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BARROS, D. J. Metano em áreas inundáveis amazônicas com águas negra, clara e
branca: potencial de produção pela microbiota e modelagem matemática. 2021. 122
folhas. Tese (Doutorado) - Programa de Pós - Graduação em Biodiversidade e Biotecnologia
da Região Amazônica - Universidade Federal do Tocantins.

RESUMO

Este trabalho de tese avaliou o efeito da inundação sobre a resposta metabólica na microbiota
do solo em planícies aluviais amazônicas com águas negra, clara e branca, e assumiu o
acréscimo de temperatura estimado pelo Painel Intergovernamental sobre Mudanças
Climáticas para a região amazônica, em vista de avaliar o potencial metanogênico e
compreender a resposta metabólica microbiana em condições de elevada produção de CH4

nesses ambientes. Para tanto, três diferentes estudos foram desenvolvidos em sítios florestais
e agrícolas de planícies aluviais com águas negra (rio Negro), clara (rio Tocantins) e branca
(rio Solimões) na Amazônia brasileira, os quais são descritos após a parte introdutória,
Capítulo 1. O Capítulo 2 avaliou a capacidade metabólica de micro-organismos do solo com
base nos padrões de consumo de carbono e índices derivados obtidos a partir da tecnologia
BIOLOGTM EcoPlate. Os resultados desse estudo mostraram diferença na riqueza metabólica
de comunidades microbianas presentes em solo de planície aluvial de rio de água branca em
comparação com aquelas reveladas para solos de planícies aluviais de rios de águas negra e
clara, cuja variação dos dados foi explicada principalmente pela coloração da água. Por sua
vez, o Capítulo 3 reportou o potencial de produção de CH4 pela microbiota presente nos
mesmos solos avaliados no primeiro estudo desta tese. Substratos metanogênicos precursores
das vias acetoclástica, hidrogenotrófica e metilotrófica foram adicionados ao solo em reatores
biológicos e incubados em laboratório utilizando a temperatura de coleta do solo em campo,
acrescida de 2 ºC previsto para a região Amazônica como efeito das mudanças climáticas. A
técnica de microarranjo de DNA (Geochip v. 5.0S) foi utilizada para avaliar genes funcionais
microbianos associados com a degradação e fixação de carbono e metanogênese. As
hibridizações foram feitas a partir de DNA genômico isolado dos solos com as maiores
produções de CH4 nas incubações, resultantes da conversão dos substratos metanogênicos
(acetato de sódio, formiato de sódio, glicose e metanol) em CH4. Os resultados deste estudo
revelaram que as maiores produções de CH4 obtidas em reatores biológicos não estiveram
associadas às maiores porcentagens de hibridizações de genes associados com a degradação e
fixação de carbono e metanogênese. Por fim, o Capítulo 4 foi desenvolvido utilizando
conjunto de metadados composto por fatores físicos e químicos do solo, dados moleculares
quantitativos de abundância de grupos taxonômicos metanogênicos e metanotróficos das
planícies aluviais amazônicas e métricas da paisagem para obtenção de modelos de predição
do fluxo de CH4 em planícies aluviais de rios de águas negra, clara e branca. Este estudo
representa o primeiro esforço em prol de realizar estimativas dos fluxos de CH4 utilizando
variáveis microbiológicas de solos de áreas inundáveis da Amazônia.

Palavras-chave: Emissão de metano; Solos amazônicos; Metanogênese; Modelagem
matemática.
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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 CH4 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 (Solimões 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 BIOLOGTM 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 CH4 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
CH4 productions in the incubations, resulting from the conversion of methanogenic substrates
(sodium acetate, sodium formate, glucose and methanol) into CH4. The results of this study
revealed that the higher CH4 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 CH4 in floodplains of black, clear, and white water rivers. This
study represents the first effort to estimate CH4 fluxes using microbiological variables from
Amazonian floodplain soils.

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

A diversidade e biomassa das comunidades microbianas do solo são os principais

reguladores dos processos fundamentais do ecossistema, como decomposição da matéria

orgânica, ciclagem de nutrientes e fluxos gasosos [1-3]. A abundância e a diversidade de

micro-organismos fundamentam o seu papel na manutenção de um ecossistema global

saudável, tornando as formas de vida microbiana um sistema de suporte da vida na biosfera

[4]. Embora os micro-organismos sejam cruciais na regulação dos ciclos biogeoquímicos, eles

raramente são o foco dos estudos sobre mudanças climáticas e não são considerados no

desenvolvimento de políticas e tomadas de decisão [4].

