biogeoquimicas distintas,
que envolvem atributos como nutrientes dissolvidos, tipo de sedimento, transparéncia e acidez
[9], refletindo na coloracdo das mesmas (negra, clara e branca). As aguas negras apresentam
pH acido, possuem alta concentracdo de substancias himicas e baixa concentracdo de so6lidos
em suspensdo. Por sua vez, as dguas claras apresentam baixo teor de sedimentos em
suspensao e alta transparéncia; e as dguas brancas, também conhecidas como aguas barrentas
sdo consideradas neutras, com baixa transparéncia e altas cargas de sedimentos aluviais férteis
em suspensao [9-11].

Na interface terrestre-aquatico, o regime de agua possui controle significativo sobre a
transformagdo do carbono microbiano (C) [12]. Portanto, os micro-organismos podem reagir
especificamente a entrada de nutrientes na forma de substancias organicas. Se ocorrer a
alteracdao do grau de oxigenacao do sistema, o alagamento do solo pode alterar a intensidade e
o modo de utiliza¢dao de carbono.

Assim, utilizamos perfis fisiologicos ao nivel da comunidade microbiana (BIOLOG™
EcoPlate), para avaliar o potencial metabdlico da comunidade microbiana do solo em
condi¢gdes de seca e inundacdo em trés planicies aluviais com diferentes tipos de adgua da
Amazonia — negra (Rio Negro), clara (Rio Tocantins) e branca (Rio Solimdes) — e uso da terra
(floresta e agricultura). Duas hipdteses foram avaliadas: (1) a diversidade funcional
metabolica das comunidades microbianas do solo ¢ responsiva aos pulsos de inundagdo em
planicies aluviais amazonicas; e (2) Os perfis metabdlicos das comunidades microbianas do

solo em planicies aluviais variam em funcao dos tipos de 4gua da Amazodnia.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Sitios de amostragem

Os solos avaliados no presente estudo foram provenientes de trés planicies aluviais de
rios com diferentes tipos de agua, localizados na Amazodnia brasileira (rios Negro, Tocantins e

Solimdes). Amostras desses solos foram coletadas em dois locais de amostragem
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identificados como floresta primaria e sistemas agricolas tradicionais em periodos
contrastantes da hidrografa (seca e inundagdo) (Figura 1). A amostragem compreendeu seis
combinagdes de "tipo de dgua" vs. "tipo de uso da terra" em periodo ndo inundado (outubro de
2017) e inundado (maio de 2018). Os locais de amostragem em cada local sdo afetados por
um pulso de inundagdo de longa duracao (mais de 5 meses). As areas de estudo das planicies
aluviais foram localizadas na planicie de inundacao de 4gua negra do rio Negro (3°00'41"S e
60°11'15"W), na planicie de inunda¢do de 4gua clara do rio Tocantins (2°40'51"S e
49°39'05"W) e na planicie de inundacdo de 4gua branca do rio Solimdes (3°13'50"S e
59°5926"W). O clima predominante nesta regido ¢ tropical umido, sendo classificado como
‘Afi’ (classificagdo de Koppen) com temperaturas médias anuais superiores a 26°C,
precipitagdo anual de aproximadamente 2000 mm, incidéncia luminosa intensa, elevada
umidade do ar e baixa velocidade do vento [13].

A floresta primadria, ou seja, floresta sem indicacdes visiveis de atividades humanas,
era adjacente a sistemas agricolas tradicionais em todas as trés planicies aluviais. Nos
sistemas agricolas tradicionais, a agricultura de subsisténcia a base de melancia, quiabo e
rambutan tem sido praticada na planicie aluvial de dguas negras do rio Negro; e o cultivo de
tomate e mandioca na planicie aluvial de 4guas brancas do rio Solimdes. Na planicie aluvial

de 4gua clara, era um sistema agrossilvicultural a base de cacau.

A. Planicie aluvial de 4gua negra do Rio Negro B. Planicie aluvial de &gua clara do Rio Tocantins C. Planicie aluvial de agua branca do Rio Solimdes
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Figura 1. Locais de amostragem na Amazonia brasileira, uso da terra e linha de inundagdo nas trés areas de
estudo sazonalmente inundadas com 4gua negra (A), agua clara (B) e 4gua branca (C)
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3.2.2 Amostragem de solo

A coleta de amostras de solo foi realizada em sitios florestais e sob sistemas agricolas
tradicionais, localizados em cada uma das trés planicies aluviais amazonicas. Em cada local,
foram coletadas amostras de solo em trés pontos amostrais equidistantes (14 m) entre si. As
amostras de solo foram coletadas com o auxilio de um tubo cilindrico asséptico (camada de
solo de 0-15 cm de didmetro ¢ 10 cm de diametro - Figura 2), durante o periodo ndo
inundado. No regime de inundacdo das planicies aluviais foram coletados nucleos de solo
subaquatico (camada de solo de 0-15 cm e 10 cm de didmetro) utilizando um amostrador
manual universal de sedimentos (Figura 2) com nucleo ajustavel de 0-15 cm (Aquatic

Research Instruments, ID, EUA).
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Figura 2. Amostradores utilizados para coletar amostras de solo indeformadas para analises fisico-quimicas e
perfil fisioldégico ao nivel da comunidade durante o periodo ndo inundado (a - nucleo cilindrico asséptico, b -
camada de solo de 0-15 ¢cm de profundidade e com didmetro de 10 ¢cm, ¢ - camada de solo de 0-15 no nucleo
cilindrico) e inundado (d.1 - configuracdo do amostrador universal de nicleo de sedimento com cortador de
ntcleo ajustavel de 0-15 cm, d.2 - amostragem em campo com o amostrador manual universal, e.1 - descri¢do do
tunel de extrusdo do sedimento, e.2 - amostragem em campo com o amostrador manual universal, visdo do tinel
de extrusdo do sedimento)

3.2.3 Analise de perfil fisiologico ao nivel da comunidade

Perfis fisiologicos ao nivel da comunidade foram determinados usando BIOLOG™
EcoPlate (Biolog Inc., Hayward CA, EUA). BIOLOG™ EcoPlate consistiu em 96 pogos, que
continham 31 fontes de carbono (6 aminoacidos, 2 aminas, 10 carboidratos, 7 acidos

carboxilicos, 2 compostos fendlicos e 4 polimeros) e um branco (controle), em triplicata. As
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amostras de solo foram submetidas ao preparo antes da inoculag@o nas placas. Para tanto, 1 g
de solo fresco foi adicionado em 9 mL de NaCl 0,85% (v/v) estéril (diluigdo 10™"), e a mistura
foi agitada a 150 rpm a uma temperatura de 25 °C por 30 min [14]. Dilui¢des seriadas foram
feitas de cada amostra e uma aliquota de 150 pL (diluigdo 10° g.mL™") foi adicionada a
BIOLOG™ EcoPlate. As placas foram incubadas a 25 °C e a absorbancia lida a 540 nm
[15-17] a cada 24 h até 168 h em leitor de microplacas (LMR-96, Locus, SP, Brasil). Solo
coletado de cada um dos trés pontos amostrais em cada local de amostragem nas trés planicies
de inundac¢do diferentes foi inoculado em uma tnica BIOLOG™ EcoPlate. A absorbancia a
540 nm (ODs,,) foi medida imediatamente ap6s a inoculacao das placas (t = 0). Os valores de
OD foram submetidos a corregdes de dados, incluindo primeiro a subtragao do valor do pogo
de controle (apenas adgua) seguido pela subtragdo do valor de OD inicial de cada pogo medido
logo apds o enchimento dos pogos com a suspensdo de solo (t = 0) para eliminar o efeito das
particulas de solo na leitura dos valores de OD. Os valores negativos foram definidos como
zero [14]. A atividade microbiana em cada microplaca, expressa como atividade metabdlica
média (Average Well Color Development - AWCD, em inglés), foi determinada da seguinte

forma:

AWCD =Y (C,-R) /31

onde, R ¢ a absorbancia do poco de controle (contendo 4gua em vez da fonte C) e Ci ¢ a
absorbancia da placa inoculada com fonte de C. Para AWCD foi atribuido um valor de 0
quando Ci-R <0. As leituras da BIOLOG™ EcoPlate em 168 h [4, 18-19] foram usadas para o
calculo da riqueza metabolica. Tal medida corresponde ao numero de substratos de C
oxidados.

Para simplificar a comparagao direta, seis guildas de substratos foram agrupadas de
acordo com [20]: aminoacidos (L-arginina, L-asparagina, L-fenilalanina, L-serina, Acido
Glicil-L-glutamico, L-treonina), aminas (Feniletilamina, Putrescina), acidos carboxilicos
(Acido D-galacturénico, Acido D-Malico, Acido itaconico, Ester metilico do 4cido pirGivico,
Acido D-glicosaminico, Acido alfa-cetobutirico, Acido gama-aminobutirico), carboidratos
(D-manitol, Glicose-1-fosfato, D,L-alfa-glicerol fosfato, Beta-metil-d-glicosideo, Acido
D-galactur6nico gama-lactona, i-Eritritol, D-xilose, N-acetil-D-glicosamina, D-celobiose,

alpha-D-lactose), compostos fenolicos (Acido 2-hidroxibenzoico, Acido 4-hidroxibenzéico) e
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polimeros (Tween 40, Tween 80, Alfa-ciclodextrina, Glicogénio). Para cada série, os valores
de absorbancia corrigidos dos substratos foram resumidos e expressos pela média

correspondente a cada uma das guildas.

3.2.4 Fatores fisicos e quimicos do solo

A determinagdo de fatores quimicos e fisicos foi realizada a partir de cada uma das 36
amostras de solo. O pH do solo foi medido em suspensdo de solo/0,01 M CaCl, (1:5). A
umidade do solo foi determinada pelo método gravimétrico, como descrito em EMBRAPA
[21]. Os teores totais de carbono (C) e nitrogénio (N) foram determinados por combustio seca
utilizando o analisador elementar CHNS/O (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) a partir das
amostras de solo. A determinagdo foi realizada utilizando 5-7 mg de solo seco peneirado em
malha de 0,15 mm. O NH,-N e NO;-N do solo foram extraidos por cloreto de potassio 2 M
(KCI) e quantificados usando espectrofotometria conforme descrito por [22] e [23],

respectivamente.

3.2.5 Analise estatistica

Os dados de absorbancia de 168 h foram utilizados para analise do AWDC e riqueza
metabolica utilizando o pacote "pacman' [24] do software R para o teste estatistico de
Mann-Whitney. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para determinar diferengas entre as
amostras sob diferentes aguas amazonicas para AWDC e riqueza metabdlica. Heatmaps foram
gerados com base nos valores médios de AWCD em 168 h usando o pacote do software R
“pheatmap” [25]. Os fatores fisicos e quimicos do solo foram submetidos ao teste de Tukey
para avaliar as diferencas entre uso do solo dentro de cada planicie e periodo. A analise de
redundancia (RDA) foi utilizada para avaliar a relagdo entre a fungdo microbiana e os fatores
ambientais, e foi feita utilizando o programa Canoco 4.5 (Biometrics, Wageningen, The
Netherlands). Além disso, para quantificar as contribui¢cdes da “sazonalidade”, “uso da terra”
e “tipo de dgua” sobre o consumo das guildas funcionais foi realizada a analise de partigdo de

variancia (VPA) com o pacote “vegan” do software R [26]. As analises estatisticas foram

realizadas no software “R Studio 3.5.1” [27].



46

3.3 Resultados

3.3.1 Analise do perfil fisiologico ao nivel da comunidade

A atividade metabolica média (AWCD) e a riqueza de utilizagdo de substratos pela
comunidade microbiana em solos das planicies aluviais de rios de 4guas negra, clara e branca
da Amazonia 168 horas apds a incubagdo em BIOLOG™ EcoPlate sdo mostradas nas Figuras
3 e 4, respectivamente. Em ambos os casos, ndo houve diferenca estatistica entre os sitios de
floresta e sistema agricola tradicional para as trés planicies aluviais estudadas. AWCD
mostrou diferenca em relacdo aos periodos sazonais em solo de planicies aluviais de rios de
aguas negra (p <0.05) e branca (p <0.01). Em ambas as planicies aluviais foi revelado
aumento da AWCD durante o periodo inundado.

Para comparar a diversidade metabdlica entre as diferentes condigdes avaliadas, a
riqueza de utilizagdo de substrato foi empregada e revelou que na planicie aluvial do rio de
agua branca o fator que apresentou maior influéncia sobre a diversidade metabolica da
comunidade microbiana do solo foi a sazonalidade (p <0.01). O sitio florestal (3,00 = 1,73) e
o sistema agricola tradicional (7,00 = 5,56) localizados nesta planicie aluvial apresentaram
menor utilizacdo de substratos no periodo ndo inundado. Apesar dos dados de riqueza de
utilizacdo de substratos pela microbiota da planicie aluvial de dgua negra ndo apresentarem
diferenga significativa, o sitio florestal mostrou maior riqueza quando comparado ao sistema
agricola tradicional nos dois periodos. A riqueza de utilizagdo de substratos pelas
comunidades microbianas em solos florestais de planicies aluviais de rios de dgua clara
diminuiu de 30,33 (= 0,57) para 29,00 (= 0,00) com a inundagdo. No sistema agricola
tradicional a diminuicao foi de 27,00 (£ 2,64) para 22,67 (£ 8,08). Assim, o solo de sitio
florestal de planicie aluvial de 4dgua clara apresentou a maior riqueza de utilizagdo de

substratos durante o estudo.
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Figura 3. Atividade metabdlica média (AWDC) da comunidade microbiana em solos de planicies aluviais de
rios de aguas negra (PAN), clara (PAC) e branca (PAB) sob diferentes usos da terra (FLO - Florestal e SAT -
Sistema Agricola Tradicional) e amostrados em dois periodos sazonais (NI - Nao inundado e I - inundado)
baseado na utilizagio de fontes de carbono 168 h apds a incubagdo em BIOLOG™ EcoPlate. As barras
acompanhadas de valores indicam o p-valor obtido pelo teste Mann-Whitney

Sito EJ FLO EJ SAT

PAN PAC PAB
0.1 0.156 1.0
30- —— 0468 e 0308 0.00462
0.643 —
| 0.0722
|;l [—]
—]
© 20
N |
[0]
S
g ‘
Iva 0.354
of ] |
NI | NI | NI |

Periodo

Figura 4. Riqueza de utilizacdo de substratos pela comunidade microbiana em solos de planicies aluviais de rios
de aguas aguas negra (PAN), clara (PAC) e branca (PAB) sob diferentes usos da terra (FLO - Florestal e SAT -
Sistema Agricola Tradicional) e amostrados em dois periodos sazonais (NI - Nao inundado e I - inundado)
baseado na utilizagdo de fontes de carbono 168 h apds a incubagdo em BIOLOG™ EcoPlate. As barras
acompanhadas de valores indicam o p-valor obtido pelo teste Mann-Whitney
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O conjunto de dados sobre os solos de diferentes tipos de planicies aluviais
amazonicas foi utilizado para comparar as diferengas de AWDC e riqueza de utilizagdo de
substrato sob influéncia dos trés tipos de dguas amazdnicas. Conforme mostrado na Figura 5,
a atividade metabolica média foi significativamente mais elevada em solos da planicie aluvial
do rio de agua clara (0,64 = 0,20) em comparagao com aquela determinada em solos das
planicies aluviais de rios de 4guas negra (0,30 £ 0,10) e branca (0,26 + 0,22). Nao houve
diferenga significativa entre solos das planicies aluviais de 4guas negra e branca em relacao
ao AWDC. Em relacdo a riqueza de utilizacdo de substrato, os solos das planicies dos trés
tipos de aguas apresentaram comportamento contrastante (p<0.05): PAC (Planicie aluvial de
rio de agua clara) > PAN (Planicie aluvial de rio de d4gua negra) > PAB (Planicie aluvial de rio

de 4dgua branca) (Figura 6).
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Figura 5. AWDC baseado na utilizagdo de substratos de carbono em 168 h pela comunidade microbiana em
diferentes aguas amazonicas. Tipos de dguas sdo abreviadas com as seguintes abreviagdes: PAN - planicie aluvial
de rio de 4gua negra, PAC - planicie aluvial de rio de 4gua clara, PAB - planicie aluvial de rio de agua branca.
As barras acompanhadas de valores indicam o p-valor obtido pelo teste Kruskal-Wallis
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Figura 6. Riqueza de utilizagdo de substratos baseados na utilizagdo de substratos de carbono em 168 h pela
comunidade microbiana em diferentes aguas amazonicas. Tipos de aguas sdo abreviadas com as seguintes
abreviagdes: PAN - planicie aluvial de rio de agua negra, PAC - planicie aluvial de rio de agua clara, PAB -
planicie aluvial de rio de dgua branca. As barras acompanhadas de valores indicam o p-valor obtido pelo teste
Kruskal-Wallis

A utilizagdo das fontes de carbono pelas comunidades microbianas do solo dos sitios
florestais e sistemas agricolas tradicionais em planicies aluviais de rios de dguas negra, clara e
branca no periodo ndo inundado e inundado com a comparagdo das guildas de substratos sdo
mostrados na Figura 7. Considerando o efeito sazonal, os dados obtidos em solos da planicie
aluvial de aguas claras apresentaram uma tendéncia de comportamento diferente entre os
sitios amostrais. No sitio florestal, a inunda¢do alterou a maior utilizagdo da guilda polimeros
para aminoacidos. J& no sistema agricola tradicional observamos tendéncia oposta, com a
inundagdo alterando de aminoécidos/acidos carboxilicos para polimeros. Comparando a
distribui¢do de utilizagdo das guildas de substratos para solos advindos de planicies aluviais
com as trés coloragdes de adgua, a guilda menos utilizada durante o periodo ndo inundado foi

amina e as mais utilizadas acidos carboxilicos, polimeros e aminoacidos.
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Figura 7. Resposta da utilizagdo de carbono com a representagdo em forma de seatmap com dendograma para
as diferentes guildas de substratos - aminoacidos, aminas, acidos carboxilicos, carboidratos, compostos fendlicos
e polimeros pela comunidade microbiana do solo em diferentes aguas amazonicas. Tipos de aguas sdo abreviadas
com as seguintes abrevia¢des: PAN - planicie aluvial de rio de agua negra, PAC - planicie aluvial de rio de agua
clara, PAB - planicie aluvial de rio de agua branca. Os diferentes usos da terra (FLO - Florestal e SAT - Sistema
Agricola Tradicional) e amostrados em dois periodos sazonais (NI - Ndo inundado e I - inundado) baseado na
utilizacdo de fontes de carbono 168 h ap6s a incubagio em BIOLOG™ EcoPlate

As diferengas entre a utilizacdo de substratos sdo mostradas na Figura 8. Amostras de
solo coletadas em planicie aluvial de rio de 4guas branca durante o periodo ndao inundado
agrupam-se por apresentar baixa utilizagdo de substratos de forma global. Os substratos que
apresentaram a maior metabolizagdo em cada um dos sitios amostrais apresentaram a seguinte
disposi¢do em relagdo ao AWDC: PAN-FLOR-NI (Tween 40, 0,68 e D-xilose, 0,67) e
PAN-SAT-NI (Tween 40, 0,71). Durante o periodo inundado, PAN-FLOR-I (Tween 80, 1,10 e
L-asparagina, 0,98) ¢ PAN-SAT-I (Acido gama-aminobutirico, 0,98 e L-Asparagina, 0,94).
Em em aguas claras, PAC-FLOR-NI (Tween 40, 1,51), PAC-SAT-NI (D-manitol, 2,08),
PAC-FLOR-I (Tween 40, 1,55) e no PAC-SAT-I (Tween 40, 1,77 ¢ Tween 80, 1,76), Por fim,
em aguas brancas, PAB-FLOR-NI (Ester metilico do 4cido piravico, 0,50) e no PAB-SAT-NI
(Tween 40, 0,91). No periodo inundado, o PAB-FLOR-I (Tween 40, 1,25 e L-asparagina,
1,19) e o PAB-SAT-I (L-asparagina, 1,33 e Tween 80, 1,28).