A Amazônia, maior floresta tropical do mundo em extensão, tem se mostrado um

importante sumidouro de carbono (C) nas últimas décadas [5,6] sendo uma das principais

candidatas a influenciar o balanço e os fluxos de C terrestre de longo prazo, suas flutuações

interanuais e qualquer tendência como sumidouro terrestre [6]. No entanto, estudo recente

desenvolvido por Gatti et al.[7] mostra que a capacidade de absorção de gás carbônico (CO2)

está seriamente comprometida, especialmente na porção oriental da floresta. Estes autores

relataram que a intensificação da estação seca e o aumento no desmatamento parecem

promover estresse no ecossistema, aumentando as emissões de CO2 no leste da Amazônia.

As zonas úmidas são responsáveis por grande parte da variabilidade nas concentrações

atmosféricas globais de um importante gás de efeito estufa, o metano (CH4) [8], respondendo

como a maior fonte natural [9] deste gás para atmosfera. Um sétimo da bacia amazônica é

formado por ecossistemas sazonalmente inundados [10], tornando a Amazônia a maior fonte

geográfica natural de emissão de CH4 nos trópicos [11]. Dada a importância ecológica das

planícies aluviais amazônicas, os processos vinculados à variação sazonal são um fator crítico

para modelagem global mais fidedigna de CH4.

O CH4 é um gás de efeito estufa de extrema relevância em virtude do seu potencial de

aquecimento global, estimado em 25 vezes superior ao CO2 ao longo de um horizonte de 100

anos [12,13]. Existe uma miríade de maneiras pelas quais os micro-organismos do solo e sua

atividade metabólica podem influenciar as trocas de C na interface terra-atmosfera, podendo

ser amplamente divididas em: aquelas que afetam a absorção de CH4 e aquelas que controlam

a produção de CH4 [14]. O CH4 é produzido em condições anaeróbias por Archaea

metanogênicas e pode ser oxidado por micro-organismos metanotróficos aeróbios ou

anaeróbios [15]. Em solos com potencial para metanogênese, funções microbianas
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importantes incluem hidrólise de matéria orgânica complexa, múltiplos processos de

fermentação, processos envolvidos na redução sequencial de compostos inorgânicos e

processos metanogênicos [16].

As águas amazônicas são classificadas em três categorias biogeoquímicas distintas,

que envolvem atributos como nutrientes dissolvidos, tipo de sedimento, transparência e acidez

[17], refletindo na coloração das mesmas (negra, clara e branca). As águas negras resultam do

processo de lixiviação de matéria orgânica da floresta circundante; as águas claras se originam

de regiões pobres em nutrientes, no escudo pré-cambriano; e a água branca é afetada pela

erosão dos Andes [18]. Ji et al. [18] relataram o primeiro estudo em que houve a avaliação da

estrutura das comunidades metanogênicas em 13 lagos de várzea abrangendo os tipos de água

amazônica. Além da caracterização da estrutura da comunidade mediante determinação da

abundância e composição taxonômica das Archaea, as taxas de produção de CH4 e a função

metanogênica foram determinadas com base em assinaturas isotópicas estáveis. Ji et al. [18]

relataram em seus resultados que os sedimentos sob a influência desses tipos de águas podem

ser diferenciados não apenas no que diz respeito às características físicas e químicas e taxas

de produção de CH4, mas também na estrutura da comunidade de Archaea.

Hernandez et al. [19] compararam as comunidades de Archaea e o potencial

metanogênico em amostras de solo coletadas em sítios amostrais amazônicos com diferentes

históricos de inundação (áreas não inundáveis, ocasionalmente inundadas ao longo do ano e

inundadas no momento da amostragem). Os autores mostraram que a composição da

comunidade de Archaea mudou sistematicamente de solos secos para inundados. A avaliação

do potencial de atividade metanogênica dos solos antes e depois do tratamento de dessecação

em condições laboratoriais revelaram comportamento similar, apesar das diferenças nas

comunidades microbianas.

O campo da ecologia do solo continua a descobrir mecanismos críticos que governam

as emissões de CH4 em planícies aluviais amazônicas. Contudo, colocar esse mecanismo em

contexto de modelagem matemática exige que continuemos a expandir a nossa compreensão

sobre o papel dos micro-organismos do solo nos processos em escalas regionais. À medida

que avançamos neste entendimento, ganhamos um detalhamento mecanicista dos processos

em detrimento da compreensão preditiva. Enquanto continuamos a refinar a nossa

compreensão detalhada sobre taxa microbianos, também precisamos caminhar paralelamente

na compreensão biogeoquímica atrelada. Tais percepções têm o potencial de melhorar as
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previsões sobre o clima e, em última instância, essa abordagem emergente mais diversa

fornecerá percepções fundamentais sobre a organização da vida na Terra [20].

Assim, baseados nas questões científicas que permeiam a compreensão da comunidade

microbiana em planícies aluviais amazônicas, esta tese foi definida e composta por três

diferentes estudos. O estudo reportado no Capítulo 2 buscou compreender como as condições

de seca e inundação afetam os perfis metabólicos da comunidade microbiana do solo em três

planícies aluviais com diferentes tipos de água da Amazônia – negra (Rio Negro), clara (Rio

Tocantins) e branca (Rio Solimões) – e uso da terra (floresta e agricultura). O Capítulo 3

manteve foco na determinação do potencial metanogênico mediante o acréscimo de

temperatura por meio de ensaios em biorreatores e na avaliação da resposta da abundância de

genes funcionais microbianos em amostras com o maior potencial metanogênico. Por fim, o

Capítulo 4 propõe modelos matemáticos a partir de dados obtidos em campo (fluxo de CH4,

fatores físicos e químicos do solo e abundância das comunidades metanogênicas e

metanotróficas ativas presentes no solo), capaz de estimar as emissões de CH4 em áreas

inundáveis da Amazônia a partir deste conjunto de variáveis.

Este trabalho de tese está inserido no âmbito do Auxílio à Pesquisa Jovem Pesquisador

– Programa FAPESP de Pesquisa sobre Mudanças Climáticas Globais – “Dinâmica da

produção e consumo de metano pela microbiota ativa em áreas inundáveis da Amazônia”

(Processo FAPESP 2016/16687-3).

1.1 Estrutura do documento

As informações introdutórias do documento abordam aspectos relacionados à

contextualização do tema de pesquisa, incluindo a presente introdução, a definição das

hipóteses de trabalho, os respectivos objetivos e a apresentação do referencial teórico

(Capítulo 1). Nesta parte inicial, são introduzidos conceitos referentes à ciclagem do CH4 em

planícies aluviais amazônicas com ênfase na microbiota envolvida e a importância do uso de

diferentes abordagens metodológicas para o entendimento do ciclo do CH4.

O Capítulo 2 apresenta e discute os resultados de determinações com uso de perfis

fisiológicos ao nível da comunidade microbiana (BIOLOGTM EcoPlate), com o objetivo de

avaliar o potencial metabólico da comunidade em condições de seca e inundação em três

planícies aluviais com diferentes tipos de água da Amazônia – negra (Rio Negro), clara (Rio

Tocantins) e branca (Rio Solimões) – e uso da terra (floresta e agricultura).
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No Capítulo 3 é relatada a abordagem de avaliação sob condição controlada (ex situ)

do efeito da adição de substratos sobre o potencial metanogênico em reatores biológicos

contendo solo dos mesmos sítios florestais e agrícolas de planícies aluviais amazônicas

contempladas no Capítulo 2, assumindo o efeito do aumento de temperatura, na atividade

metabólica microbiana. Por fim, no Capítulo 4 relata-se o uso de modelo matemático definido

a partir de dados obtidos nas áreas de estudo consideradas nos capítulos anteriores, visando a

simulação de cenários futuros para a emissão de CH4 em áreas inundáveis da Amazônia. Nas

informações finais disponíveis neste documento são apresentados os principais resultados

obtidos no âmbito dos capítulos 2, 3 e 4.

1.2 Hipóteses de trabalho e objetivos propostos

1.2.1 Hipótese básica e objetivo geral

Com base em estudos prévios e no estado da arte, a condução do presente trabalho

esteve pautada em uma hipótese central, na qual se afirma que áreas inundáveis florestais e

sob sistemas agrícolas tradicionais nas planícies aluviais de águas negra (rio Negro), clara (rio

Tocantins) e branca (rio Solimões) da Amazônia sofrerão alteração em sua atividade

metabólica assumindo o acréscimo de temperatura previsto pelo IPCC. Neste contexto, o

objetivo geral desta tese foi avaliar o potencial metabólico da comunidade microbiana, o

potencial metanogênico e o potencial metabólico associados com as maiores produções de

CH4 pelas comunidades microbianas presentes no solo de áreas inundáveis florestais e

agrícolas nas planícies aluviais de rios amazônicos de águas negra, clara e branca, bem como

determinar o fluxo de CH4 nessas áreas em períodos contrastantes da hidrógrafa (seca e

inundação). Os resultados obtidos foram utilizados para a proposição de modelagem da

emissão de CH4 para a região da Amazônia.