Metabolizagdo baixa ou nenhuma utilizagdo de substratos foram observadas em quase
todas as amostras, apresentando a seguinte disposicdo: PAN-FLOR-NI (Acido itaconico,
0,007), PAN-SAT-NI (Acido D-galacturdénico, Glicose-1-fosfato e Acido alfa-cetobutirico,
0,00), PAN-FLOR-I (D-xilose e Acido 2-hidroxibenzoico, 0,00), PAN-SAT-I (Acido
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2-hidroxibenzoico ¢ Acido alfa-cetobutirico, 0,00). Em solos de planicie aluvial de rio de
aguas claras, PAC-FLOR-NI (Glicose-1-fosfato, 0,017), PAC-SAT-NI (D-xilose, 0,00),
PAC-FLOR-I e PAC-SAT-I (Acido 2-hidroxibenzdico, 0,00). Em &guas brancas,
PAB-FLOR-NI (Ester metilico do &cido piravico, Acido D-Malico, D-Cellobiose e
N-acetil-D-glicosamina apresentaram metabolizagio <0,10), PAB-SAT-NI (Ester metilico do
acido piravico, L-asparagina, Tween 40, N-acetil-D-glicosamina, Glicogénio e D-Cellobiose
apresentaram metaboliza¢ao <0,10), PAB-FLOR-I (D-xilose, Acido 2-hidroxibenzoico, Acido
alfa-cetobutirico ¢ Feniletilamina, 0,00), PAB-SAT-I (D-xilose e Acido alfa-cetobutirico,
0,00).
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Figura 8. Heatmap com dendograma da utilizagdo das 31 fontes de carbono contempladas pela BIOLOG™
EcoPlate apds 168 h de incubagdo. Tipos de aguas seguiram as seguintes abreviagdes: PAN - planicie aluvial de
rio de agua negra, PAC - planicie aluvial de rio de dgua clara, PAB - planicie aluvial de rio de agua branca. Os
diferentes usos da terra (FLO - Florestal ¢ SAT - Sistema Agricola Tradicional) foram amostrados em dois
periodos sazonais (NI - Ndo inundado e I - inundado)
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3.3.2 Contribuicio de fatores fisicos e quimicos do solo para a variacio das

caracteristicas metabolicas funcionais da comunidade bacteriana

Os fatores fisicos e quimicos do solo sdo mostrados na Tabela 1. A RDA (Figura 9) foi
utilizada para ilustrar as relagdes entre fatores fisicos e quimicos do solo e a diversidade
metabolica bacteriana. As varidveis explicativas, incluindo umidade relativa, nitrogénio total,
carbono total, amoénio, nitrato, pH, silte, argila, areia e relacdo C:N, representaram 49,10%
nos dois primeiros eixos de andlise. Umidade relativa e nitrato foram os principais fatores

influenciadores da atividade metabolica em solos de planicies aluviais amazonicas.
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Tabela 1. Valores médios (= DP) de fatores quimicos do solo: umidade relativa (%) pH (CaCl,), carbono total (%), nitrogénio total (%), amdnio (mg Kg™), nitrato (mg Kg™),
areia (%), argila (%) e silte (%) durante periodos ndo inundado e inundado em sitios amostrais florestal e sistema agricola tradicional em diferentes tipo de 4gua da Amazodnia.

Planicie aluvial de 4gua negra

Planicie aluvial de 4gua clara do Rio

Planicie aluvial de 4gua branca do Rio

Parametros do Rio Negro Tocantins Solimdes
fisico-quimicos NI NI | NI I
FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT
Umidade relativa (%) 4,88%a+  1,98*at 42,97%a+  30,78*a+ 8,05%a+  6,09%a+ 33,74*a+ 31,0%a+ 4,60*at  2,85%a+ 37,92*%a+  32,99%a+
2,18 0,34 12,04 5,16 5,24 1,16 2,78 3,75 0,44 0,07 0,20 0,70
pH (CaCl,) 3,77*at  4,05%axt 3,79%a+  4,42%bx 3,65%a+  3,97%at 3,75%a+  4,08*%at 4,15%a+  4,08*at 458*%a+  443*%at
0,14 0,08 0,22 0,35 0,01 0,04 0,01 0,09 0,05 0,04 0,25 0,06
Carbono Total (%) 4.45%a+  4,55%a+ 2,12%a+  0,96%a+ 2,05%a+  1,37*at 1,49%a+  1,14*at 1,35%a+ 1,12%a+ 0,75*%a+  0,86*ax
1.80 0,59 0,64 0,64 1,04 0,14 0,69 0,85 0,10 0,21 0,25 0,35
Nitrogénio Total (%) 0,52%a+  0,43*at 0,16%a+  0,08*at 0,25%a+  0,16*a+ 0,12%a+  0,10%a+ 0,23*a+ 0,20%b+ 0,09*a+  0,09*a+
0,12 0,06 0,04 0,05 0,06 0,10 0,05 0,05 0,02 0,03 0,02 0,02
Amoénio (mg Kg™) 24,88*a+ 10,86*at 77,69*%a+  20,00%b 6,08*a+  13,00%a+ 31,44*a+ 24,35*%a+ 4.41%a+ 8,44*at 23,18*%a+ 12,85*%a+
10,28 5.81 40,75 +7,92 2,85 9,21 17,96 5,28 1,91 2,79 1,67 0,73
Nitrato (mg Kg™) 2,73%a+  1,90*ax 0,09*a+  0,00%a+ 9,33%at  4,20%bx 0,25%a+  0,07*at 0,66*a+ 7,10%bx 0,00%a+  0,00*a*
4,41 0,86 0,16 0,00 2,03 1,52 0,20 0,06 0,77 2,38 0,00 0,00
Areia' (%) 63,43+ 77,64+ 63,43+ 77,64+ 30,14+ 53,39+ 30,14+ 53,39+ 2,84b + 8,1la =+ 2.84b+  2.84b+
7,65 6,67 7,65 6,67 2,42 14,92 2,42 14,92 0,24 2,81 0,24 0,24
Argila' (%) 29,35+ 18,07+ 29,35+ 18,07+ 26,03+ 17,62+ 26,03+ 17,62+ 22,33+ 21,8+ 22,33+ 22,33+
5,08 5,02 5,08 5,02 3,34 8,34 3,34 8,34 1,20 2,10 1,20 1,20
Silte'(%) 7,22+ 43+ 7,22+ 43+ 43,83+ 28,99+ 43,83+ 28,99+ 74.83a+  70,09b+ 74,83a+  74,83at
2,60 1,66 2,60 1,66 1,25 11,5 1,25 11,5 1,40 0,78 1,40 1,40

DP, Desvio Padrao

FLO, Florestal; SAT, Sistema Agricola Tradicional;
NI, Periodo Néo Inundado; I, Periodo Inundado.
Valores com a mesma letra ndo foram significativamente diferentes (p < 0.05) baseados no teste de Tukey HSD (Teste de Tukey da Diferenga Honestamente Significativa) comparando FLOR versus SAT dentro de cada

sazonalidade dos tipos de agua da Amazonia.

Valores com o0 mesmo nimero de asterisco (*) ndo foram significativamente diferentes (p < 0.05) baseados no teste de Tukey HSD.
Todos os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.

' A analise de granulometria do solo (porcentagens de areia, argila e silte) foram realizadas apenas no periodo ndo inundado.
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Figura 9. Diagrama de ordenagdo restrito para os dois primeiros eixos de analise de redundancia (RDA) com
base nos fatores fisico-quimicos do solo e sua relacdo com a utilizagdo de fontes de carbono as 168 h pela
comunidade microbiana em trés pontos de amostragem (P1, P2 e P3) de sitios florestais e sistemas agricolas
tradicionais de planicies aluviais amazonicas de rio de dgua negra (em azul), agua clara (em amarelo) e dgua
branca (em cinza) em dois periodos sazonais (ndo inundado e inundado). As quatro formas geométricas
representam o sitio florestal ndo inundado (tridngulo invertido), sistema agricola tradicional ndo inundado
(quadrado), sitio florestal inundado (circulo) e sistema agricola tradicional inundado (losango)

3.3.3 Contribuicio da sazonalidade, uso da terra e tipo de agua para a variacio das

caracteristicas metabolicas da comunidade microbiana

A VPA (Figura 10) foi utilizada para clarificar a influéncia da sazonalidade (periodo
ndo inundado e inundado), uso da terra (florestal e sistema agricola tradicional) e tipo de dgua
(negra, clara e branca) sobre a fungao metabdlica (guildas funcionais). A analise revelou que a
propor¢ao explicada puramente pelo tipo de dgua (41,72%) na atividade metabdlica de
comunidades microbiana ¢ maior do que a explicacdo das variagdes pela sazonalidade

(19,55%) e uso da terra (15,28%).
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Figura 10. Analise de particdo da varidncia (VPA) da contribuicdo da sazonalidade, uso da terra e tipo de agua
para a variagdo do consumo de guildas de substratos (aminoacidos, aminas, acidos carboxilicos, carboidratos,
compostos fenolicos e polimeros) pela comunidade microbiana em solos de planicies aluviais de diferentes aguas
amazonicas

3.4 Discussao

BIOLOG™ EcoPlate tem sido cada vez mais utilizada como metodologia de avaliagdo
de perfis metabodlicos de comunidades microbianas em areas tmidas [4, 19, 28-32]. Esse
estudo revelou a distribuicdo da diversidade funcional metabodlica de comunidades
microbianas em diferentes planicies aluviais amazonicas pela primeira vez. Salientamos que a
metodologia BIOLOG™ EcoPlate possui uma configura¢do fechada, sendo que a resposta
alcangada esta dentro de um espectro esperado, ou seja, dentro das fontes contempladas pela
metodologia. Nossos dados possuem carater exploratorio e destacam a necessidade de

sabermos mais sobre a fisiologia e ecologia da microbiota do solo amazonico.

Influéncia do uso da terra nos padroes de diversidade metabodlica

Na tentativa de avaliar tanto o efeito dos pulsos de inundagdes em planicies aluviais

sob a influéncia de aguas com diferentes coloragdes tal como sobre os usos da terra,
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selecionamos o uso de solo florestal e sistema agricola tradicional. O padrao de resposta da
microbiota do solo da planicie aluvial de rio de agua negra revela que o sitio florestal quando
comparado ao sistema agricola tradicional apresentou uma maior capacidade geral da
comunidade microbiana em utilizar uma gama superior de fontes de carbono (riqueza) e
atividade metabolica média (AWDC). Os solos da planicie aluvial de rio de agua clara, por
sua vez, apresentaram padrdes diferentes em decorréncia da sazonalidade. No periodo nio
inundado, o sistema agricola tradicional apresentava maior capacidade geral de utilizagdo
quando comparado ao sitio florestal, no entanto a riqueza metabolica foi inferior. No periodo
inundado, o sitio florestal responde com a maior atividade metabolica e riqueza de utilizagao
de substratos. A comunidade microbiana do solo de planicie aluvial de rio de dgua branca
indicou que o sistema agricola tradicional apresenta uma atividade microbiana e uma riqueza
metabolica superior ao sitio florestal em ambos os periodos. A teoria ecoldgica sugere que
maior diversidade de plantas deve levar a maior diversidade funcional da comunidade
microbiana, talvez seja surpreendente que a influéncia da diversidade de plantas na fungao da
comunidade microbiana nao tenha sido fortemente observada [33-34] em todas as planicies
aluviais.. Além disso, [35] destacam que a técnica pode favorecer os micro-organismos
estrategistas-r, ou seja, aqueles que crescem rapidamente nos substratos, em paralelo aos
micro-organismos estrategistas-k, espécies oligotroficas que acabam ficando em desvantagem.

Em relagdo a diferenca de uso especifico de fontes organicas, algumas inferéncias
podem ser feitas em relagdo ao uso da terra. A amina (Feniletilamina) ndo foi utilizada pela
microbiota do solo do sitio florestal da planicie aluvial de agua branca. Oest et al. [36] ao
investigar os padrdes de utilizagdo do substrato de carbono das comunidades microbianas de
sedimentos do Rio Saint Clair e do Lago Saint Clair na fronteira entre EUA e Canada,
observaram que essa amina tinha sido utilizada em um nivel significativamente mais alto nos
sedimentos do rio e ndo foram utilizados, ou foram mal metabolizados, pelas comunidades
microbianas nos sedimentos do lago.

A D-xilose que ¢ o segundo aglicar mais abundante da lignocelulose [37], ndo foi
utilizado durante o periodo ndo inundado pela microbiota do solo do sistema agricola
tradicional de agua clara, enquanto isso no sitio florestal ele foi moderadamente consumido

AWDCO,64.

Influéncia dos pulsos de inundag¢do nos padroes de diversidade metabolica
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As inundagdes podem ser consideradas um grande disturbio em ecossistemas de
varzea, resultando em efeito sobre a dindmica do carbono e dindmica microbiana [38]. Grande
parte dessas alteragdes podem ser resultantes da liberagdo de compostos orgéanicos soliveis no
solo, criando condigdes favoraveis para o crescimento de micro-organismos [39].

A analise dos dados de utilizagdo das 31 fontes de carbono revela que a inundacao
resultou em uma gama mais diversa e intensa de utilizacdo de substratos pela populagdo
microbiana nativa. No entanto, algumas fontes apresentaram comportamento que vale ser
destacado, como por exemplo o composto fenélico, Acido 2-hidroxibenzoéico nio utilizado
pelos sitios amostrais de solo de planicie aluvial de dguas negra e clara durante o periodo
inundado. Em estudo realizado por [39], com simulagdo de inundac¢do, o substrato era um dos
menos degradados pela microbiota do solo. Rutgers et al. [40] aponta para o fato desse
substrato ser de dificil degradacdo. Ao contrario, o também composto fendlico avaliado
(Acido 4-hidroxibenzoico) que se distingue pela posi¢do dos grupos hidroxila no anel de
fenol, apresentou melhor metabolizagdo durante o periodo inundado. Dentre os acidos
carboxilicos que apresentaram alteragdo entre os periodos, o Acido d-galacturdnico foi bem
assimilado pela microbiota presente no solo em planicies aluviais de rios de dguas negras,
claras e brancas durante o periodo inundado. Furtak et al. [39] apresentou o Acido
d-galacturoénico como um dos substratos mais intensamente decompostos. Segundo [32], o
Acido d-galacturdnico surge geralmente durante a hidrélise enzimatica da pectina.

Embora a taxa de utilizagdo das seis guildas de carbono pelas comunidades
microbianas do solo tenha variado com o tipo de dgua e periodo amostral, preferencialmente,
os grupos utilizados foram aminoacidos, polimeros e acidos carboxilicos. Dentre os seis
aminoacidos avaliados, a melhor metabolizacdo de substratos em decorréncia da inundacao
decorrente do pulso de inundagdo foi observada em L-arginina, L-asparagina e L-serina.
L-asparagina e L-serina pertencem ao grupo de aminoacidos polares e tém uma estrutura
quimica semelhante [32]. O acimulo de matéria organica do solo e o maior contetido de N do
solo apresentaram relagdo positiva com o acréscimo de aminodcidos livres, adsorvidos e
hidrolisaveis em solo de altitudes elevadas [41]. Assim a entrada de residuos e o provavel
aumento do nivel de serapilheira decorrentes dos pulsos de inundagdes podem tornar esses

substratos mais utilizados. A produgdo e utilizacdo de aminoacidos nas células vegetais ou
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microbianas, bem como os processos do ecossistema, estdo todos significativamente
relacionados a composi¢ao de aminoacidos do solo [41].

A utilizagdo dos grupos de substratos polimeros foi mantida em um nivel mais alto
durante o periodo ndo inundado. A criagdo de um ambiente mais favoravel para certos
micro-organismos do solo para utilizar substratos especificos foi observada também por [42]
ao monitorar as mudangas da comunidade microbiana em solos 4cidos degradados, avaliados
em um experimento de microcosmo utilizando a lama vermelha (residuo de bauxita) como
possivel agente estimulante para atividade microbiana.

Cristian et al. [43] ao avaliarem padrdes sazonais na interface sedimento-dgua em um
reservatorio eutrofico nos EUA relataram diferengas sazonais no padrdo de uso de substrato.
Durante a primavera, periodo em que ocorre aumento de temperatura e decréscimo de
oxigénio dissolvido, a preferéncia foi por carboidratos. Com o advento do verdo, maior
acréscimo de temperaturas e esgotamento de oxigénio dissolvido, a preferéncia de substratos
mudou para aminodcidos, acidos carboxilicos e aminas. J& durante o inverno, carboidratos e
polimeros foram os mais metabolizados. Sedimento de um riacho de 4gua doce tropical
avaliado sob condigdes aerdbias e anaerobias apresentaram maior diversidade metabdlica sob
condigdes anaerdbias [44].

Em solos de planicies aluviais de rios de &guas negras e claras, a utilizacao
preferencial do carboidrato denominado D-xilose foi observada nos sitios florestais durante o
periodo ndo-inundado. Sob influéncia da inundagdo, houve um decréscimo acentuado ou nao
utilizacdo do mesmo. O decréscimo de utilizacdo também foi observado para outros
carboidratos, tais como: D-Celobiose, alpha-D-Lactose, Beta-metil-d-glicosideo.