1.2.1.1 Hipóteses secundárias e objetivos específicos

Assim, foram definidas três sub-hipóteses, relacionadas com os objetivos específicos

desta tese:
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Hipótese secundária 1: Áreas inundáveis em planícies aluviais de rios de água negra, clara e

branca diferem quanto ao perfil fisiológico ao nível de comunidade microbiana. Esta hipótese

é avaliada no Capítulo 2.

Objetivo: Determinar com uso de perfis fisiológicos ao nível da comunidade microbiana

(BIOLOGTM EcoPlate), o potencial metabólico da comunidade microbiana do solo em

condições de seca e inundação em três planícies aluviais com diferentes tipos de água da

Amazônia – negra (Rio Negro), clara (Rio Tocantins) e branca (Rio Solimões) – e uso da terra

(floresta e sistema agrícola tradicional).

Hipótese secundária 2: As máximas produções de CH4 estão vinculadas a elevada atividade

metabólica microbiana associada à degradação de C, fixação de C e metanogênese em solo

utilizado como inóculo em biorreatores. Esta hipótese é avaliada no Capítulo 3.

Objetivos: Determinar o potencial metanogênico mediante aumento de temperatura por meio

de ensaios em reatores biológicos contendo solo de áreas inundáveis florestais e agrícolas com

diferentes tipos de águas amazônicas (negra, clara e branca) e meio de cultura enriquecido

com diferentes fontes (acetato de sódio, formiato de sódio, glicose e metanol). Avaliar o efeito

da elevada produção de CH4 sobre o potencial metabólico relacionado com a produção de

CH4 utilizando microarranjo funcional de DNA (GeoChip v. 5.0S).

Hipótese secundária 3: Modelagem matemática baseada em dados obtidos em campo é capaz

de simular emissões de CH4 em áreas inundáveis da Amazônia. Esta hipótese será avaliada no

Capítulo 4.

Objetivo: Propor modelo matemático a partir dos dados de campo (fluxo de CH4, fatores

físicos e químicos do solo e métricas biológicas das comunidades metanogênicas e

metanotróficas ativas presentes no solo).
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2 Capítulo 1 - METANO, MICRÓBIOS E MODELOS EM PLANÍCIES ALUVIAIS

AMAZÔNICAS: ESTADO-DA-ARTE E PERSPECTIVAS1

RESUMO

Os ecossistemas das planícies aluviais amazônicas incluem áreas abertas e sistemas florestais

e agrícolas intermitentes com diferentes tipos de água. Tais ecossistemas constituem uma

fonte natural significativa de CH4 nos trópicos. Quando os solos são inundados e se tornam

anóxicosanaeróbios, o CH4 é produzido por metanogênese, enquanto a oxidação aeróbica e

anaeróbica do CH4 mediada por micro-organimos serve como o principal sumidouro biológico

deste gás causador de efeito estufa. As medições das taxas e controles da produção e emissão

de CH4 na bacia amazônica provêm principalmente de estudos feitos em zonas úmidas

isolados e lagos de planície de inundação. Do mesmo modo, comunidades microbianas nesses

habitats de planícies aluviais amazônicas foram estudadas em lagos isolados com base em

análises de sequências específicas de DNA. Os modelos existentes de emissão de CH4 em

planícies aluviais da Amazônia concentram-se nas propriedades do solo ou envolvem fatores

tais como pH, potencial redox, ou substratos. Nenhum destes modelos incorpora a inundação

sazonal de forma adequada, nem a microbiota o faz como um componente. Neste sentido, este

capítulo destaca como os esforços já desenvolvidos contribuíram para compreender a emissão

de CH4 e as suas ligações com fatores abióticos e bióticos nas planícies aluviais da Amazônia,

bem como enfatizará a necessidade de encorajar a cooperação e a troca de experiências entre

equipes de investigação, utilizando diferentes abordagens e métodos científicos.

Palavras-chave: emissão de metano; metanogênese; metanotrofia; modelagem matemática.

Este capítulo foi publicado como parte do livro: Changing Ecosystems and Their Services

1Dayane Juliate Barros, Marília de Souza Bento, Murilo de Souza Ferreira, Janaina Braga do Carmo, Rogério Hartung Toppa, Vania Neu,
Maria Bernadete Amâncio Varesche, Paula Benevides de Morais and Acacio Aparecido Navarrete (December 11th 2019). Methane,
Microbes and Models in Amazonian Floodplains: State of the Art and Perspectives, Changing Ecosystems and Their Services, Levente
Hufnagel, IntechOpen, DOI: 10.5772/intechopen.90247.
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2.1 Introdução

A floresta amazônica, notoriamente conhecida por sua vasta biodiversidade, é um

ecossistema único e exerce papel irrefutável na manutenção dos serviços ecossistêmicos

globais. O bioma amazônico é um dos principais contribuintes para o funcionamento

biogeoquímico do sistema terrestre [1]. Contribuindo para esse funcionamento está o solo que

é considerado um dos compartimentos ambientais mais complexos e variáveis. A

compreensão de processos biogeoquímicos mediados por micro-organismos nesse

compartimento é de particular interesse em áreas inundáveis continentais, onde a ciclagem de

nutrientes é altamente responsiva à hidrologia flutuante, e os gases produzidos no solo podem

contribuir para alterações climáticas globais [2].

O CH4 é um dos principais gases causadores de efeito estufa. As zonas úmidas

amazônicas são consideradas fonte significativa de emissão de CH4. Além das emissões de

gases de efeito estufa como o CH4, as áreas úmidas oferecem uma gama diversificada de

vegetação que permite o sequestro de C orgânico.

Variações no nível e no fluxo da água, juntamente com variações na temperatura e na

carga de sedimentos, por exemplo, são os fatores mais importantes na condução da estrutura e

funcionamento dos sistemas de inundação [3,4]. O pulso de inundação responsável por alterar

as condições de saturação do solo favorece as condições anóxicas dos sistemas de planícies

aluviais, tornando-as predispostas à atividade da comunidade microbiana anaeróbia. O CH4 é

o produto da decomposição anaeróbia de matéria orgânica. A oxidação anaeróbia de CH4 pode

ocorrer na presença de alguns aceptores de elétrons (ferro, manganês e sulfato) e formas

nitrogenadas (nitrito e nitrato).

Esta revisão aborda primeiro a microbiota do solo e os mecanismos relacionados com

a mesma como parte da dinâmica do ciclo do CH4. Os tópicos iniciais incluem características

microbianas, principalmente de sistemas saturados (por exemplo, metabolismo anaeróbio e

interações com metais). O capítulo sintetiza estudos que avaliaram possíveis consequências

em relação às alterações na hidrologia causadas pelas alterações climáticas.

Subsequentemente, é relatada uma síntese das diferentes abordagens integradas:

biogeoquímica, isótopo e metagenômica do solo, revelando a importância de se fazer a

interface entre diferentes metodologias para desenvolver uma representação mais fidedigna

desse sistema. O capítulo termina com a identificação dos conhecimentos sobre os modelos de



17

emissões nas planícies aluviais amazônicas, bem como sugere a incorporação de novas

variáveis nesses modelos.

2.2 Ciclo biogeoquímico do CH4

Os ciclos biogeoquímicos globais são impulsionados principalmente por

micro-organismos que possuem como base alimentar compostos de um átomo de C, como o

metano (CH4) ou dióxido de carbono (CO2) [5]. O CH4 é o hidrocarboneto mais abundante na

atmosfera [6]. Devido às suas características de absorção, o CH4 manifesta forçamento

radiativo positivo, sendo um gás causador de efeito estufa que contribui para a regulação da

temperatura na superfície do planeta. Acredita-se que o CH4 seja responsável por 17% do

aquecimento global [7], levando em consideração as reações químicas indiretas deste gás com

aerossóis. O Potencial de Aquecimento Global (do inglês Global Warming Potential, GWP) é

estimado ser 25 vezes superior ao GWP do CO2 [8,9] ao longo de um horizonte de 100 anos.

O interesse pelas estimativas das emissões de CH4 em florestas tropicais tem crescido

nos últimos anos, particularmente em áreas úmidas tais como as amazônicas [10-15] e o

Pantanal [16-18]. Isto deve-se ao fato das maiores fontes naturais de CH4 serem as zonas

úmidas [19], contribuindo com 177 a 284 Tg CH4 por ano [7]. As áreas úmidas são as maiores

e mais incertas fontes de CH4 para a atmosfera [20]. Técnicas de sensoriamento remoto

empregando observações visíveis, infravermelho e de micro-ondas oferecem vários graus de

sucesso no fornecimento de estimativas quantitativas de áreas úmidas, extensão de inundação

e monitoramento de variações naturais e antropogênicas nesses ambientes [21]. Outro fator

que pode contribuir para essa incerteza é a variabilidade interanual da coluna d’ água atrelada

a lagos, rios que influenciam diretamente nas áreas inundáveis vinculadas a eles.