O polimero Tween 40 foi o substrato mais metabolizado de forma geral. Com exceg¢ao
da baixa utilizagdo pela microbiota do solo no sistema agricola tradicional de rio de agua
negra e sitio florestal de rio de dgua clara durante o periodo ndo inundado, AWDC esteve
acima de 0,65 em todos os pontos amostrais. Behera et al. [45] ao avaliarem a diversidade
estrutural e metabolica de comunidades microbianas da rizosfera de Phragmites karka em
uma lagoa costeira tropical na India revelaram que os polimeros Tween 40 e 80 estiveram
entre as nove fontes de carbono utilizadas em todas as amostras de sedimentos. Os autores
registraram o maior consumo dos substratos de carbono: Acido D-galacturénico (4cidos
carboxilicos), Acido 4-hidroxibenzoéico (composto fendlico), D-manitol (carboidrato),

L-asparagina (aminoacido), Putrescina (aminas) e Tween 40 (polimero). Nossos resultados
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revelam padrdo de comportamento similar para os substratos Tween 40 e 80 (polimeros),
L-Asparagina (aminoacido) e D-manitol (carboidrato). Assim, polimeros e aminoacidos que
estdo tipicamente presentes nos exsudatos da raiz [45] parecem fornecer os melhores

substratos de crescimento para comunidades do solo amazdnico.

Influéncia da coloragdo das aguas nos padroes de diversidade metabolica

Respostas das comunidades microbianas dos solos de planicies aluviais de rios de
aguas negras e brancas apresentaram o mesmo padrdo em relagdo a menor utilizagdo de
substratos (compostos fendlicos). Os dados sugerem que os solos sob a influéncia de agua
clara possuem menor capacidade de utilizar aminas durante o periodo ndo inundado e
carboidratos durante o periodo inundado. Em estudo recente conduzido em manguezais
tropicais chineses, os autores tracaram perfil de utilizacdo de fontes de carbono contempladas
pela metodologia BIOLOG™ EcoPlate, a taxa de utilizagdo de polimeros, aminoécidos e
acidos carboxilicos variou conforme a regido de amostragem, mas foi maior do que o das
outras trés fontes de carbono [4].

Claramente, compreender como as comunidades microbianas respondem a vetores de
mudanca climatica em condigdes de campo ¢ importante para fazer previsdes precisas de
como 0s ecossistemas podem responder a cenarios futuros climaticos. Castro et al. [46]
avaliaram respostas da comunidade microbiana do solo a multiplos fatores experimentais de
mudancgas climaticas e a precipitacdo teve o maior impacto na composicao da comunidade
microbiana. Os autores salientam que a umidade do solo pode afetar o estado fisiologico dos
micro-organismos, propriedades fisico-quimicas dos solos e a produtividade das plantas.

O fator ambiental ‘umidade do solo’ em planicies aluviais de dgua negra e branca
atuou no acréscimo de metabolizagdo das fontes de carbono e mudancas das guildas de
utilizacdo, ja em solos de planicie aluvial de dgua clara o pulso de inundagao foi um preditor
de alteracdo de guildas utilizadas. Durante o periodo inundado houve uma prevaléncia do uso
da guilda aminoécidos, que ¢ considerada uma fonte de carbono rica em nitrogénio para
plantas em ecossistemas naturais e sistemas agricolas [47, 48]. A microbiota além de utilizar o
carbono presente em tais substratos, incorpora a cadeia lateral de NH,', que posteriormente é
transformado em moléculas organicas, como aminoacidos e proteinas [36]. Liu ef al. [49] ao

avaliarem taxas de absorcdo e contribuicdes de formas organicas e inorganicas de N por
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marcacio com N espécies arboreas dominantes em florestas temperadas e tropicais
revelaram uma forte preferéncia por NH," ao invés de glicina e absor¢do de NO;". Os dados
das fragdes de nitrogénio revelam o acréscimo das concentragdes de NH," em decorréncia do
pulso de inundagdo, de acordo com [50] o incremento de nitrogénio (N), particularmente em
florestas tropicais ricas em N, provavelmente mudard a composicao € o comportamento das
comunidades microbianas impulsionada por interagdes complexas entre a comunidade

microbiana composi¢do, capacidade enzimatica e quimica do solo.

3.5 Conclusao

Em conclusdo, os resultados obtidos demonstraram que os solos de planicies aluviais
com diferentes propriedades biogeoquimicas tém comunidades microbianas que exibem
respostas metabolicas distintas a uma variedade de fontes de carbono. Observamos que as
alteracdes do solo resultante dos pulsos de inundagdo e consequente acréscimo do pardmetro
‘umidade do solo’, desencadeou aumento da atividade metabolica em solos de planicies
aluviais de rios de aguas negra e branca. Ja sob solo de planicie aluvial de rio de agua clara,
com a maior habilidade metabdlica geral, a mudanga esteve mais relacionada a alteracdo das
guildas funcionais, com o sitio florestal alterando o maior consumo de polimeros e acidos
carboxilicos para carboidratos e o sistema agricola tradicional, de aminoacidos e acidos
carboxilicos para polimeros. Em relacdo a segunda hipotese, os resultados revelam que
existem diferengas nos perfis metabolicos de solos sob influéncia de diferentes aguas
amazonicas. Demonstramos que a microbiota do solo de planicie aluvial de rio de 4gua branca
¢ distinta em riqueza metabodlica daquelas de solo de planicies aluviais de rios de dguas negra
e branca. Fornecemos assim, algumas informacdes que reforcam a importancia de incluir
solos sob a influéncia de diferentes dguas e a ‘umidade do solo’ como fator ambiental
modelador em planicies aluviais amazonicas para monitoramento e planejamento da

conservacao.
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4 Capitulo 3 - PRODUCAO POTENCIAL DE METANO EM SOLOS DE PLANICIES
ALUVIAIS AMAZONICAS EM CENARIO PREVISTO DE MUDANCA
CLIMATICA?

RESUMO

Os solos de planicies aluviais amazonicas armazenam grande quantidade de carbono organico,
o qual pode ser liberado na atmosfera como gas metano (CH,). Para explorar a importancia da
metanogénese acetoclastica, hidrogenotrdofica e metilotroéfica em planicies aluviais dos Rios
Negro (agua negra), Tocantins (dgua clara) e Solimdes (4gua branca) localizadas na Amazonia
brasileira, assumindo um acréscimo de 2°C previsto para essa regido como consequéncia das
mudangas climaticas, o potencial de produ¢do de CH, pela microbiota do solo foi avaliado em
reatores biologicos anaerdbios. As amostras de solos foram enriquecidas com meio de cultura
acrescido de acetato de sddio, formiato de sddio e metanol, separadamente, para estimular os
metabolismos  acetoclastico,  hidrogenotrofico e  metilotroéfico, respectivamente.
Adicionalmente, a glicose foi utilizada como indutor da fermentagdo anaerdbia, com seus
produtos da fermentagdo podendo ser utilizados como substratos primdrios para a
metanogénese. O monitoramento da producdo de CH, foi realizado por cromatografia gasosa
em um total de 144 biorreatores. Analisando o potencial de producao de CH, entre os
precursores das vias acetocléstica, hidrogenotrofica e metilotréfica, os enriquecimentos em
biorreatores contendo acetato de sodio (0,19 + 0,04 a 595,38 = 149,69 umol.g”' de solo) e
metanol (0,08 = 0,02 a 1474,72 £ 391,86 pmol.g" de solo) apresentaram maior potencial
quando comparados aos enriquecimentos com formiato de sédio (0,11 = 0,00 a 41,96 + 1,22
umol.g”! de solo). As mais elevadas producdes de CH, para os enriquecimentos co’m acetato
de sodio, glicose e metanol foram observadas no sistema agricola tradicional de 4gua branca
durante o periodo nao inundado (595,38 + 149,69, 2043,86 + 198,51, 1474,72 + 391,86
umol.g”’ de solo, respectivamente) coincidindo com a maior temperatura de incubagdo
(33,60°C). O DNA total dos solos enriquecidos e incubados foi hibridizado em microarranjo
de DNA (GeoChip v.5.0S) e os resultados revelaram que as maiores porcentagens de
hibridiza¢des para a degradacdo e fixacdo de carbono e metanogénese nao foram associadas

as maiores produgdes de CH,. Esses resultados demonstram a relevancia do potencial de

2 Artigo nfio submetido
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producdo de CH, pela metanogénese metilotréfica e reforcam a compreensdo acerca do
envolvimento de genes microbianos associados a multiplos processos no solo, além daqueles

associados a ciclagem de carbono, como responsaveis por essa produgdo de CH,.

Palavras-chave: Degradagdo anaerobia; microarranjo de DNA; acetato de sddio; formiato de

sodio; metanol.

4.1 Introducao

O funcionamento das planicies aluviais amazonicas esta vinculado a diferentes
dindmicas de trocas gasosas e tem sido apontado como uma importante, mas ainda pouco
conhecida, fonte natural de emissdo de CH, nos trépicos. A dinamica dos fluxos gasosos esta
atrelada a condigoOes altamente variaveis e heterogéneas, que oscilam de estritamente aerdbias
a estritamente anaerobias [1]. Essa dinamica ¢ resultado da variagdo mais marcante do sistema
de varzea amazodnica que sdo as inundagdes sazonais. O pulso de inundacao, responsavel pela
mudanca na saturagdo do solo, torna essas areas predispostas a atividade da comunidade
microbiana anaerobia.

O ciclo de CH, em areas umidas ¢ impulsionado principalmente por metanogénicas e
metanotroficas [2]. As metanogénicas sdo um grupo de micro-organismos filogeneticamente
coesos do dominio Archaea responsaveis pela produ¢do de CH,, considerado o segundo gas
de efeito estufa mais importante, com potencial de aquecimento global 25 vezes superior ao
do gas carbonico (CO,) [3]. Nao obstante, apenas uma fragdo do CH, produzido pelas
metanogénicas ¢ emitida para a atmosfera, uma vez que parte ¢ oxidada pelas metanotrdficas
aerobias e anaerdbias. Diante deste cendrio e frente as mudancas em frequéncia de secas e
cheias resultantes do aquecimento global [4,5] faz-se necessario compreender em mais
detalhes como a seca e a inundagao afetam o ciclo do CH, em planicies aluviais amazonicas.

A Amazodnia, longe de ser homogénea, ¢ detentora de um mosaico de habitats com
uma variedade de solos e substratos distintos, integrados por uma rede ribeirinha
biogeoquimicamente diversa que leva a extensas inundagdes sazonais com emissoes reais
variando com a area inundada e as caracteristicas hidrogeoquimicas dos corpos d’agua [6,7].

Sendo assim, as 4guas amazonicas sao classificadas em trés categorias biogeoquimicas (dguas
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negra, clara e branca) distintas por uma combinagdo de contetido de nutrientes dissolvidos,
tipo de sedimento, transparéncia e acidez [8]. Tal classificacdio tem revelado alta
heterogeneidade no fluxo de CH, em escala temporal e espacial de grandes rios amazdnicos
[9,10]. No entanto, a influéncia do tipo biogeoquimico da &4gua sobre as comunidades
relacionadas ao ciclo do CH, ainda permanecem poucos documentadas, apesar dos esfor¢os
da comunidade cientifica [11,12].

As comunidades microbianas metanogénicas possuem uma gama de substratos
especificos, sendo ainda dependente de uma rede complexa de micro-organismos que
conduzem até as condi¢des necessarias para o estagio terminal da degradacdo da matéria
organica [13]. Ocorrendo assim na etapa final a conversdo de acetato, formiato, H,/CO, ou
metanol em CH, [14-16]. Sdo assim classificadas em trés grupos baseados no uso de substrato
- acetoclastica, hidrogenotrofica e metilotroéfica [17]. A metanogénese acetocldstica ¢
realizada por Methanosarcina e Methanosaeta [18,19] que dividem o acetato para formar o
CH, e o CO,. As metanogénicas hidrogenotroficas oxidam H,, formiato ou alguns alcoois
simples e reduzem o CO, a CH, [17]. As ordens Methanobacteriales, Methanococcales,
Methanopyrales, Methanocellales € Methanomicrobiales sao predominantemente compostas
por metanogénicas hidrogenotréficas [16, 20]. O terceiro tipo de substrato € o grupo que
inclui metanol e compostos metilados, vinculando-se a metanogénese metilotréfica, que ¢
realizada por membros da ordem Methanomassiliicoccales e Methanofastidiosales. Elas
possuem sistemas de metiltransferase especificos de substrato para a utilizacdo de metanol e
aminas metiladas [21].

O sequenciamento de amplicon de transcritos alvo de 16S rRNA de Archaea das
mesmas amostras de solo coletadas nas areas amostrais estudadas nesse trabalho demonstrou
a presenca de diferentes ordens metanogénicas: Methanobacteriales, Methanocellales,
Methanofastidiosales, Methanomassiliicoccales, Methanomicrobiales e Methanosarcinales
[22]. Ao contrario das suposi¢des de longa data sobre as restricdes ambientais para a
metanogénese metilotréfica, a ordem Methanomassiliicoccales apresentou adundancias
relativas oscilando entre 4,53 e 89,98% nas areas deste estudo. Esta descoberta, combinada
com resultados anteriores em dreas umidas [23,24] levantou a possibilidade de que a
metanogénese metilotrofica possa contribuir para o fluxo de CH, em éareas iimidas de agua

doce [25].
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A metanogénese ¢ um processo muito mais sensivel a temperatura do que a
metanotrofia que ¢ mais fortemente limitada pelo substrato [26]. Assim, essa diferenga entre
as respostas a temperatura dentro do cendrio de aumento de temperatura projetadas para
regido amazoOnica poderd perturbar o equilibrio entre os dois processos, aumentando as
emissoes de metano desses ambientes de agua doce.

Assumindo o aumento de temperatura em 2°C previsto para a regido da Amazonia nos
proximos anos, hipotetizamos que a maior producao de CH, em solos de sitios florestais e
agricolas em planicies aluviais de rios amazonicos sazonalmente inundadas com aguas negra,
clara e branca envolve conjuntamente as vias acetoclastica, hidrogenotréfica e metilotrofica,
com variagoes sazonais na conversao de acetato de sédio, formiato de s6dio e metanol, em
CH,. Em uma hipétese corolaria, as maiores producdes de CH, nesse cenario previsto ¢é
acompanhada por aumento da abundancia de genes microbianos associados com a
metanogénese ¢ fixacdo e degradacao de C. Para avaliar essas hipoteses, o efeito do aumento
pontual da temperatura no potencial metanogénico foi avaliado utilizando ensaios em reatores
bioldgicos contendo solo de planicies aluviais de rios com os diferentes tipos de dgua da
Amazonia e meio de cultura enriquecido com diferentes fontes de C (acetato de sodio,
formiato de sddio, glicose e metanol). A abundancia dos genes funcionais microbianos foi

estimada nesses solos utilizando a tecnologia denominada GeoChip v. 5.0S.

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Sitios de amostragem

Os solos avaliados no presente estudo foram provenientes de trés planicies de aluviais
de rios com diferentes tipos de agua, localizados na Amazonia brasileira (rios Negro,
Tocantins e Solimdes). Amostras desses solos foram coletadas em dois locais de amostragem
identificados como floresta primdria e sistema agricola tradicional em periodos contrastantes
da hidrografia (seca e inundagdo) (Figura 1). A amostragem compreendeu seis combinagdes
de "tipo de agua" vs."tipo de uso da terra" em periodo ndo inundado (outubro de 2017) e
inundado (maio de 2018). Os locais de amostragem em cada local sdo afetados por um pulso
de inundacdo de longa duracdo (mais de 5 meses). As areas de estudo das planicies aluviais
foram localizadas na planicie de inundagdo de agua negra do rio Negro (3°00'41"S e

60°11'15"W), na planicie de inundacdo de 4agua clara do rio Tocantins (2°40'51"S e
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49°39'05"W) e na planicie de inundacdo de 4gua branca do rio Solimdes (3°13'50"S e
59°59'26"W). O clima predominante nesta regido ¢ tropical iimido, sendo classificado como
‘Afi’ (classificagdo de Koppen) com temperaturas médias anuais superiores a 26°C,
precipitacdo anual de aproximadamente 2000 mm, sol intenso, elevada umidade do ar e baixa

velocidade do vento [27].

A. Planicie aluvial de 4gua negra do Rio Negro B. Planicie aluvial de 4gua clara do Rio Tocantins

C. Planicie aluvial de agua branca do Rio Solimbes
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Figura 1. Locais de amostragem na Amazonia brasileira, uso da terra e linha de inundagdo nas trés areas de
estudo sazonalmente inundadas com 4gua negra (A), agua clara (B) e agua branca (C)

4.2.2 Amostragem de solo

A amostragem de campo foi realizada em cada um dos locais de amostragem de
florestas e sistemas agricolas tradicionais, localizados em cada uma das planicies aluviais. Em
cada local, foram recolhidas trés amostras de solo equidistantes 14 m. As amostras de solo
foram coletadas em um nucleo cilindrico asséptico (camada de solo de 0-15 cm de
profundidade, com 10 cm de didmetro). No regime de inundagdo das planicies aluviais, foram
recolhidas amostras de solo sub-aquaticos (camada de solo de 0-15 cm, com 10 cm de
diametro) utilizando um amostrador manual universal de sedimentos com nucleo ajustavel de

0-15 cm (Aquatic Research Instruments, ID, EUA).

4.2.3 Potencial de producio de CH, com substratos adicionais

O experimento foi realizado com doze amostras compostas (trés amostras de solo do
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mesmo sitio amostral foram homogeneizadas para obter uma amostra) das planicies aluviais
amazonicas. Os solos foram incubados em temperatura de 2°C acima da temperatura de
amostragem para cada sitio, assim as temperaturas oscilaram entre 27,60 ¢ 33,60°C (Tabela
1). Os biorreatores foram preparados em duplicata em frascos do tipo Schott Duran com
capacidade de 0,50 L, em que 0,23 L correspondiam ao meio de enriquecimento anaerdbio e
8% (v/v) ao solo utilizado como indculo (20g). O meio de cultura [28] foi preparado com a
composi¢do (g.L"') conforme descrito por [29]. Tanto a 4gua como as solugdes foram

preparadas de forma estéril e sob uma atmosfera de 99,99% de N..