As áreas úmidas possuem uma grande capacidade de sequestrar e armazenar C, o que

justifica o crescente interesse por estudar a produção e consumo desse gás nesses

ecossistemas. O sequestro de C refere-se à remoção de CO2 da atmosfera, transferência e

acúmulo no reservatório de terras úmidas como matéria orgânica do solo. Ou seja, o sequestro

de C em áreas úmidas está relacionado à remoção fotossintética de CO2 por organismos

produtores e a sua conversão em celulose e outras formas de C, e posteriormente, a

transformação de detritos em matéria orgânica do solo [22]. Essa capacidade de atuar na

ciclagem do C, além de todos os outros serviços ecossistêmicos desempenhados por esses
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ecossistemas, os tornam componentes críticos na compreensão de estoques locais, regionais e

globais de C, capaz de influenciar no balanço do CO2, CH4 e outros gases causadores do

efeito estufa.

As planícies aluviais são definidas como ambientes sazonalmente inundados ou

saturados em virtude da elevação da água subterrânea ou superficial, permanecendo assim

durante um período do ano ou ao longo de todo o ano [3]. De acordo com [Junk et al., 1989],

a inundação de planícies ao longo dos rios tende a ocorrer como um único pulso de inundação

anual que dura meses. Nessas planícies, a inundação também pode levar ao aumento de

insumos alóctones de C, tornando-os essenciais à teia alimentar e alvo de interesse da

comunidade científica.

O CH4 é produzido por micro-organismos pertencentes ao Domínio Archaea, no

estágio terminal de fermentação da matéria orgânica em ambientes anaeróbios [23], os quais

desempenham papel fundamental na biodegradação da matéria orgânica [24]. No entanto,

apenas uma fração do CH4 produzido é emitido para a atmosfera, o restante é utilizado por

micro-organismos oxidadores de CH4, denominados metanotróficos. Não existe um consenso

na literatura sobre a porcentagem de CH4 assimilada por esses micro-organismos. Existindo

assim uma grande variabilidade nas estimativas da fração de CH4 produzido (10 a 100%) por

micro-organismos anaeróbios sendo oxidados em CO2 antes de atingir a atmosfera [25].

Parte da compreensão atual da dinâmica do CH4 em áreas inundáveis possui como

embasamento a premissa de que a maior parte da oxidação do CH4 ocorre em condições

aeróbias. No entanto, estudos recentes indicam a atuação de vários outros aceptores de

elétrons na oxidação anaeróbia do metano, incluindo nitrato, nitrito, ferro e manganês [5,

26-32]. Pesquisas apontam ainda substâncias húmicas atuando como aceptor terminal de

elétrons em área inundável tropical [33]. Em estudos anteriores [32, 34], ao tentarem justificar

a predominância de estudos que abordem a oxidação do CH4 exclusivamente por via aeróbia,

consideraram o fato do sulfato ter sido por muito tempo o único aceptor de elétrons envolvido

com a oxidação do CH4 em ambientes anóxicos, uma vez que a concentração de sulfato é

geralmente muito baixa em ambientes de água doce para desempenhar um papel na oxidação

anaeróbia do CH4. A contribuição da oxidação anaeróbia de CH4 para o processo de

metanotrofia não está completamente elucidado, mas o crescente aumento de publicações

validando a informação mostra que esse mecanismo parece ser mais comum do que se

pensava anteriormente.
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Por sua vez, a metanogênese ocorre quando aceptores de elétrons energeticamente

favoráveis como o oxigênio, nitrato, sulfato e ferro estão ausentes ou foram esgotados [35].

Na ausência de oxigênio, a decomposição completa de compostos orgânicos complexos

requer interações sintróficas do sistema, em passos individuais no processo global [36]. Uma

ação sequencial que envolve as etapas de hidrólise, acidogênese, acetogênese e metanogênese

[37]. Portanto, as muitas guildas microbianas envolvidas nesses processos, incluem

micro-organismos hidrolíticos, fermentativos sintróficos, acetogênicos e metanogênicos.

As bactérias e fungos são responsáveis por realizar a quebra de moléculas complexas

durante a hidrólise, como polissacarídeos, proteínas e suas unidades formadoras

(aminoácidos, ácidos graxos e álcoois) [38]. Na etapa de acidogênese, os micro-organismos

fermentativos convertem os substratos simples em ácidos graxos voláteis (AGV) como

acetato, propionato e butirato); álcoois (tais como etanol e butanol); H2 e CO2 [39]. Na

acetogênese, os AGV e álcoois produzidos, como propionato, butirato e etanol, são

convertidos em acetato, H2 e CO2 por bactérias acetogênicas [39]. E, por fim, os

metanogênicos convertem acetato, H2/CO2, formiato e compostos metilados em CH4.

2.3 Microbiota envolvida na ciclagem de CH4

A quantidade de CH4 emitido a partir de um ecossistema é resultante do equilíbrio

entre a produção de CH4 (metanogênese) e o consumo (oxidação) desse gás (metanotrofia).

Por conseguinte, a emissão de CH4 para a atmosfera é determinada por atividades de

micro-organismos metanogênicos e metanotróficos.

As Archaea metanogênicas têm sido detectadas em uma ampla gama de ambientes,

incluindo sedimentos de água doce, lagos hipersalinos, arrozais, digestores anaeróbios,

permafrost, aterros sanitários, entre outros. Elas possuem uma enzima única chamada

metil-coenzima M redutase (Mcr) que as tornam especializadas em produzir CH4 [39]. Este

grupo de micro-organismos apresenta elevada diversidade em morfologia e parâmetros

fisiológicos [40].

Os micro-organismos metanogênicos 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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metanogênese na Bathyarchaeota e, posteriormente, Verstraetearchaeota, levou a uma

mudança de paradigma, demonstrando que a origem evolutiva da metanogênese é anterior ao

filo Euryarchaeota [41]. 

O metabolismo das Archaea metanogênicas ganha energia reduzindo compostos de C

(como CO2, formiato, acetato, metanol, etanol, metilaminas e sulfuretos de metila) ao CH4

[23]. Assim, as linhagens metanogênicas tradicionais são amplamente caracterizadas como

hidrogenotrófica, acetoclástica e metilotrófica com base em uso de substrato. Na maioria dos

casos, as vias produtoras de metano no ambiente são determinadas pelo sequenciamento de

DNA dos micro-organismos metanogênicos correspondentes [23]. O passo final em todas

essas vias é comum e envolve a conversão da metil-S-CoM em CH4 pela metil-coenzima Mcr

[42].

Levando em consideração a via de produção (Figura 1), os micro-organismos

metanogênicos hidrogenotróficos são conhecidos por oxidar H2, formiato ou alguns álcoois

simples e reduzem o CO2 a CH4 [43]. A maioria dos micro-organismos metanogênicos

descritos é hidrogenotrófica. Os metanogênicos acetoclásticos dividem o acetato para formar

CH4 e CO2. Eles são encontrados em habitats onde os micro-organismos metanogênicos

hidrogenotróficos reduzem os níveis de H2 o suficiente para criar as condições necessárias

para altos níveis de formação de acetato. Os micro-organismos metanogênicos metilotróficos

são comuns em sedimentos marinhos e hipersalinos ricos em sulfato, onde utilizam compostos

metilados como trimetilamina , sulfato de dimetila e metanol [44]. Em contraste, em

sedimentos de ambientes de água doce até o momento acredita-se que a metanogênese

metilotrófica seja de pouca importância, embora não seja isso que resultados recentes, ainda

não publicados, têm revelado para as áreas inundáveis da Amazônia. No entanto, o mesmo

raciocínio utilizado para a metanotrofia anaeróbia pode estar ocorrendo nesse caso.

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/trimethylamine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dimethyl-sulfate
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Figura 1. Ilustração conceitual da produção e consumo de CH4 antes da liberação atmosférica em ecossistemas
de zonas úmidas. Os micro-organismos degradam o material orgânico complexo no sistema anóxico por um
processo de várias etapas, resultando em CO2 e CH4 como produtos. Adaptado de [34].

Os compostos metílicos, especialmente o metanol, podem desempenhar um papel

subestimado como contribuintes para a produção de CH4 em áreas úmidas [44]. Embora a

utilização de metanol na presença de hidrogênio tenha sido observada entre Archaea

metanogênicas, esse substrato raramente é testado durante a descrição de novas espécies. Essa
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falta de informação representa um sério obstáculo à análise das habilidades metabólicas de

Archaea metanogênicas [45].

Meyer et al. [46] utilizaram abordagem metagenômica para avaliar a abundância

relativa de genes envolvidos na ciclagem de CH4 em ambientes de floresta e pastagem na

Amazônia Ocidental e mostraram a metanogênese de compostos metilados mais

abundantemente em pastagens. Os metilotróficos do solo chamam a atenção para o papel

central desses organismos nas conversões globais de metanol, que se origina principalmente

de plantas [47], liberado tanto de material vivo como de material vegetal em decomposição

[48]. A microbiota do solo é um componente essencial da decomposição vegetal e da

formação de matéria orgânica. Assim, o conhecimento dessas comunidades assim como do

material decomposto é essencial para a elucidação da dinâmica desses ambientes.