Tabela 1. Temperaturas de incubacdo dos biorreatores anaerdbios (°C) contendo amostras de solo coletadas
durante os periodos ndo inundado (NI) e inundado (I) em sitios amostrais florestal (FLO) e sistema agricola
tradicional (SAT). A temperaturas correspondem a temperatura do ar durante a amostragem acrescidas em 2°C
conforme projecao do IPCC para regido amazonica

Planicie aluvial de 4gua negra do Planicie aluvial de 4gua clara do Planicie aluvial de 4gua branca do
Rio Negro Rio Tocantins Rio Solimdes
NI I NI I NI I
FLO SAT FLO  SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT
27,60 33,60 31,80 30,50 29,60 31,80 27,60 30,50 28,70 33,60 29,60 29,60

As incubacdes foram realizadas até a estabilizagdo da producdo de CH, em cada
biorreator metanogénico ou por 40 dias. Sendo dividido em duas fases: na fase 1, os primeiros
sete dias de incubagdo antes do acréscimo das fontes organicas e na fase 2 do sétimo dia at¢ a
estabilizacdo da producdo de CH, ou por 40 dias. Os biorreatores apresentaram as seguintes
configuragdes: controle agua (230 mL de 4gua destilada), controle Zinder (222,5 mL de meio,
2,5 mL de solugdo de vitamina, 2,5 mL de Na,S-9H,0 ¢ 2,5 mL de NaHCO,); fontes
organicas (217,5 mL de meio, 2,5 mL de solucdo de vitamina, 2,5 mL de Na,S-9H,0, 2,5 mL
de NaHCO;, e 5 mL de solugdes de fontes organicas de C estoque anoxicas estéreis (1 M de
acetato de sodio, formiato de sodio, glicose e metanol; para uma concentragdo de 22,47 mM).
Os biorreatores foram mantidos sob atmosfera de mistura de gas N, e CO, (70/30%, [vol/vol])
para garantir condigdes anaerodbias do headspace [30]. No total, foram incubados 144
biorreatores (3 planicies x 2 periodos amostrais X 2 sitios amostrais X 6 tratamentos de
substratos x 2 repeticdes - ver Figura 2), e 3456 amostras foram coletadas e analisadas (3
planicies x 2 periodos amostrais x 2 sitios amostrais x 6 tratamentos x 2 repeticdes X 24

amostras) para quantificagdo de CH,.
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Figura 2. Representagdo esquematica das doze amostras compostas utilizadas como indculos para as culturas de enriquecimento. Os biorreatores de enriquecimento anaerobio
a partir dos 12 inéculos foram suplementados com quatro tipos de fontes de carbono, além de dois tipos de controles e incubados sob condi¢des de anaerobiose. Um total de
144 biorreatores foram monitorados durante o periodo de incubagdo



71

4.2.4 Quantificacdo e calculo de concentracio de CH, no headspace

Os biorreatores foram monitorados periodicamente quanto a concentragao de CH, no
headspace por cromatografia gasosa (GC 2014 Shimadzu, Kyoto, Japan). O gés nitrogénio foi
usado como gas de arraste com pressdo de 400 kPa e as temperaturas do detector foram
ajustadas isotérmicamente em 150°C e 400°C, respectivamente. O equipamento foi calibrado
diariamente com sete padrdes certificados: 0,96, 1,84, 3,58, 11,0, 24,0, 102,0 ¢ 1030,0 ppm.
As amostras de gas foram coletadas com seringa de 2,5 mL com uma valvula de trés vias, e

esse mesmo volume foi injetado para analise no cromatografo.

4.2.5 Produc¢ao cumulativa de CH,

O modelo de Gompertz modificado foi utilizado para avaliar a producao de CH,. A
taxa de producdo de CH, ¢ proporcional a atividade microbiana na cultura de enriquecimento,
o modelo de Gompertz modificado pode ser usado para avaliar a fase de laténcia, rendimento
maximo de CH, e taxa de produg¢do de CH, [31,32]. As taxas de metanogénese foram
calculadas a partir da concentracio de CH, mensurado, que foi convertido e corrigido
utilizando os dados de temperatura de incubagdo, pressao atmosférica do local de amostragem
aplicando a lei de gases. O ajuste dos dados foi feito por meio da equagdo de Gompertz
utilizando o software OriginPro 9.0, conforme descrito por [33] para calculo da maxima
producao (P) e inicio da producdo de CH, (A). Os resultados sdo apresentados a partir do

actimulo de CH, por grama do solo seco (umol.g™' de solo).

4.2.6 Extracao de DNA das amostras dos biorreatores

Apoés andlise das concentragcdes de CH, do headspace dos biorreatores foram
escolhidas nove amostras. As amostras escolhidas eram provenientes dos biorreatores
metanogénicos contendo solo da planicie de 4gua branca e contemplavam reatores (controle
agua, acetato de sodio, formiato de sddio, glicose e metanol) do sistema agricola tradicional e
florestal, durante periodo nao inundado e inundado, respectivamente. Os controles contendo
dgua geraram uma amostra Unica para hibridizagdo para analise de Geochip 5.0. As extragdes

de DNA foram realizadas em triplicata a partir de 0,25 g de amostras de solo incubado
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utilizando PowerSoil Total DNA Kit (Qiagen, Hilden, Germany), com protocolo fornecido. As
concentragdes e pureza das amostras de DNA foram mensuradas por espectrofotometria
(Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies, IncWilmington, DE, USA) para determinar

absorbancia nos seguintes comprimentos de onda: 230, 260, 280, and 320 nm.

4.2.7 Analises utilizando GeoChip v. 5.0S e processamento de dados brutos

Genes funcionais microbianos foram analisados usando a versdao 60 K do Geochip v.
5.0S (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA), que contém aproximadamente
57.000 sondas para aproximadamente 151.000 genes alvo e ¢ focado na analise dos principais
processos ecologicos e geoquimicos (C, N, S e P) e outros grupos de genes funcionais
importantes, como genes de degradacdo de contaminantes orgéanicos e genes de resisténcia a
antibidticos que alteram ou degradam o antibiodtico alvo [34]. Um foco especial foi dado aos
genes envolvidos diretamente na degradacdo de C, fixagdo de C e producao de CH,
(metanogénese). A hibridizacdo das amostras foi realizada conforme descrito anteriormente
[35] no Institute for Environmental Genomics (IEG) na Oklahoma University (OU), Norman,
Estados Unidos. Foram removidas as sondas como negativas se o SNR <2 ou intensidade do
sinal <200. Pontos que foram detectados em menos de duas amostras foram removidos. As
sondas hibridizadas foram primeiramente agrupadas por processo funcional (ciclagem de C),
somando as intensidades dos sinais, para obter a abundancia total de genes de cada processo.
Posteriormente, foram calculadas as abundancias relativas referente as hibridizagdes para cada

gene.

4.2.8 Analise estatistica

Os parametros P, Rm e A foram estimados por meio do software OriginPro® versdo 9.0,
sendo realizadas 100 interagdes para convergir os dados usando o modelo matematico de
Gompertz modificado. Os dados de deteccao relativa da intensidade do sinal normalizado dos
principais genes ligados a cada familia génica s3o apresentados em porcentagens. Os graficos

foram elaborados no software OriginPro® versdo 9.0. A analise de componentes principais
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(ACP) foi utilizada para avaliar o agrupamento das amostras dos biorreatores metanogénicos,

e foi realizada utilizando o programa Canoco 4.5 (Biometrics, Wageningen, The Netherlands).

4.3 Resultados

4.3.1 Produc¢ao de CH, em biorreatores

Experimentos conduzidos utilizando biorreatores revelaram que todos os solos
amazonicos possuem potencial de producdo de CH, em relagdo as fontes de C adicionadas
(Figura 2). A maior producdo de CH, nos biorreatores denominados “controles dgua” foram
observadas no sitio florestal (5,69 £ 1,28 pmol.g"' de solo) e no sistema agricola tradicional de
planicie aluvial de d4gua negra durante o periodo inundado (2,04 + 1,29 umol.g" de solo). Os
biorreatores denominados ‘“controles Zinder” apresentaram producdo de CH, inferior ao
controle dgua em solos da planicie aluvial de dgua negra com excecdo do sitio florestal
durante o periodo ndo inundado que apresentou produgio de 1,99 + 0,38 pmol.g" de solo nos
biorreatores controle Zinder € 1,77 £ 0,13 umol.g" de solo nos biorreatores controle 4gua. Em
biorreatores contendo solos da planicie aluvial de agua clara foi observado o inverso do
observado em biorreatores contendo solo da planicie aluvial de 4dgua negra. Onde os
biorreatores controle Zinder apresentando maior producdo do que o solo incubado em
biorreatores controle agua. Assim, maiores produgdes de CH, para os controles Zinder foram
observadas em biorreatores contendo solos do periodo ndo inundado (sitio florestal: 5,65 +
1,71 pmol.g' de solo, e sistema agricola tradicional: 4,27+ 1,04 pmol.g" de solo). Os
biorreatores controle dgua e Zinder da planicie aluvial de 4gua branca apresentaram produgao
de CH, inferior a 0,20 umol.g" de solo.

Observando as médias dos biorreatores contendo o co-substrato acetato de sodio, em
planicie aluvial de dgua negra, as maiores concentragdes foram observadas no sitio florestal
durante o periodo inundado (203,16 + 120,20 pmol.g”" de solo). Em solos de planicie aluvial
de aguas claras, o sistema agricola tradicional apresentou a maior produ¢do de CH, (275,16 =
28,89 umol.g”' de solo) durante o periodo inundado. J4 em biorreatores contendo solo da
planicie aluvial de agua branca, os sitios amostrais durante o periodo ndo inundado
apresentaram média de produ¢do similar (sitio florestal: 593,19 =+ 5,06 umol.g" de solo, €

sistema agricola tradicional: 595,38 + 149,69 pmol.g™ de solo).
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Para os enriquecimentos que receberam formiato de s6dio como co-substrato, as
produgdes de CH, oscilaram entre 0,11 £ 0,009 umol.g" de solo e 41,96 + 1,22 umol.g" de
solo. A méaxima produgdo e a estabilizacdo da produgdo ocorreram entre 6-8 dias apos o
acréscimo do co-substrato na maioria dos biorreatores. As maiores producdes de CH, foram
observadas em solos da planicie de agua clara no sistema agricola tradicional (sitio florestal:
14,11 £ 5,06 pmol.g"' de solo, e sistema agricola tradicional: 41,96 = 1,22 umol.g™' de solo).

Avaliando os enriquecimentos que receberam a glicose como co-substrato, as
producdes de CH, apresentaram seus maiores valores mensurados em solos incubados
oriundos da planicie aluvial de agua branca, no entanto os biorreatores contendo solo dos
sitios florestais nos dois periodos amostrais e sistema agricola tradicional de planicie aluvial
de agua clara durante o periodo inundado nao apresentaram estabilizacdo da produgdo de CH,
até o 40° dia de incubagdo. Os biorreatores contendo solo do sistema agricola tradicional de
agua clara apresentaram a maior producdo de CH, no 26° dia de incubagdo (19 dias apos a
adi¢do do co-substrato), durante o periodo ndo inundado (162,36 + 0,01 pmol.g" de solo). No
40° dia de incubacio, os biorreatores contendo solo do sitio florestal apresentaram produgao
de CH, de 237,21 £ 21,69 umol.g" de solo durante o periodo nio inundado e 395,53 + 54,70
umol.g”! de solo durante o periodo inundado. J4 em solos do sistema agricola tradicional a
producdo acumulada foi de 350,77 + 54,70 pmol.g" de solo no 40° dia.

Os biorreatores que receberam o metanol como co-substrato em solos da planicie
aluvial de dgua negra apresentou producdo média de CH, similar em seu sitio florestal (ndo
inundado: 82,61 + 18,20 umol.g" de solo e inundado: 92,37 + 50,17 umol.g" de solo). Os
biorreatores contendo amostras de solo durante o periodo inundado atingiram a maxima
produgdo no 21° dia de incubagdo, enquanto no periodo ndo inundado isso ocorreu no 37° dia
de incubacao. Nos biorreatores contendo solos da planicie aluvial de agua branca a maior
produgdo média foi observada no sistema agricola tradicional durante o periodo ndo inundado
(1.474,72 + 391,86 umol.g" de solo). Os biorreatores contendo solos pertencentes a planicie
aluvial de agua clara apresentaram comportamento mais homogéneo com producdes em seu
sitio florestal apresentando decréscimo com a inundagdo do solo da planicie aluvial (periodo
ndo inundado: 51,90 + 30,33 umol.g" de solo, e periodo inundado: 24,38 + 6,45 umol.g" de
solo). No sistema agricola tradicional a maxima producdo passou de 33,83 + 0,12 umol.g" de
solo durante o periodo ndo inundado para 30,38 £ 13,83 umol.g" de solo durante o periodo

inundado.
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Figura 2. Produgio de CH, (umol.g”' de solo) em biorreatores contendo solos de planicies aluviais de rios de
aguas negra (PAN), clara (PAC) e branca (PAB) sob diferentes usos da terra (FLO - Florestal e SAT - Sistema
Agricola Tradicional) em dois periodos sazonais (NI - ndo inundado e I - inundado) com diferentes condi¢des de
incubagdo (controle agua, controle Zinder, acetato de sodio, formiato de sodio, glicose, metanol). As barras
representam o erro padrdo da taxa média de produgdo obtida entre a duplicata de biorreatores metanogénicos
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4.3.2 Maiores producdes de CH, em biorreatores

Baseado nos resultados obtidos nas incubagdes apresentadas na Figura 2, a incubagdo
com as produgdes mais significativas para os co-substratos acetato, glicose e metanol estavam
contempladas na incubagdo de solo no periodo ndo inundado da planicie aluvial de agua
branca no sistema agricola tradicional, assim também foram inclusas as amostras do
co-substrato formiato. Com a suposi¢cdo de que a produgdo de CH, ¢ uma funcdo da atividade
de micro-organismos em biorreatores, os parametros cinéticos foram adequados ao modelo de
Gompertz modificado. Na Figura 3 a cinética da producdo de CH,, além do ajuste por meio da
equagdao de Gompertz modificado dos biorreatores do sistema agricola tradicional de agua
branca pode ser visualizado. Na Tabela 2, os dados do calculo da produ¢do maxima (P) e
inicio da producdo CH, (A) com base nos valores obtidos por meio da equagdo de Gompertz

modificado, além da maior produg¢ao mensurada sdo apresentados.
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Figura 3. Os graficos da representacdo A representam a curva de Gompertz para os ensaios metanogénicos
contendo solo pertencente ao sistema agricola tradicional a planicie aluvial de a4gua branca durante o periodo nédo
inundado. Os controles: agua (R1 e R2) e meio de cultura Zinder (R1 e R2) e co-substratos: acetato de soédio (R1
e R2), formiato de sodio (R1 e R2), glicose (R1 e R2) e metanol (R1 e R2) tém a sua produgdo de CH,
apresentada na unidade (umol. grama’' de solo). A seta representa o dia em que os co-substratos foram
adicionados. A representagdo B mostra as producdes maximas por reator metanogénico ¢ a representacdo C
revela as produgdes médias dos reatores acrescidos das barras contendo o erro padrdo da taxa média de produgao
obtida entre a duplicata de biorreatores metanogénicos
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Tabela 2. Produgdo maxima de CH, (umol.g" de solo), inicio da produgdo de de CH, e coeficiente de
determinacdo (R?) baseado nos parimetros obtidos com a curva de Gompertz e maxima produgio de CH, (umol.
¢! de solo) medida em biorreatores com diferentes condi¢des de incubagdo (controle 4gua, controle Zinder,
acetato de sodio, formiato de sddio, glicose, metanol) em solos do sistema agricola tradicional de planicie aluvial
de 4gua branca durante o periodo ndo inundado

Condicio P (umol. g de solo) Maxima produc¢io medida A (dias) R?
experimental (umol. g” de solo)

Controle Agua - R1 <0,20 <0,20 - -
Controle Agua - R2 <0,20 <0,20 - -
Controle Zinder - R1 <0,20 <0,20 - -
Controle Zinder - R2 <0,20 <0,20 - -
Acetato - R1 662,97 £ 45,21 758,86 18,08 0,61 0,92
Acetato - R2 438,67 £ 19,43 432,00 18,31 £ 0,31 0,98
Formiato - R1 11,57 +£0,51 10,74 9,84 + 0,50 0,94
Formiato - R2 12,55 +0,22 15,70 9,87 +0,18 0,99
Glicose - R1 2090,69 + 43,19 2175,54 19,50 + 0,18 0,99
Glicose - R2 1872,62 £42,12 1912,27 21,19+ 0,18 0,99
Metanol - R1 1724,41 £ 37,73 1866,57 15,57+ 0,22 0,98
Metanol - R2 987,70 + 44,16 1082,86 17,75% 0,93

Para efeitos comparativos e em virtude da alta variabilidade entre os solos das trés planicies, o
solo de biorreatores de sitio florestal da planicie aluvial de 4gua branca, durante o periodo inundado
foi escolhido. Na Figura 4 a cinética da produ¢do de CH, além do ajuste por meio da equacdo de
Gompertz modificado dos biorreatores do sitio florestal de agua branca durante o periodo inundado
pode ser visualizado. Na Tabela 3, os dados da maxima produgéo (P) e inicio da produgdo de CH, ()

com base nos valores obtidos por meio da equacdo de Gompertz modificada sdo apresentados.
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Figura 4. Os graficos da representagdo A representam a curva de Gompertz para os ensaios metanogénicos
contendo solo pertencente a planicie aluvial de agua branca durante o periodo inundado em seu sitio florestal. Os
controles: agua (R1 ¢ R2) e meio de cultura Zinder (R1 ¢ R2) e co-substratos: acetato de sodio (R1 e R2),
formiato de sodio (R1 e R2), glicose (R1 ¢ R2) ¢ metanol (R1 ¢ R2) tém a sua produgdo de CH, apresentada na
unidade (umol. g de solo). A seta representa o dia em que os co-substratos foram adicionados. A representacio
B mostra as produgdes maximas por reator metanogénico e a representacdo C revela as produgdes médias dos
reatores acrescidos das barras contendo o erro padrio da taxa média de produgéo obtida entre as duplicatas
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Tabela 3. Produgdo maxima de CH, (umol. g"' de solo), inicio da produgdo de de CH, e coeficiente de
determinacdo (R?) baseado nos parimetros obtidos com a curva de Gompertz e maxima produgio de CH, (umol.
¢! de solo) medida em biorreatores com diferentes condi¢des de incubagdo (controle 4gua, controle Zinder,
acetato de sodio, formiato de sodio, glicose, metanol) em solos florestais de planicie aluvial de dgua branca
durante o periodo inundado

Condicio P (umol.g™ de solo) Maxima produc¢io medida A (dias) R?
experimental (umol. g” de solo)

Controle Agua - R1 <0,20 <0,20 - -
Controle Agua - R2 <0,20 <0,20 - -
Controle Zinder - R1 <0,20 <0,20 - -
Controle Zinder - R2 <0,20 <0,20 - -
Acetato - R1 261,27 +£3,25 263,91 19,56 + 0,15 0,99
Acetato - R2 370,51 + 3,09 374,01 19,04 + 0,12 0,99
Formiato - R1 7,92 +0,12 7,96 10,85 + 0,05 0,99
Formiato - R2 18,79 + 0,98 20,64 11,38 +£0,18 0,95
Glicose - R1 470,42 £ 7,38 492,36 21,07+ 0,15 0,99
Glicose - R2 411,62 + 17,04 421,92 18,57+ 0,22 0,98
Metanol - R1 28,91 + 3,00 50,65 14,98 + 0,58 0,78
Metanol - R2 45,70 £ 7,11 69,70 15,08 + 1,03 0,75

4.3.3 Diversidade funcional das comunidades microbianas associadas a ciclagem de C

Para compreender se as condi¢des de producao de CH, afetam a diversidade funcional
da comunidade dos solos incubados sob diferentes co-substratos, o DNA genomico do solo
incubado foi analisado ao final de cada incubagdo com a metodologia de microarranjo de
DNA (Geochip versdo 5S) (Tabela 4). Um total de 110 genes diretamente ligados ao ciclo do
C mostraram uma hibridizagao significativa em pelo menos duas das nove amostras de DNA
do solo. Todos os principais grupos genéticos funcionais associados ao ciclo do carbono

incluidos no GeoChip foram detectados em todas as amostras.
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Tabela 4. Nomenclatura, descricdo das amostras e média da produgdo maxima de CH, mensurada nos
biorreatores escolhidos para a metodologia de microarranjo de DNA (Geochip v.5S)

Nomenclatura Descri¢ao da amostra Média da producio maxima
medida entre os biorreatores
(umol.g™ de solo)

Controle Biorreatores “controle agua”: R1 e R2 do sistema agricola <0,20
tradicional, periodo ndo inundado + R1 e R2 do sitio florestal,
periodo inundado

Acetato 1 Biorreatores “acetato”: R1 e R2 do sitio florestal, periodo 318,96
inundado
Acetato 2 Biorreatores “acetato”: R1 e R2 do sistema agricola tradicional, 595,38

periodo ndo inundado

Formiato 1 Biorreatores “formiato”: R1 e R2 do sitio florestal, periodo 14,30
inundado
Formiato 2 Biorreatores “formiato”: R1 e R2 do sistema agricola tradicional, 13,22

periodo ndo inundado

Glicose 1 Biorreatores “glicose”: R1 e R2 do sitio florestal, periodo 457,14
inundado
Glicose 2 Biorreatores “glicose”: R1 e R2 do sistema agricola tradicional, 2043,86

periodo ndo inundado

Metanol 1 Biorreatores “metanol”: R1 e R2 do sitio florestal, periodo 60,17
inundado
Metanol 2 Biorreatores “metanol” : R1 e R2 do sistema agricola tradicional, 1474,72

periodo ndo inundado

4.3.3.1 Degradacao de C

O potencial metabdlico funcional das familias/enzimas dos genes de degradagao de C
foram classificadas de C labil para C recalcitrante (Figura 7). A degradacdo de amido (amyA),
quitina (chitinase), hemicelulose (4Ara - Arabinofuranosidase), lignina (phenol oxidase),
celulose (cellobiose) e pectina (pme - pectin methylesterase) foram os genes com maiores
hibridizac¢des para as respectivas familias génicas.

Em relagcdo as familias/enzimas dos genes relacionados ao ciclo do carbono, o gene
amyA responde com a maior porcentagem de hibridizagdes em todas as nove amostras
(23,54-24,74%) apresentando seu maior nimero de hibridiza¢des nos solos incubados que
apresentaram as menores producdes de CH, (controle e formiato 1 e 2). O gene mais
abundante na degradagdo de quitina apresentou as maiores porcentagens de hibridizacdes nos

biorreatores metanogénicos contendo metanol como co-substrato (6,61 e 6,94%).
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Figura 7. Detecgo relativa da intensidade do sinal normalizado por Geochip de genes relacionado com a degradagdo de carbono (%) classificadas de C labil para C
recalcitrante presentes em amostras de solo incubadas em biorreatores anaerdbios denominados como controle ¢ co-substratos acetato de sodio, formiato de sodio, glicose e
metanol em diferentes condi¢des de produgdo de CH,
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4.3.3.2 Fixacao de C

A fixagdo do C foi a segunda categoria mais importante no ciclo do carbono em todas
as amostras (Figura 8). As vias de fixagdo de C no solo incubados incluiram principalmente o
bi-ciclo 3-hidroxipropionato, via do microcompartimento bacteriano, ciclo de Calvin, ciclo de
dicarboxilato/4-hidroxibutirato, via redutiva do acetil-CoA, e o ciclo do acido tricarboxilico
redutor (rTCA).

As principais enzimas nas vias de fixagao autotrofica de carbono usadas para indicar
autotrofia incluem a TktA (Transketolase) no ciclo de Calvin, oscilando entre 3,89 e 4,48%, a
CsoS1 _CemK (Microcompartments protein) na via do macrocompartimento bacteriano
apresentou  porcentagens de hibridizagcdes entre 2,69 e 4,24%, o FTHFS
(Formyltetrahydrofolate synthetase) na via redutiva do acetil-CoA com hibridizagdes 1,69 a
2,16%, Por DiC4HB (Pyruvate synthase) no ciclo de dicarboxilato/4-hidroxibutirato, AcnA
(Aconitate hydratase 2) no ciclo do acido tricarboxilico redutor, 0,23 e 0,31%, o gene mct
(L-carnitine dehydratase/bile acid-inducible protein F) no bi-ciclo de 3-hidroxipropionato,
0,13 a 0,18% e o MCM 3HP4HB (Methylmalonyl-CoA mutase) no ciclo
4-hidroxibutirato/3-hidroxipropionato, de 0,02 a 0,06%.
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4.3.3.3 Metabolismo do CH,

Das 315 sondas contempladas pelo arranjo Geochip ligados ao mcrA (methyl
coenzyme-M reductase) 65 foram detectados nas amostras de solo incubadas em biorreatores.
Das sondas detectadas, 56 foram derivadas de organismos ndo cultivados, com exce¢ao de:
Methanocorpusculum labreanum Z (Gene ID 124363917), Methanoculleus marisnigri JRI
(Gene ID 126178328), Methanofollis ethanolicus (Gene ID 380692198), Candidatus
Methanoregula boonei 648 (Gene ID 153998677), Methanosaeta harundinacea (Gene 1D
61743606), Methanosaeta harundinacea 6Ac (Gene ID 386001204), Methanohalobium
evestigatum Z-7303 (Gene ID 298674844), Methanolobus profundi (Gene 1D 380692170) e
Methanosarcina barkeri str, fusaro (Gene ID 72395594).
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Figura 9. Detecgdo relativa da intensidade do sinal normalizado por Geochip de genes relacionado com o
metabolismo de CH, (%) presentes em amostras de solo incubadas em biorreatores anaerobios denominados
como controle e co-substratos acetato de sodio, formiato de sodio, glicose e metanol em diferentes condigdes de
producdo de CH,

4.3.3.4 Respostas dos genes funcionais ligados ao C

A analise de componentes principais (ACP) foi conduzida para examinar se a estrutura
da comunidade microbiana mudou significativamente em diferentes taxas de producgdo de

CH,. Conforme mostrado na Figura 10 os biorreatores com menores produgdes de CH, (< 25
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pumol.g” de solo) e produ¢des medianas de CH, (25 a 500 umol.g”' de solo) agruparam-se.
Especificamente, os biorreatores com as maiores produ¢des de CH, (500 a 2100 umol.g™' de

solo) apresentaram comportamento completamente distintos.

0 Produgéo de CH4
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@®<25
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Figura 10. Eixos 1 e 2 da andlise de componentes principais explicam 35,70 e 32,60%,
respectivamente, da variacdo dos principais genes funcionais ligados a fixacdo, degradacdo de C ¢
metanogénese detectadas por microarranjo de DNA (Geochip).

4.4 Discussao

A inundagdo e dessecagdo sdo eventos-chave para processos metanogénicos [15] em
areas umidas, especialmente em areas que sofrem inundagdes sazonais, como as planicies
aluviais de rios amazdnicos. Os solos de planicies aluviais amazonicas dos rios Negro,
Tocantins e Solimoes, utilizado para a cultura de enriquecimento revelaram potenciais claros

de produgdo de CH, com/sem quaisquer adi¢des de co-substratos como precursores.

Desempenho dos biorreatores

Aqui fornecemos evidéncias de que solos das planicies aluviais amazonicas de dguas
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negra, clara e branca possuem potencial para a atividade metanogénica estimulada por
acetato, formiato, glicose e metanol, com padroes de comportamento diferentes. Sete dias
apos a inoculag¢do do solo, os biorreatores vinculados as planicies de 4gua negra e clara sem a
adicao de co-substratos foram capazes de produzir CH,. O desempenho dos biorreatores
contendo solo oriundos da planicie aluvial de 4gua branca foi baixo (<0,2 umol.g™' de solo) ou
nulo naqueles biorreatores denominados controle 4gua e controle Zinder. Ji ef al. [12] e [11]
ao avaliarem as taxas de producdo de CH, em sedimentos amazodnicos de areas inundaveis
com aguas negras, claras e brancas incubados sem acréscimo de co-substratos, observaram
que as taxas de produgdo foram de uma a duas ordens de magnitude menores em sedimentos
areas inundaveis de agua branca quando comparados ao sedimento sob a influéncia de outros
tipos de dguas. Os solos de planicie aluvial de 4gua branca apresentaram comportamento
unico devido as suas baixas taxas de producdo de CH, naqueles biorreatores controle e
elevadas produgdes ao terem os co-substratos adicionados. Esta caracteristica funcional pode
ser melhor explicada pelas menores concentracdes de carbono observadas em solos de dguas
brancas (Tabela 1 - Capitulo 2) aliada a altas concentragdes de ferro e manganés (como
indicadores para disponibilidade de aceptores de elétrons - dados ndo apresentados aqui). E
possivel que a falta de substratos labeis por si s6 favorece outros micro-organismos € nao a
acdo das arqueas metanogénicas, enquanto o aumento da disponibilidade de C permite
elevadas producdes.

Arqueas metanogénicas operam na auséncia de oxigénio, no entanto, podem
sobreviver em solos aerados e dissecados [36]. Sendo provavel e principalmente devido a
plasticidade, que o potencial de funcionamento metanogénico foi restabelecido prontamente
assim que as condi¢des de anaerobiose foram estabelecidas durante a incubagdo. In situ, tais
condi¢des geralmente ocorrem algum tempo apds a inundagdo, o periodo de atraso depende
da disponibilidade relativa de matéria organica degradavel e aceptores de elétrons inorganicos

e organicos [37].

Microarranjo de DNA (Geochip v. 5.0S)

As condi¢des de anaerobiose aliado ao acréscimo de substratos metanogénicos
especificos revelaram abundancias relativas por biorreator (ou seja, as abundancias de genes
funcionais com base na intensidade de Geochip ligado ao ciclo do carbono) de uma maioria

dos genes funcionais associados a degradagdo e fixacdo de carbono e metabolismo do CH,.
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Esses genes incluiram genes para amido (amyA), quitina (chitinase) e hemicelulose (4ra -
Arabinofuranosidase). Comparando tais genes sob a otica da producdo de CH, nos
biorreatores, aqueles que continham acetato e metanol como co-substratos apresentaram uma
redugdo de hibridizagdes ligadas ao gene amyA quando comparado aos biorreatores controle.
A abundancia de genes funcionais microbianos do solo a partir do DNA pode refletir o
potencial metabdlico da comunidade microbiana, mas ndo necessariamente a comunidade
microbiana real funcionando in situ [38]. Yang et al. [39] ao avaliarem por Geochip, solos
provenientes de microcosmos andxicos construidos na tentativa de mimetizar permafrost com
duas temperaturas de incubagao (-2°C e 8°C) foram escolhidas para simular uma condigado de
quase congelamento € o més mais quente em solo artico observaram uma diminui¢do da
abundancia total relativa dos genes amyA, chitinase e ara ao final de 122 dias do solo
incubado a 8°C.

Sete vias de fixacdo de CO,, incluindo o ciclo de Calvin e vias alternativas foram
detectadas nas amostras provenientes de biorreatores. Entre as principais familias funcionais
de genes ou enzimas de fixagdo de C encontradas neste estudo, o tktA (Transketolase) no ciclo
de Calvin apresentou as maiores hibridizagdes. Este gene ¢ responsavel pela produgdo de
NADPH (nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato), bem como varios outros fosfatos
intermediarios de agucar [40]. NADPH ¢é um passo critico na produgdo e regeneracdo de
carboidratos bifosfatos de ribulose (RuBP) no ciclo de Calvin. O ciclo de Calvin consiste em
3 etapas principais- carboxilagdo, redugdo e regeneragdo [41] - na qual os genes que reuniam
altas intensidades sob a categoria de ciclo Calvin e estavam envolvidos nas trés etapas do
ciclo de fixagdo do C. A presenca de genes para carboxilagdo (rubisco), redugdo (FBPase,
TIM) e regeneracao (RPI, prk), também foi observada.

Os microcompartimentos bacterianos (BMCs) tém papel crucial na fixagdo de CO, em
autétrofos e no catabolismo de substratos organicos em heterdtrofos, contribuindo para a
versatilidade metabdlica de bactérias, proporcionando uma vantagem competitiva em nichos
ambientais especificos [42]. Com relacdo aos processos de fixagdo de C nos biorreatores, o
gene CsoSI CcmK apresentou a maior porcentagem de hibridizagdes em biorreatores onde
houve o acréscimo de co-substratos.

A fixagdo de C direcionada pela abordagem de microarranjo de DNA Geochip revelou
hibridizagdes do gene que codifica para formyltetrahydrofolate synthetase (FTHFS), uma
enzima chave para via redutiva de acetil-coA/via Wood-Ljungdahl (WLP). Sendo um gene

altamente conservado e pode ser usado como um marcador molecular para inferir sobre as
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comunidades acetogénicas [43]. As bactérias acetogé€nicas sdo um grupo de bactérias
anaerdbias obrigatorias que utilizam a via redutiva de acetil-coA para sintetizar acetato a
partir de precursores C1 [44]. O potencial para fixacdo de C vinculado a via supracitada foi
suportado em maior frequéncia pelos reatores que apresentaram maior producao de CH,
contendo como co-substrato metanol.

Para os genes relacionados ao metabolismo de CH,, a abundéincia de hibridizagdes
relacionada a metanogénese, teve seus maiores valores em biorreatores contendo como
co-substrato a glicose. Teoricamente, a degradacdo completa da glicose deve favorecer os
processos de fermentacdo a alcoois e acidos graxos, seguido da degradagdo sintrofica de
alcoois e acidos graxos em acetato e H, [45]. J4 o metanol, em solos pantanosos pode ser
produzido a partir da decomposicdo da pectina derivada de plantas [46]. Assim, a degradacao
da glicose pode gerar os precursores para as trés vias metanogénicas. Observamos a
hibridizacao ligada a sonda mcrA vinculada a Methanosarcina barkeri str, fusaro (Gene ID
72395594) exclusivamente em biorreatores contendo glicose. Methanosarcina barkeri é
conhecida por apresentar afinidade com vdrios substratos, incluindo metanol, acetato,

metilaminas e uma combinagdo de hidrogénio e didxido de carbono para producdo de CH,

[47].

4.5 Conclusoes

Em conclusdo, este trabalho reporta que os solos de sitios florestais e sistemas
agricolas tradicionais em planicies aluviais amazdnicas sazonalmente inundadas suportam a
metanogénese através das vias acetoclastica, hidrogenotrofica e metilotrofica, utilizando o
acetato de sodio, formiato de sdédio e metanol, como co-substratos metanogénicos,
respectivamente. Tornando assim, a nossa primeira hipdtese aceita. De forma global, nossa
segunda hipdtese ¢ refutada. As maiores producdes de CH, em condi¢des laboratoriais nao
estdo sistematicamente vinculadas as maiores porcentagens de hibridizagdes para

metanogénese, fixacao de degradagao de C avaliadas através da tecnologia GeoChip v. 5.0S.
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5 Capitulo 4 - EMISSOES DE CH, EM PLANICIES ALUVIAIS NA BACIA
AMAZONICA: MODELO BASEADO EM PROCESSO MICROBIANO?

RESUMO

Planicies aluviais amazonicas sao fontes naturais de CH, globalmente significativas. As
emissoes liquidas de CH, representam o equilibrio entre a produgdo microbiana
(metanogénese) e a sua oxidacdo (metanotrofia), cada uma com diferente sensibilidade ao
pulso de inundacdo em planicies aluviais amazonicas. Apesar da importancia dos processos
microbianos do solo para o fluxo de CH, ainda ndo existem modelos matematicos que
contemplem tais informagdes. Aqui, investigamos as relacdes entre varidveis ambientais,
aspectos ecoldgicos das comunidades microbianas metanogénica e metanotrofica e o fluxo de
CH, em planicies aluviais amazdnicas de rios de aguas negra (Rio Negro), clara (Rio
Tocantins) e branca (Rio Solimdes). Um conjunto de metadados composto por fatores fisicos
e quimicos do solo, dados quantitativos de abundancia de grupos taxondmicos metanogénicos
e metanotroficos das areas inundaveis com os diferentes tipos de d4gua e métricas da paisagem
foi utilizado para a definicdo de um modelo matemaético para a emissao de CH, em areas
inundéveis da Amazonia. Quatro modelos de regressdo multipla para a predi¢ao do fluxo de
CH, nas diferentes planicies aluviais foram definidos, sendo um modelo global e os demais
individuais. Os modelos revelam que os melhores preditores de emissao de CH, diferem por
planicie aluvial. O modelo com melhor ajuste dos dados foi o da planicie aluvial de rio de
dgua clara (R* = 0,94), sendo composto por varidveis vinculadas as comunidades
metanogénicas (sequéncias gene 16S rRNA e Shannon) e a temperatura do solo. Assim,
determinar os principais impulsionadores do fluxo de CH, em planicies aluviais amazonicas
fornecera abordagens de escala mais precisa, bem como subsidios para a insercao de

comunidades metanogénicas e metanotrdoficas nesses modelos.

Palavras-chaves: Modelagem matematica; fluxo de CH,; comunidade metanogénica;

comunidade metanotrofica.
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1 Introducio

O CH, ¢ reconhecido como um dos principais contribuintes para o efeito estufa, com
sua concentra¢cdo atmosférica aumentando constantemente [1, 2]. As areas umidas sdo a maior
fonte natural global de CH, atmosférico [3] emitindo cerca de 177-284 Tg de CH, para a
troposfera a cada ano [4]. A luz da forte contribui¢do dos ecossistemas umidos como
importantes emissores naturais de CH,, ¢ determinante desvendar os fatores desencadeadores
e ainda nao completamente compreendidos dos processos nesses ambientes.

Os inventarios de emissdo de CH, das planicies de inundacdo da regido amazonica,
maior fonte geografica de emissdao de CH, nos tropicos apontam para uma grande lacuna em
nossa compreensao da contribui¢do desses ecossistemas para emissdes de CH, [5]. Embora as
taxas de emissdo de CH, sejam conhecidas por serem controladas por uma ampla gama de
fatores [6], incluindo alteragdes do nivel de dgua e decomposicao da camada de serrapilheira
em solos e sedimentos, para citar alguns, a incorporagdo de drivers em abordagens para
modelagem e predicdo de emissdes de CH, em planicies aluviais amazonicos ainda ¢ limitada
pela falta de dados a respeito desses fatores.

A concentracdo atmosférica de CH, ¢ um equilibrio complexo de suas fontes e
sumidouros, ambos com alto grau de incerteza [7]. Embora inimeras medigdes e analises da
emissdo de CH, na escala local na amazonia tenham sido realizadas [5, 8-13], a influéncia da
coloragdo das dguas amazonicas vinculado as comunidades metanogénicas e metanotroficas
ativas e os fluxos de CH, ainda ¢ pouco compreendida. Avancos na melhoria em estimativas
de emissoes de CH, sob diferentes regimes climaticos requer o desenvolvimento de um
modelo matematico baseado em processo para relacionar fatores ambientais e processos
biologicos com fluxo de emissao de CH, [14].

Assim, nosso objetivo foi o desenvolvimento de um modelo de emissdo para planicies
aluviais amazonicas sob a influéncia de negra (Rio Negro), clara (Rio Tocantins) e branca
(Rio Solimdes), a partir da observacao direta de varidveis de interesse. Para a elaboracdo da
modelagem, utilizamos fatores ambientais e biologicos associados aos processos de produgao
e oxida¢ao de CH,. Optamos aqui por uma abordagem de modelagem deliberadamente

simplista que nos permite fazer uso de dados entregue por uma abordagem observada.
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5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Cenario dos modelos

As areas de estudo das planicies aluviais foram localizadas nas planicies aluviais do
rio Negro (4dgua negra) (3°00'41"S e 60°11'15"W), do rio Tocantins (agua clara) (2°40'51"S e
49°39'05"W) e do rio Solimdes (agua branca) (3°13'50"S e 59°59'26"W). Amostras de solo
pertencentes as trés planicies aluviais foram coletadas em dois locais de amostragem
identificados como floresta primaria e sistemas agricolas tradicionais em periodos
contrastantes da hidrografia (seca e inundacdo) (Figura 1). A amostragem compreendeu os
periodos ndo inundado (outubro de 2017) e inundado (maio de 2018). Os locais de
amostragem em cada local sdo afetados por um pulso de inundagao de longa duragdo (mais de
5 meses). As areas de estudo das planicies aluviais foram localizadas na planicie de inundacao
de agua negra do rio Negro (3°00'41"S e 60°11'15"W), na planicie de inundagdo de agua clara
do rio Tocantins (2°40'51"S e 49°39'05"W) e na planicie de inundagdo de dgua branca do rio
Solimdes (3°13'50"S e 59°5926"W). O clima predominante nesta regido € tropical iimido,
sendo classificado como ‘Afi’ (classificacdo de Koppen) com temperaturas médias anuais
superiores a 26°C, precipitacdo anual de aproximadamente 2000 mm, sol intenso, elevada

umidade do ar e baixa velocidade do vento [15].

A. Planicie aluvial de agua negra do Rio Negro B. Planicie aluvial de &gua clara do Rio Tocantins
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Figura 1. Localizagdo dos locais de amostragem na Amazonia brasileira, uso da terra e linha de inundagdo nas
trés areas de estudo sazonalmente inundadas com dgua negra (A), dgua clara (B) e 4gua branca (C)
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5.2.2 Amostragem de solo

A amostragem de campo foi realizada em cada um dos locais de amostragem de
florestas e sistemas agricolas tradicionais, localizados em cada uma das planicies aluviais. Em
cada local, foram recolhidas trés amostras de solo equidistantes 14 m. As amostras de solo
foram coletadas em um ntcleo cilindrico asséptico (camada de solo de 0-15 cm e 15-30 cm de
didmetro e 10 cm de didmetro). No regime de inundagdo das planicies aluviais, foram
recolhidos nucleos de solo sub-aquaticos (camada de solo de 0-15 cm e 10 cm de didmetro)
utilizando um amostrador manual universal de sedimentos com nucleo ajustavel de 0-15 cm

(Aquatic Research Instruments, ID, EUA).

5.2.3 Fluxos de CH, a partir do solo e da l1amina da agua das planicies aluviais

Amostras de gases foram coletadas a fim de determinar os fluxos de CH, na interface
solo-atmosfera durante o periodo ndo inundado (outubro de 2017) e na interface agua
atmosfera durante o periodo inundado (maio de 2018) nas areas de estudo. A concentracao de
CH, dissolvido na agua e presente em bolhas que emergiram na superficie da agua partindo do
sedimento de fundo também foi determinada. Concomitantemente a coleta das amostras de
gases foram determinadas a temperatura do solo e do ar utilizando um termdémetro digital e a
pressdo atmosférica com o auxilio de um barometro. Todas as amostras foram coletadas no

periodo matutino.

5.2.3.1 Fluxos de CH, na interface solo-atmosfera

A coleta de amostras de gases no periodo nao inundado foi realizada a partir da
disposicdo de cinco camaras estaticas em cada sitio florestal e agricola nas trés areas de
estudo. As camaras foram fixadas na superficie do solo em linha reta distantes 7 m entre si em
cada um dos seis sitios de amostragem por meio de movimentos rotacionais, de forma a
minimizar alteracdes na camada de material organico presente na superficie do solo e, ao
mesmo tempo, assegurar boa vedacao. A profundidade de penetracdo da camara no solo foi de
aproximadamente 1-2 cm. Um orificio sobre a tampa da camara foi confeccionado para

manter a pressao interna igual a pressdao atmosférica. Com o auxilio de uma seringa plastica
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de polietileno (60 mL) equipado com uma valvula de trés vias foram coletadas amostras de
gases do interior das camaras e transferidas para frascos de vidro (20 mL) previamente
tratados a vacuo. Para cada camara, amostras de gases foram coletadas apds 1, 10, 20 e 30
minutos do fechamento da cdmara.

A amostragem de gases foi feita durante cinco dias consecutivos em cada sitio de
amostragem, totalizando 600 amostras. As amostras de gases foram analisadas em até 3
semanas apos a coleta utilizando um cromatédgrafo a gas SHIMADZU GC-2014 (Shimadzu
Co., Columbia, MD, EUA) com coluna empacotada e detector de ionizagdo de chama (FID)
para a quantificagdo de CH,, com limite de detec¢ao de 3 pgC/s. As concentragdes dos gases
foram calculadas pela comparagdo das areas de pico de amostras obtidos pelo equipamento
em relacdo aos picos obtidos mediante a injecdo de amostras com concentragcdes conhecidas e
certificadas de CH,: 0.96, 1.84, 3.58, 11.0, 24.0, 102.0, ¢ 1030.0 ppm. Os fluxos de CH,
foram calculados para cada amostragem usando uma regressdo linear gerada a partir dos
valores medidos do géas ao longo dos intervalos de 30 min de acordo com [16], normalizado
em fun¢do do volume e area da camara. Para o calculo do volume exato da camara, medidas
da altura da base da camara até a superficie do solo foram tomadas a partir de trés pontos
diferentes em cada uma das cinco camaras todos os dias de coleta de amostras de gases. Os
fluxos foram considerados difusos se a correlagdo linear no tempo decorrido tinha R* superior

20,90 [17].

5.2.3.2 Fluxos de CH, na interface agua-atmosfera

Para determinar a concentracdo de CH, na interface agua-atmosfera, adotou-se a
metodologia da camara flutuante. As camaras foram construidas com polipropileno e
recobertas com manta térmica reflexiva aluminizada para evitar o aquecimento interno. A
camara possui area de 0,094 m?, equipada na parte superior com uma valvula e na borda
lateral externa em uma boia flutuante. Quando disposta sobre a superficie da 4gua, a camara
ficava submersa cerca de 5 cm, permitindo a concentracdo de gases em seu interior. As
camaras foram colocadas nos locais de amostragem com auxilio de um barco.

Foram utilizadas cinco camaras por sitio de amostragem ao longo do mesmo transecto
definido para amostragem no regime de seca separadas a 7 m umas das outras e adotado
quatro tempos de coleta em cada uma das camaras (1, 10, 20 e 30 min), totalizando 600

amostras. As amostras de gases foram coletadas por meio de seringas plasticas, com
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capacidade de 60 mL, acoplando-as a valvula. Posteriormente, foram transferidas para frascos
de vidro com capacidade de 20 mL, previamente higienizados, identificados, vedados e
evacuados com septos de borracha estilo rolha (Bellco Glass,Vineland, NJ, EUA), de acordo
com procedimento descrito por [18]. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para
analise em laboratério. Os fluxos de CH, na interface agua-atmosfera foram calculados

conforme descrito por [19].

5.2.3.3 Concentrag¢ao de CH, dissolvido na agua

O calculo das concentragdes de CH4 na dgua ¢ de fundamental importancia uma vez
que a quantidade de géas que migra da agua para a atmosfera depende, dentre outros fatores,
destas concentracdes. A concentragdo de CH, dissolvido na agua (pCH,) foi determinada por
meio de amostras obtidas a partir do equilibrio de fases agua-atmosfera utilizando um
equilibrador. Esta metodologia se baseia em um tubo, em plexiglass, preenchido cerca de 80%
de seu volume com bolinhas de vidro, a fim de melhorar a interface de transferéncia dos gases
conectado a uma bomba submersivel posicionada a 60% de profundidade na coluna d’agua e
a um analisador de CO, por infra-vermelho (IRGA — Infrared Gas Analyser), modelo Li-Cor
820 (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, EUA), e este, por sua vez, ligado a um computador
portatil. Este sistema promove a circulagdo de 4gua, entre o rio e o equilibrador, e de gases,
entre o equilibrador e o analisador. Por se tratar de um analisador de CO,, as leituras de
concentracdo realizadas foram apenas utilizadas como indicador de estabilizacao,
determinando o momento adequado para a amostragem de gases destinados a determinacgao da
concentracdo de CH,. A coleta foi realizada por meio de seringas plasticas, com capacidade
de 60 mL, conectadas a uma valvula presente no caminho do fluxo do ar. As amostras foram
obtidas em triplicatas (totalizando 450 amostras), em cada um dos cinco pontos de
amostragem das planicies aluviais dos rios Negro, Tocantins e Solimdes nos sitios florestais e
sistema agricola tradicionais, e transferidas aos frascos de vidro, com capacidade de 20 mL,
previamente evacuados. A amostragem foi feita durante cinco dias consecutivos em cada sitio

de amostragem, sendo as amostras, em seguida, encaminhadas para analise em laboratorio.

5.2.4 Fatores fisicos e quimicos do solo
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A determinagdo de fatores fisicos e quimicos foi realizada a partir de cada uma das 36
amostras de solo. O pH do solo foi medido em suspensdo de solo/0,01 M CacCl, (1:5). A
umidade do solo foi determinada pelo método gravimétrico, como descrito em EMBRAPA
[20]. Os teores totais de carbono (C) e nitrogénio (N) foram determinados por combustio seca
utilizando o analisador elementar CHNS/O (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) a partir das
amostras de solo. A determinagdo foi realizada utilizando 5-7 mg de solo seco peneirado em
malha de 0,15 mm. O NH,-N ¢ NO;-N do solo foram extraidos por cloreto de potassio 2 M
(KCl) e quantificados usando espectrofotometria conforme descrito por [21] e [22],
respectivamente. Foi realizada a extragdo e determinacao de sulfato em amostras de solo de
acordo com [23]. O carbono organico dissolvido (organicos dissolvidos) foi analisado através
do analisador Shimadzu TOC-5000A (Shimadzu, Columbia, MD, EUA) com infra-vermelho

nao dispersivo, apos purga com HCI 2N.

5.2.5 Extra¢ao do RNA Genomico do Solo e Sintese de cDNA

A extragao de RNA total das 36 amostras de solo coletadas nas campanhas de campo
realizadas nos periodos ndo inundado e inundado (18 amostras de solo em cada periodo: 3
areas x 2 sitios x 3 pontos amostrais) nas trés diferentes areas amostrais foi feita com o
RNeasy PowerSoil Total RNA Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com o protocolo do
fabricante. Foram realizadas duplicatas de extragdes de RNA a partir de cada amostra de solo,
as quais compuseram um pool para cada amostra apds a analise da qualidade e quantidade do
RNA utilizando espectrofotometro Nanodrop 2000c (Nanodrop ND-1000, NanoDrop
Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) com densidade otica de 230, 260, 280 e 320 nm.
As amostras de RNA foram preservadas a -80 °C até o uso. Sintese de cDNA foi feita a partir
do mRNA de cada amostra utilizando o QuantiNova Reverse Transcription Kit (Quiagen,

Hilden, Alemanha), com remogao integrada da contaminagdo do DNA genomico.

5.2.6 Sequenciamento de transcritos de amplicons 16S rRNA

A biblioteca de amplicons foi preparada de acordo com 165 Metagenomic Sequencing

Library Preparation usando o cDNA como molde para as reagdes de amplificagdo de primers
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especificos para o gene /6S ribossomal *RNA de Archaea e Bacteria total. Abundancias
relativas dos grupos metanogénicos e metanotréficos ativos foram baseadas no numero total
de sequéncias classificadas como metanogénicas e metanotroficas por amostra,
respectivamente. As métricas ecologicas foram calculadas a partir da biblioteca de sequéncias
normalizadas. Estimadores de riqueza (Chaol), indice de diversidade (Shannon e Brillouin) e
equitatividade (Pielou) da comunidade metanogénica e metanotrofica foram calculados para
comparar a comunidade ao nivel de riqueza, diversidade e equitatividade. Todas essas

informacodes estdo descritas detalhadamente em [24].

5.2.7 Analise estatistica

A fim de verificar a normalidade de todos os dados obtidos, um teste de Shapiro-Wilk
foi realizado. Identificada a ndo-normalidade, as varidveis foram previamente analisadas de
acordo com testes estatisticos de Kruskall-Wallis e de correlagao de Spearman (r). Esses testes
foram aplicados a fim de verificar a influéncia de fatores temporais (e.g., estagdes secas e
chuvosas) e espaciais (e.g., diferentes planicies aluviais, sitios e pontos de amostragem), € as
suas correlagdes, respectivamente. Foi realizada a normalizagdo das varidveis de interesse,
logaritmizando-as [i.e., Ln (varidvel+1)] previamente a elabora¢do dos modelos de regressao
linear multipla, e os resultados obtidos analisados com nivel de confianca de 95% (p < 0,05).
A fim de verificar a colinearidade entre varidveis nos modelos desenvolvidos o coeficiente
Variance Inflation Factor (VIF) foi verificado, excluindo varidveis do modelo caso VIF > 5.
Graficos comparativos entre os fluxos de CH, preditos pelos modelos e observados foram
elaborados. As analises estatisticas e a elaboracdo dos modelos foram realizadas por meio do

software Statistica 13® (Statsoft, Tulsa, OK, USA).

5.3 Resultados

O teste de Kruskall-Wallis (Tabela 1) indicou que houve variacdo temporal
significativa em apenas 8 varidveis. Por outro lado, a maior variagdo espacial foi das
diferentes planicies aluviais, em que houve variacao espacial significativa em 20 variaveis. Os
diferentes sitios de amostragem indicaram variagdo espacial significativa em 9 variaveis, € 0s
diferentes pontos amostrais ndo apresentaram variacdo espacial significativa. A maior

diferenca significativa entre as planicies aluviais no teste de Kruskall-Wallis corroborou para
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a aplicagdo do teste de correlagdo de Spearman, que foi realizado individualmente para cada
planicie. As correlagdes de Spearman (r) apresentaram, em geral, valores positivos e
negativos entre as variaveis (Tabelas 2, 3 e 4). Nas planicies de dguas negras, as varidveis que
se correlacionaram com o fluxo de CH, foram umidade relativa do solo (r = 0,97), amonio (r
= 0,76), Chaol (metanogénicas) (r = 0,60), Brillouin (metanotroficas) (r = 0,59), sequéncias
gene 16S rRNA (metanotroficas) (r = -0,61), e nitrato (r = -0,66). E para as 4guas clara, as
correlagdes significativamente positivas com o fluxo de CH, foram NDWI (r = 0,85),
sequéncias gene 16S rRNA (metanogénicas) (r = 0,71), umidade relativa do solo (r = 0,69), e
as correlagdes negativas foram temperatura do solo (r = -0,85) e nitrato (r = -0,77). Nas
planicies de aguas brancas, as variaveis que se correlacionaram com o fluxo de CH, foram
amonio (r = 0,83), pH (r = 0,76), NDWI (r = 0,71), e umidade relativa do solo (r = 0,69), e as
correlagdes negativas foram com carbono total (r = -0,78), razdo carbono:nitrogénio (r =
-0,76), nitrogénio total (r = -0,69), Shannon (metanogénicas) (r = -0,67), Brillouin
(metanogénicas) (r = -0,67), Evenness (metanogénicas) (r = -0,66), Simpson (metanogénicas)

(r=-0,65), organicos dissolvidos (r = -0,61), e equitatividade (metanogénicas) (r = -0,58).
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Tabela 1. Teste de Kruskall-Wallis realizado para as variaveis de interesse considerando os fatores espacial e
temporal. Os casos em que houve diferenca significativa (p < 0,05) foram destacados em vermelho

Varidveis Periodos de Plan.l'c.ies Sitios de Ponto
amostragem aluviais amostragem amostral

NDVI p=0,78 p=0,00 p=0,30 p=0,71
NDWI p=0,00 p=046 p=0,01 p=0,82
Altimetria p=1,00 p=0,13 p=0,00 p=0,85
Declividade p=0,76 p=0,00 p=0,02 p=0,52
Temperatura do ar p=0,13 p=0,00 p=0,00 p=0,65
Temperatura do solo p=0,89 p=0,00 p=0,04 p=0,95
Disténcia do talvegue p=1,00 p=080 p=0,05 p=0,40
Sequéncias gene 16S rRNA (Metanogénicas) p=10,02 p=0,00 p=0,04 p=0,88
Simpson (Metanogénicas) p=0,05 p=0,01 p=0,82 p=0,51
Shannon (Metanogénicas) p=0,08 p=0,00 p=0,70 p=0,37
Brillouin (Metanogénicas) p=0,07 p=20,01 p=20,77 p=0,40
Evenness (Metanogénicas) p=0,02 p=0,01 p=0,06 p=0.,83
Equitatividade (Metanogénicas) p=10,01 p=20,01 p=20,34 p=0,78
Chaol (Metanogénicas) p=0,21 p=0,60 p=0,00 p=0,44
Sequéncias gene 16S rRNA (Metanotréficas) p=0,35 p=0,00 p=0,56 p=0,83
Simpson (Metanotroficas) p=0,89 p=0,02 p=0,46 p=0,44
Shannon (Metanotroéficas) p=0,68 p=005 p=034 p=0,27
Brillouin (Metanotroficas) p=0,94 p=10,01 p=0,22 p=0,84
Evenness (Metanotroficas) p=0,75 p=0,05 p=0,35 p=045
Equitatividade (Metanotroéficas) p=0,26 p=0,01 p=0,69 p=0,64
Chaol (Metanotrdficas) p=0,25 p=0,02 p=0,08 p=0,34
Umidade p=0,00 p=050 p=0,39 p=0,90
pH p=0,09 p=0,00 p=0,03 p=0,83
Carbono total p=0,10 p=0,03 p=0,25 p=0,60
Nitrogénio total p=0,05 p=0,61 p=0,25 p=0,86
Razao Carbono:Nitrogénio p=0,77 p=0,00 p=041 p=10,60
Organicos dissolvidos p=0,19 p=0,00 p=0,09 p=0,96
Sulfato p=0,09 p=0,00 p=0,31 p=0,98
Nitrato p=0,00 p=0,55 p=0,01 p=20,30
Aménio p=10,00 p=0,07 p=0,26 p=0,63

Fluxo de CH, p=0,00 p=059 p=037 p=094
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Tabela 2. Correlagdes de Spearman entre as variaveis de interesse da planicie aluvial de aguas negras. Os coeficientes estatisticamente significativos (p < 0,05) foram destacados em vermelho

A B C D E F G H I J K L M N 0] P Q R S T U \4 w X Y Z | AA | BB | cCc | DD | EE
A 1,00
B | -093| 1,00
c |-035] 048 | 1,00
D | -09] 071 ] 075 | 1,00
E | 085 |-075]-014]-071| 1,00
F | 088 | -079 | -054 | -0,71 | 0.85 | 1,00
G | 036 | 047 | 075 | -077] 031 | 048 | 1,00
H |-006]| 002 |-020| 031 ] -020] 001 |[-003] 1,00
1 035 | -0,04 | 039 | -037] 044 | 035 | -020 | -045| 1,00
J 034 | -004 | 047 | -037| 041 | 029 | -023|-043| 099 | 1,00
K | 035 ]-004] 039 |-037] 044 | 035 [ -020 | -045] 1,00 | 099 | 1,00
L | 058 |-050] 007 [-077| 065 | 048 | -0,10 | -049 | 0,45 | 045 | 045 | 1,00
M | 039 |-018] 052 [-026]| 053] 031 | -035]-048] 085 | 087 | 085 | 0,75 | 1,00
N |-016] 029 | 029 | 051 | -036] -030 [ -009 ] 003 | 031 | 038 | 031 | -047 | -0,03| 1,00
o | 020 | -031|-05|-043] 027 | 040 | 0,51 | -0.44 | 0,01 | -0,08 | -0,01 | 0,45 | 0,08 | -0.46 | 1,00
P | 037 | 009|012 |-026] 043 | 038 | -0,08 | -0.41 | 076 | 0,71 | 0,76 | 045 | 0,52 | 025 | 0,13 | 1,00
Q | 048 | -020] 009 [-054] 052 | 048 | -001 |-042| 079 | 074 | 0.79 | 046 | 055 | 025 | 0,11 | 099 | 1,00
R |-007] 009 | 046 | 0,54 | 0,19 | 029 | -037 | 0,53 | -0,06 | 0,01 | -0,06 | -0.46 | -0,12 | 049 | -082 | -0,16 | -0,14 | 1,00
S 0,53 | -025 | 009 |-054] 055 | 050 | -001]-043|078] 073] 078 | 045 055 025 | 006 | 097 | 099 | -0,10] 1,00
T | 022 ]-005] 057 | 003 ] 0,10 | -006 | -034 ] 008 | 045 | 053 | 045 | 0,00 | 038 | 0,61 | -060 | 032 | 035 | 077 | 038 | 1,00
U | 034 ]-015]-009|-068] 051 ] 045 | 0,13 |-066| 060 ] 053] 060 | 065 051 |-016] 052|080 | 080 |-068]077|-0,19] 1,00
v |-020] 030 | 037 | 054 | -031 | -027 | 027 | 0,17 | 0,14 | 021 | 0,14 | -0,48 | -0,01 | 0.64 | -0.62 | -0,19 | -0,16 | 059 | -0,11 | 0,59 | -0,50 | 1,00
w | 023 | -042|-09 ]-077]-002| 036 | 074 | 0,18 | -0,46 | -048 | -0,46 | -0,10 | -0.48 | -022 | 058 | -0,38 | -0,36 | -0.43 | -036 | -0,55 | -0,13 | -0,22 | 1,00
X | 009 | 010 | 019 |-037]-014|-004|-042 |-034]| 046 | 045 | 046 | 0,14 | 029 | 036 | -028 | 041 | 043 | -006| 046 | 0,16 | 032 | 024 | -027 | 1,00
Y | -018] 035 | 042 | 037 | -029 | -029 | -0,57 | -0.44 | 049 | 0,50 | 0,49 | 0,08 | 036 | 046 | -024 | 038 | 036 | -0,07] 0,36 | 0,15 | 0,29 | 029 | -0,41 | 0,91 | 1,00
z | o061 |-057]-044|-08] 036 | 050 | 023 |-027| 012 ] 010 | 0,12 | 043 | 0,08 | -003| 022 | 034 | 039 | -042] 043 |[-0,18 | 048 | -022| 031 | 0,55 | 034 | 1,00
AA | 007 | 013 | 0,57 | 0,09 | 0,05 ] -013 | -0.74 | 020 | 037 | 042 | 037 | 0,08 | 038 | 030 | -078 | 0,17 | 0,19 | 0,51 | 0,23 | 0,57 | -0,14 | 0,48 | -0,61 | 0,64 | 0,57 | 0,13 | 1,00
BB | 025 041 | 060 | 037 | -0,10 | -031 | -0,64 | -026 | 0.43 | 0,45 | 043 | 0,05 | 045 | 031 | -020 | 043 | 036 | 0,32 | 034 | 0,61 | 013 ] 037 | -0.69 | 0,13 | 0,32 | -037 | 033 | 1,00
cc | 021 | -031]-059 |-037] 020 | 029 | 0,51 | 0,33 | -044 | -0,49 | -0.44 | 0,06 | 0,39 | -0.60 | 0,21 | -022 | -020 | -0,30 | -0.21 | -0,52 | 0,04 | -0.64 | 0,45 | -034 | -0,59 | 0,14 | -034 | -0,73 | 1,00
pD | 027 | 038 | 073 | 077 | 024 | -045 | -0.62 | 0,04 | 0,12 | 022 | 0,12 | -023 | 0,15 | 048 | -0.81 | -0,10 | -0,10 | 0,59 | -0,07 | 0,56 | -037 | 0.73 | -0.64 | 0,30 | 043 | -0,13 | 0,74 | 043 | -0,56 | 1,00
EE | -0,19 | 026 | 040 | 0,77 | -0,26 | -0,24 | -028 | 0,23 | 0,12 | 020 | 0,12 | -048 | 0,03 | 0.60 | -0.61 | -027 | 024 | 059 | -0,20 | 0,52 | -0,55] 0,97 | -022 | 0,15 | 0,25 | -024 | 0,47 | 0,30 | -0.66 | 0.76 | 1,00

A=NDVI, B=NDWI, C=altimetria, D=declividade,

E=temperatura do ar, F=temperatura do solo,

G=distancia do talvegue, H=Sequéncias gene 16S

rRNA (metanogénicas), [=Simpson (metanogénicas),
J=Shannon (metanogénicas), K=Brillouin (metanogénicas), L=Evenness (metanogénicas), M=equitatividade, N=Chaol (metanogénicas), O=Sequéncias gene 16S rRNA (metanotrdficas), P=Simpson
(metanotréficas), Q=Shannon (metanotréficas), R=Brillouin (metanotroficas), S=Evenness (metanotroficas), T=equitatividade (metanotroficas), U=Chaol (metanotréficas), V=Umidade, W=pH, X=Carbono
total, Y=Nitrogénio total, Z=Razdo Carbono:Nitrogénio, AA=Organicos dissolvidos, BB=Sulfato, CC=Nitrato, DD=Amonio, EE=Fluxo de CH,.
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Tabela 3. Correlagdes de Spearman entre as variaveis de interesse da planicie aluvial de aguas claras. Os coeficientes estatisticamente significativos (p < 0,05) foram destacados em vermelho

A B C D E F G H I J K L M N o) P Q R S T U v w X Y z | aa | BB | cc | DD | EE
A | 100
B |-050] 1,00
c |-063] 009 | 1,00
D |-015| 004 | 0,18 | 1,00
E | 064 |-035]-079]-040] 1,00
F | 023 ]-08| 001 ] 003] 040 1,00
G |-048] 012 ] 088 [ 020 |-078]-006] 1,00
H |-061] 063052045 |-077]-051]054| 1,00
1 |-009]-032]-031]-025] 028|031 |-034]-059] 1,00
J | -009]-030]-028|-034] 027|020 [-030]|-058] 09 | 1,00
K |-012]-024]-024]-037]025] 022]-021]-059| 096 | 097 | 1,00
L | 024 ]-019]|-061]-034] 058 | 006 |-058]-066] 073|069 | 074 ] 1,00
M | 005 |-040|-031]-017] 037 | 037 |-030]-071] 094 | 09 | 092 | 078 | 1,00
N | -083] 013 | 068 | -007|-049| 018 | 0,56 | 036 | 021 | 0,26 | 024 | -030] 0,07 | 1,00
o | 000 015]-015] 042 |-020]-034]-006] 029 |-026]-028]-020]|-003]-028]-038] 1,00
P | -048] 025 ] 015 |-020]-008] 011 | 014 | 022] 020|034 023|-011]0,12] 071 |-065] 1,00
Q |-050] 024 ] 022]-014]-019] 010 023|027 027]032]022]|-020]010] 074]-063] 099 | 1,00
R | 040 | 0,17 | -063 | -008 | 0,26 | -0,30 | -0,51 | -0,18 | 023 | 0,28 | 0,17 | 0,20 | 0,15 | -0,36 | -0,07 | 0,17 | 0,17 | 1,00
S |-051] 030 | 020 ]-007]-022]002]023] 028]|027]032] 02 |-020]013] 071 |-058] 09 | 098 | 026] 1,00
T |-05 | 044 | 0,09 | -0,10 | -0,14 | -013] 0,06 | 036 | 0,16 | 0,19 | 008 | -0,17 | -0,01 | 059 | -0,56 | 0,94 | 093 | 029 | 094 | 1,00
U |-091| 060 | 040 |-006]-041|-020] 020 | 052|014 ] 0,13 0,17 |-005]|-001] 071 ]-013] 059 | 058]-034]055]| 061 | 1,00
v |-033] 089 |-017]-014|-0,12]-076]-020] 033 |-001] 001 | 002|010 -011]000]-001]029]027] 03| 030|046 052] 1,00
w | 038|032 |-079]-038] 058 |-037]-079]-028]019]019] 013 053] 0,13 ]-050|-012] 0,09 ] 000 | 068 | 001 | 022|-009] 061 | 1,00
X | -011]-024] 011 [-004] 007 | 026] 001 |-047] 054 ] 045] 053 | 043 | 0,69 | 007 | -027 | -0,11 | -0,08 | -034 | -0,10 | -0,18 | 0,17 | -0,03 | -0,16 | 1,00
Y | 007 ]-042]-002]-033] 028 | 042 |-011]-071]073] 06| 071|055 08 ]012]-055]009] 0,10]-008]| 006 |-006] 000]-012|001] 087 1,00
z | -061 | 046 | 059 | 049 | -0.65]-032] 055 | 062 | -040 | -0,46 | -036 | -045 | -034 | 026 | 0,31 | -0,14 | -0,06 | -0,57 | -0,03 | -0,02 | 0,52 | 021 | -052] 0,27 | -0,18 | 1,00
AA | 023 | -016 | 079 | 0,01 | -038 | 024 | 0,62 | 001 |-022]-020]-0,13]-041]-0,10] 038 |-022]-0,15]-0,11]-058]-0,13|-028] 0,00 | -031]-067] 033 ] 028 | 036 | 1,00
BB | -001 | -050 | 059 | 028 | -043 | 044 | 0,75 | 0,06 | -0,06 | -0,04 | 0,01 |-031] 0,04 | 028 |-001]-010] -002|-043]-005]-031|-021]-069]-084|015] 0,14 017 | 056 | 1,00
cc | 036 | -0.84 ] 0,00 | 020 | 034 | 095 | 0,01 | -048 | 023 | 020 | 0,13 | 002 | 036 | 0,03 | -031 ] 0,02 | 0,03 | -022]-003 | -0.20 | -0,42 | -0,78 | -0.40 | 029 | 0,41 | -027 | 022 | 0,57 | 1,00
pD | 025 078 | -0,13 | -0,06 | 0,11 | -0,57 | -025 | 028 | -027 | -031 | -027 | 0,10 | -025 | -0.11 | -0,04 | 0,10 | 0,02 | 0,02 | 0,04 [ 029 | 045 | 0.77 | 0,55 | -0,03 | -0,19 | 029 | -0,16 | -0,73 | -0.62 | 1,00
EE | -045] 085 | 024 | 011 | -055]-085] 037 | 071 | -034]-033 | -027 | 0,18 ] -038] 013 | 0,10 | 022 | 023 | 0,11 | 029 | 041 | 052 | 069 | 0,17 | -026 | -0.42 | 043 | -0,16 | -021 | -0,77 | 0,57 | 1,00

A=NDVI, B=NDWI, C=altimetria, D=declividade, E=temperatura do ar,

F=temperatura do solo, G=distincia do talvegue, H=Sequéncias gene 16S rRNA (metanogénicas), [=Simpson (metanogénicas), J=Shannon
(metanogénicas), K=Brillouin (metanogénicas), L=Evenness (metanogénicas), M=equitatividade, N=Chaol (metanogénicas), O=Sequéncias gene 16S rRNA (metanotroficas), P=Simpson (metanotroficas),
Q=Shannon (metanotroficas), R=Brillouin (metanotroficas), S=Evenness (metanotréficas), T=equitatividade (metanotroficas), U=Chaol (metanotroficas), V=Umidade, W=pH, X=Carbono total,
Y=Nitrogénio total, Z=Razio Carbono:Nitrogénio, AA=Organicos dissolvidos, BB=Sulfato, CC=Nitrato, DD=Amoénio, EE=Fluxo de CH,.
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Tabela 4. Correlagdes de Spearman entre as variaveis de interesse da planicie aluvial de aguas brancas. Os coeficientes estatisticamente significativos (p < 0,05) foram destacados em vermelho

A B C D E F G H I J K L M N o) P Q R S T U \ w X Y Z | AA | BB | cc | pp | EE
A | 1,00
B | 043 | 1,00
c | 092|024 1,00
D | o021 | 018|017 | 1,00
E |-070]-0,19]-076]-043 ] 1,00
F | -001] 021 ]-008|-023]05] 1,00
G | 073 )02 | o081 | 037]|-077]-037] 1,00
H | 074 ] 054 ] 055 | 045 |-038] 026 ] 038 | 1,00
1 | 002 |-062] 024 |-003]-018]-052| 020 |-026] 1,00
J | 005 ]-062] 029 | 004 |-020]-048]023|-022] 09 | 1,00
K | 005 |-062] 02 | 004 |-020]-048]023]-022] 099 | 1,00 1,00
L |-049]-079]-025] 001 | 021 |-043]-017|-060 | 0,80 | 0,81 | 0,81 | 1,00
M | -028|-077|-004] 007 013]-034] 001 |-043] 084 | 086 | 086 | 095 | 1,00
N | 085|036 | 084 | 022 |-087]-041] 081050 023] 021 ] 021]-033]-021]| 1,00
o | 059 | 001 | 060 | 068 |-061]-030] 061|056/ 041|043 043 ] 011 | 030 | 0,60 | 1,00
P | 004 |-003] 004 | 030 | -005]-010] 001 | 036 | 037|031 | 031 | 022]027] 014|057 ] 1,00
Q | 009 | 001 | 007|037 |-007]-003] 006|044 | 028|023 023|013 020 0,16 060 | 099 | 1,00
R |-050|-049]-019]-021] 022 | 030 ]-027]-049] 0,10 | 0,14 | 0,14 | 034 | 026 | -0,46 | -039 | -021 | -0,21 | 1,00
s | 003 ] 002 002|036 |-006]-008] 003|038 030 024 ] 024|016 021 ] 014|056 09 | 09 |-020]| 1,00
T |-036|-033]-003]013] 008 | 020]-009]-010]| 037 | 040 | 0,40 | 042 | 0,50 | -021 | 027 | 097 | 097 | 0,92 | 098 | 1,00
U | 067|043 | 044 | 044 |-045]-014] 052 ] 072 |-006|-0,10| -0,10 | -040 | 022 0,63 | 0,73 | 0,50 | 0,56 | -0.78 | 0,52 | -0,21 | 1,00
v | o055 ] 086|038 ] 033|-036] 026 ] 040 | 071 | -071]-066]-066|-084]-076] 036|013 |-006] 002]-037] 000 |-027] 047 | 1,00
w | 035 ] 069 | 002 | 010 |-012| 023 |-003]058]-079]-0.80]-080]-085]-08] 0,17 |-004|-007]|-001]-059]-0,04]-067] 050 078 | 1,00
X | 008 |-053]034]-003|-044]-030] 020 |-020] 059 ] 062 062 | 041|039 ] 027]023|-007]-011]0,501-010] 040 ]-032]-043]|-0,60] 1,00
Y | 028 |-035]05]023|-054]-030] 047|005 057 ] 062] 062 034 ] 038 ] 040 | 043 | -004]-004] 037 |-005] 035]-013]-022]-056] 092 ] 1,00
z | -021|-064]-001]-017]-021|-021]-020]-036] 041 | 0,40 | 0,40 | 038 | 027 | -0,01 | -0,01 | -0,08 | -0,12 | 0,56 | -0.11 | 042 | -0,44 | -0,55 | -0.46 | 0.88 | 0.64 | 1,00
AA | -029 | -094 | -0,11 | -033 | 0,18 | -0.26 | -0.21 | -0,54 | 0,74 | 0,73 | 0,73 | 0.80 | 0.81 | -0.23 | 0,01 | 0,08 | 0,01 | 032 | 0,00 | 0,18 | -0,33 | -0,88 | -0.69 | 043 | 0,25 | 0,50 | 1,00
BB | -0,56 | -0,56 | -0.44 | -0,16 | 0,56 | -0,06 | -0,31 | -0,60 | 0,48 | 048 | 048 | 0,75 | 0,71 | -0,51 | -0,19 | -0,13 | -0,18 | 0,27 | 0,16 | 0,10 | -0.45 | -0.80 | -0,72 | 0,08 | 0,01 | 0,09 | 0.60 | 1,00
cc | -067 | -064|-054]-049] 052 |-0,14]-054]-078] 042 | 036 | 0,36 | 0,70 | 0,59 | -0,56 | -0,31 | 0,00 | -0,12 | 0,34 | -0,06 | 0,28 | -0,53 | -0.80 | -0,54 | 0,25 | -0,01 | 043 | 0,65 | 0,67 | 1,00
pD | 0,15 | 0,58 | -0,05 | 030 | 0,15 | 033 | 0,08 | 041 | -0.64 | -0.61 | -0.61 | -045 | -035 | -0,15 | 0,11 | 0,10 | 0,14 | -0.42 | 0,13 | -0,13 | 0,44 | 0,68 | 0,64 | 077 | -0.59 | -0,78 | -0.58 | -0,30 | -0,31 | 1,00
EE | 025 | 0,71 | 0,00 | -0,16 | 0,23 | 0,42 | -0,01 | 0,44 | 0,65 | -0,67 | -0.67 | -0.66 | -0,58 | -0,02 | -0,13 | 0,06 | 0,08 | -0,51 | 0,07 | -0,33 | 0,42 | 0,69 | 0,76 | -0,78 | -0.69 | -0.76 | -0.61 | -0.43 | -0,29 | 0,83 | 1,00

A=NDVI, B=NDWI, C=altimetria, D=declividade, E=temperatura do ar, F=temperatura do solo, G=distancia do talvegue, H=Sequéncias gene 16S rRNA (metanogénicas), [=Simpson (metanogénicas),
J=Shannon (metanogénicas), K=Brillouin (metanogénicas), L=Evenness (metanogénicas), M=equitatividade, N=Chaol (metanogénicas), O=Sequéncias gene 16S rRNA (metanotrdficas), P=Simpson
(metanotréficas), Q=Shannon (metanotréficas), R=Brillouin (metanotroficas), S=Evenness (metanotroficas), T=equitatividade (metanotroficas), U=Chaol (metanotréficas), V=Umidade, W=pH, X=Carbono
total, Y=Nitrogénio total, Z=Razdo Carbono:Nitrogénio, AA=Organicos dissolvidos, BB=Sulfato, CC=Nitrato, DD=Amonio, EE=Fluxo de CH,.
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Apenas as varidveis de interesse das comunidades metanogénicas e metanotroficas,

fisico-quimicas do solo e fluxo de CH, foram consideradas para a elaboracdo de quatro

modelos de predicao do fluxo de CH,, sendo um modelo para cada planicie aluvial e um

modelo global obtido com os dados das trés planicies (Tabela 5).

Tabela 5. Modelos de regresséo linear multipla para a predi¢@o do fluxo de CH, nas diferentes planicies aluviais,
desenvolvidos com dados logaritmizados ¢ baseados nas varidaveis de interesse observadas, sobretudo, as
variaveis correspondentes a comunidade metanogénicas e metanotroficas. p-valor é a probabilidade de
significancia, VIF ¢ o coeficiente Variance Inflation Factor e R* é o coeficiente de determinagio

Descriciio do | Varidveis que compdem o Coeficiente | Erro R’
~ p-valor VIF .
modelo modelo angular padrao ajustado
) Intercepto 12,11 2,09 2,6 10* -
Planicie Sequéncias gene 16S rRNA
aluvial de quenctas g -1,74 0,42 2,610°  |1,00 0,69
, (metanotroficas)
aguas negras -
Nitrato -3,56 1,17 1,3 107 1,00
Intercepto 233,96 28,01 32107 -
Planicie (Slfl‘é‘t‘:éf‘aeilggg 165 rRNA 1,21 0,27 1,910°  [1,64
aluvial de £ — > 0,94
4guas claras Shannon (metanogénicas) 4,19 1,51 2,1 10_5 1,48
Temperatura do solo -72,19 8,26 2,310 1,49
Intercepto 54,69 13,92 5,6 107 -
Planicie Simpson (metanogénicas) 6,17 2,14 2,310° 3,54
aluvial de Evenness (metanogénicas) -10,71 2,16 1,6 107 3,42 0,84
aguas brancas pH -36,56 8,39 3,310° 4,33
Amonio 4,82 0,67 1,810* 2,86
Intercepto -29,02 14,96 6,0 10 -
Temperatura do ar 14,01 4,70 6,0 107 2,22
Sequencuis gene 16S rRNA 1.47 027 1.110° 231
(metanogénicas)
Equitatividade (metanogénicas) | 6,25 1,60 5,6 10* 2,47
Global Umidade relativa do solo 171 0,28 2.0 10° 272|086
pH -22,59 3,67 1,0 10° 1,58
Sulfato 8,21 3,22 1,6 107 1,58
Nitrato -1,01 0,35 8,410° 2,02
Amonio 1,29 0,35 1,110° 1,89

O modelo obtido para a planicie aluvial de 4gua clara foi o mais adequado (R* = 0,94),

esse modelo compde duas varidveis relacionadas as comunidades metanogénicas, sendo elas,

sequéncias gene 16S rRNA e Shannon, ambas as variaveis exercem influéncia positiva sobre

o fluxo de CH,, e apenas a temperatura do solo exerceu uma influéncia negativa sobre o fluxo

de CH, nesta planicie. O modelo da planicie aluvial de 4gua negra foi o menos adequado (R?

= 0,69) em comparagdo aos outros, entretanto foi o Unico que compde uma variavel das
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comunidades metanotroficas (sequéncias gene 16S rRNA) em sua estrutura, e tal varidvel
apresentou uma relacdo negativa com o fluxo de CH, na planicie. O modelo de dgua branca
compde a maior quantidade de varidveis, entre elas, as das comunidades metanogénicas,
Simpson e Evenness, apresentaram influéncia positiva e negativa sobre o fluxo de CH,,
respectivamente. O modelo global de todas as planicies obtido (R* = 0,86) é composto por
uma maior quantidade de varidveis em sua estrutura quando comparado aos outros. A maioria
dessas variaveis sao fisico-quimicas, e apenas duas variaveis correspondem as comunidades
metanogénicas (sequéncias gene 16S rRNA e equitatividade), e ambas exercem influéncia
positiva sobre o fluxo de metano nas trés planicies.

A comparagdo entre resultados preditos pelos modelos versus observados (Figura 2)
demonstrou a qualidade do ajuste dos resultados a linha de correspondéncia teorica 1:1. Tal
linha objetivou verificar se os modelos forneceram valores de fluxo de CH, semelhantes, ou
iguais aos observados. Se os resultados estiverem posicionados acima da linha o modelo
indica que o modelo superestima o fluxo de CH,, e se posicionados abaixo, indica que o
modelo subestima os fluxos de CH,. Os modelos de dgua negra e branca ndo apresentaram
uma distribui¢do uniforme dos dados sobre a linha em relagdo aos modelos de agua clara e o

global de todas as planicies.
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Figura 2. Graficos comparativos entre os fluxos de CH, modelados e observados. (A) Fluxo de CH, na planicie
aluvial de aguas negra (B) Fluxo de CH, na planicie aluvial de aguas clara. (C) Fluxo de CH, na planicie aluvial
de aguas branca e (D) Fluxo de CH, em todas as planicies

5.4 Discussao

A emissdo de CH, em planicies aluviais amazdnicas esta entre as estimativas mais
incertas dentre as fontes naturais. A reducdo das incertezas pode ser alcangada por meio do
acoplamento de estimativas de modelos em escala de campo a bancos de dados regionais.
Objetivando fornecer subsidios e estimativas para a diminui¢do das incertezas, utilizamos
uma abordagem que difere significativamente das abordagens convencionais. Em nossa
abordagem as métricas de diversidade das comunidades metanogénicas e metanotréficas,
variaveis fisico-quimicas do solo e fluxo de CH, obtidas em condi¢des de campo foram
consideradas para elaboracdo de quatro modelos de predi¢do do fluxo de CH,, sendo um

modelo para cada planicie aluvial e um modelo global obtido com os dados das trés planicies.
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Modelo de previsdo da planicie aluvial de agua negra

O modelo da planicie aluvial de 4guas negras foi o menos adequado (R? = 0,69) em
comparagdo aos outros, entretanto foi o unico que compde uma variavel das comunidades
metanotroficas (sequéncias gene 16S rRNA) em sua estrutura, e tal variavel apresentou uma
relagdo negativa com o fluxo de CH, na planicie. O pardmetro nitrato seguiu 0 mesmo
principio. Xu et al. [25] destaca o fato de nenhum modelo simular explicitamente a oxidacao
anaerobia de CH, no solo embora a literatura recente tenha revelado em uma proporcao cada
vez maior a importancia do processo em solos. Vinculando a estrutura da comunidade
microbiana metanotréfica ao nivel de sequéncias do gene 16S rRNA, conforme investigacao
anterior [24], revelaram elevadas abundancias relativas de NC10. A oxidagdo anaerdbia do
CH, (AOM) associada a redugdo de nitrito ¢ mediada por Candidatus “Methylomirabilis
oxyfera” pertencente ao filo bacteriano NC10 [26]. As amostras também apresentaram
abundancias relativas de arqueas metanotréficas anaerdbias (ANME- 2d) denominada
Candidatus “Methanoperedens nitroreducens” conhecidas por realizarem AOM usando
nitrato como o aceptor terminal de elétrons. O nitrito é reduzido a nitrogénio gasoso
decorrente da interagdo sintrofica com bactéria ANAMMOX (na presenca de amonio) ou com
Candidatus “Methylomirabilis oxyfera” (NC10) [27]. O nitrato, como um produto do
processo ANAMMOX, pode ser reaproveitado por membros da ANME-2d. Portanto, a
termodindmica do processo supracitado pode fornecer subsidios para um melhor

entendimento sobre este modelo.

Modelo de previsdo da planicie aluvial de agua clara

Nossas observagoes refletem que o modelo obtido para planicie aluvial de aguas claras
foi o mais adequado (R* = 0,94), esse modelo compde duas variaveis relacionadas as
comunidades metanogénicas, sendo elas, sequéncias gene 16S rRNA e Shannon, ambas
variaveis exercem influéncia positiva sobre o fluxo de CH,, e apenas a temperatura do solo
exerceu uma influéncia negativa sobre o fluxo de CH, nesta planicie. As associagdes

empiricas entre a metanogénese e condigdes ambientais € um dos quatro tipos de estruturas de
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modelagem descritas por [25] para relacionar a metanogénese aos requisitos de substrato.
Uma vez que, observagdes de longo prazo sublinham o potencial de aquecimento do clima
para amplificar continuamente as emissdes de CH, em ecossistemas de adgua doce [28, 29].
No entanto, tal observag¢ao pode ser apoiada por uma resposta mais complexa, revelando que
o CH, pode nao responder ao aquecimento por meio de uma simples resposta ao processo
fisiologico, mas sim responder a mudancas na estrutura e/ou atividade da comunidade

microbiana relacionada ao CH, [29].

Modelo de previsdo da planicie aluvial de dgua branca

O modelo de previsao da planicie aluvial de d4gua branca € a representagdo composta
pela maior quantidade de varidveis, entre elas, os indices de diversidade Simpson e Evenness,
apresentaram influéncia positiva e negativa sobre o fluxo de CH,, respectivamente. Em
relacdo as variaveis fisico-quimicas, o pH apresentou influéncia negativa e o amonio,
influéncia positiva. O indice de Simpson forneceu uma forte influéncia positiva sobre o fluxo
de CH,. Tal indice pode fazer com que os membros dominantes da comunidade aumentem a
influéncia ao elevar o pi ao quadrado e diminuir o impacto de membros raros [30]. Tal
métrica pode fornecer alguma indica¢do de que os fluxos de CH, podem ser impulsionados
por grupos metanogénicos dominantes, embora tal informacdo necessite ser testada

explicitamente para ser confirmada ou refutada.

Modelo de previsao global para planicies aluviais amazonicas

Encontramos uma relagdo estatisticamente significativa entre o fluxo de CH,, os
parametros fisico-quimicos: temperatura do ar, umidade relativa do solo, pH, sulfato, nitrato e
amoénio e as variaveis das comunidades metanogénicas (sequéncias gene 16S rRNA e
equitatividade). Vincular a estrutura microbiana ao nivel de processos ecossistémicos ¢ um
grande desafio tedrico. Portanto, medir abundancia de gene 16 rRNA, indices de diversidade e
fisico-quimica do solo ¢ essencial para determinar como a estrutura da comunidade
microbiana influencia em processos como o fluxo de CH, em planicies aluviais amazonicas.
Ampliando assim, a nossa compreensao da ecologia microbiana do solo e ciclagem de CH,
nesses ecossistemas. Esta necessidade ¢ particularmente acentuada no cenario atual, e em
escala de tempo de longo prazo. Zhu ef al. [29] em estudo recente observaram um aumento

desproporcional nas emissdes de CH, induzidas por aquecimento. Os autores destacam as
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mudancas impulsionadas pelo acréscimo de temperatura, sobre a comunidade metanogénica
enquanto a comunidade metanotréfica mantém-se conservada. Corroborando assim com 0s
dados aqui apresentados para o modelo global em que temperatura do ar e métricas bioldgicas

ligadas & comunidade metanogénica exercem influéncia positiva sobre os fluxos de CH,.

5.5 Conclusao

A modelagem dos fluxos de CH, ¢ um processo dindmico. Conforme a ciéncia avanga
na identificacdo e entendimento dos mecanismos responsaveis pelo processo, a modelagem
deve garantir que tais mecanismos possam ser matematicamente descritos e modelados, como
ocorreu nas ultimas décadas. Diante do conjunto de dados apresentados, este estudo revela
relagdes entre padrdes de diversidade microbiana, estrutura microbiana, pardmetros em solos
de planicies aluviais amazonicas e oferece suporte inicial para inclusdo de tal abordagem
metodologica. Os modelos propostos evidenciaram que o fluxo de CH, pode ser modelado a
partir do conjunto de variaveis das comunidades metanogénicas, metanotroficas e fatores
fisico-quimicos do solo. Tal suporte revela que inferéncias tomadas isoladamente podem ser
insuficientes para descrever adequadamente as relagdes entre o bioldgico e 0s processos
comunitarios e ecossistémicos. Este conhecimento sera importante para uma melhor
compreensdo da influéncia de cada grupo de variavel sobre o fluxo de CH,, e avaliar qual
modelo se adequa a predi¢ao do fluxo de CH, nas planicies aluviais de rios de dguas negra,

clara e branca da Amazonia.
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6 CONCLUSOES

Todos os elementos desta tese atendem a premissa de conteudos integrados que podem
ser apreciados e consultados em um unico documento. Assim, as sub-hipoteses de trabalho
sdo retomadas nesta se¢do para avaliagdo.

O Capitulo 2 apresenta a primeira comparagdo de solos de planicies aluviais
amazOnicas sob a influéncia dos trés tipos de 4gua utilizando a metodologia de BIOLOG™
EcoPlate. A hipdtese secundaria na qual consideramos que a diversidade funcional metabodlica
das comunidades microbianas do solo € responsiva aos pulsos de inundacdo em planicies
aluviais amazodnicas foi parcialmente aceita, uma vez que a atividade metabolica média ndo
apresentou diferenca significativa entre os periodos amostrais em solos da planicie aluvial de
agua clara. No caso da riqueza de utilizagcdo de substratos, somente os solos de planicie
aluvial de 4agua branca apresentaram diferenca significativa. Respondendo a hipotese
secundaria em que consideramos que os perfis metabolicos das comunidades microbianas do
solo em planicies aluviais variam em fun¢do dos tipos de agua amazonicas, a riqueza de
utilizagdo de substratos revela que os solos de planicies aluviais amazdnicas possuem
comportamento estatisticamente diferente, de modo que a mesma foi aceita.

No Capitulo 3, experimentos de incubagdo foram conduzidos em reatores biologicos
para avaliar o potencial de producao de CH,. Analisando o potencial de produg¢ao de CH,
entre o0s precursores das vias acetoclastica, hidrogenotrofica e metilotrofica, os
enriquecimentos em biorreatores contendo acetato de sddio e metanol apresentaram maior
potencial quando comparados aos enriquecimentos com formiato de s6dio. Ao avaliar os solos
de enriquecimento dos biorreatores com as mais elevadas producdes de CH,, rejeitamos a
hipotese coroléria, que diz que tais condi¢des estdo associadas a elevada atividade metabodlica
microbiana associada a degradacao de C, fixacdo de C e metanogénese detectadas através do
microarranjo de genes funcionais (Geochip).

Por fim, no Capitulo 4 o conjunto de metadados composto por varidveis das
comunidades metanogénicas, metanotroficas, fatores fisicos e quimicos do solo e métricas da
paisagem, reforcam a hipdtese que versa sobre a capacidade da modelagem matematica

baseada em dados obtidos em campo em simular emissdes de CH,.