A literatura menciona que em planícies aluviais tropicais as vias microbianas

predominantes na produção de CH4 são acetoclástica e hidrogenotrófica [49,50]. No entanto,

Alves [51] ao avaliar o enriquecimento de amostras de floresta primária e secundária e

pastagens na Amazônia indicou uma maior produção de CH4 pelas vias acetoclástica e

metilotrófica.

Nas áreas inundáveis, conhecidas por apresentar altas taxas metanogênicas, as

bactérias metanotróficas são responsáveis por catalisar a oxidação do CH4 nas interfaces

aeróbio-anaeróbio. As bactérias metanotróficas são capazes de utilizar o CH4 como sua única

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 metanotrófica só é viável em virtude de uma enzima conhecida como

metano monooxigenase (MMO), que ocorre em duas formas distintas: particulada (pMMO)

dentro de uma membrana intracelular ou solúvel (sMMO) no citoplasma. Ambas convertem

CH4 no produto prontamente assimilável, o metanol [54]. 

A oxidação do CH4 tem se revelado um importante sumidouro desse gás produzido por

sedimentos na Amazônia, reduzindo a quantidade de CH4 que chega à atmosfera [8,55].

A diversidade dos micro-organismos pertencentes ao Domínio Archaea, capazes de

metabolizar CH4, tende a aumentar em um futuro próximo devido a descobertas adicionais em

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

evolutiva atualmente ambígua dessa importante função metabólica [23].

2.4 Influência da hidrologia nas planícies aluviais tropicais

As planícies aluviais estão entre os ecossistemas mais dinâmicos, sendo constituído

por um mosaico de habitats com altas taxas de rotatividade espaço-temporal [4,56]. A

interação complexa entre a topografia da planície de inundação e a variação no fluxo do rio e

no transporte de sedimentos mantém um gradiente distinto de conectividade hidrológica

lateral, o que facilita a coexistência de numerosas espécies aquáticas e terrestres [4].

Esses locais apresentam estratigrafia altamente heterogênea produzida por meandros

ativos de rios e deposição de sedimentos; materiais dominantes de granulometria grossa são

intercalados com sedimentos mais finos e a matéria orgânica é depositada, levando a zonas

distintas de condições óxicas ou anóxicas dentro da sub-superfície [57]. As variações

regionais nas emissões de CH4 de água doce são fatores importantes que devem ser

considerados para garantir estimativas globais confiáveis. Os estoques de C assim como as

diferentes classes de matéria orgânica ainda precisam ser elucidados para que diminuam as

limitações na construção de modelos de ciclagem de C nesses ambientes. As variações

hidrológicas são responsáveis por determinar a intensidade e duração das condições aeróbias.

Alterações nessas condições podem aumentar ou diminuir as taxas de decomposição da

matéria orgânica [58].

Áreas úmidas colombianas foram avaliadas e mostraram que os ecossistemas

estudados são 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 área inundável tropical do mundo, o Pantanal, revelaram que eles são

potencialmente grandes sumidouros de C, e que o balanço de C foi impulsionado pela

dinâmica sazonal de precipitação e inundação da superfície que afetaram as fases anaeróbia e

aeróbia do solo. A avaliação do comportamento de uma área de inundação de água doce com

período médio usual de inundação de 6 meses por ano, localizada em um parque nos EUA,

mostrou que o meio ambiente tornou-se fonte de CO2 ao passar por um período de inundação

prolongado (17 meses). Além disso, as evidências sugerem que a magnitude dos ciclos
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úmidos e secos pode ter efeitos significativos na emissão de gases causadores de efeito estufa

[60].

Planícies aluviais são ambientes adaptados a variações do nível de água, ao que parece

as comunidades microbianas podem ser adaptadas a essas flutuações e apresentam capacidade

de permanecer em estado de latência até a próxima inundação. Hernandez et al. [61]

demonstraram que em solos florestais amazônicos a propensão para a produção de CH4 (em

laboratório) foi melhor observada em relação à duração da fase de latência. Solos que nunca

foram inundados (floresta seca) apresentaram essa fase mais longa do que locais que estavam

permanentemente inundados. Em estudo de laboratório que avaliou diferentes níveis de

frequências de inundação também observaram diferenças na composição, mas um aumento na

diversidade sob condições de maior saturação hídrica foi relatado [62].

Planícies aluviais estão entre os ecossistemas mais ameaçados do mundo por causa de

atividades antropogênicas, especialmente em países em desenvolvimento, onde a alta pressão

por áreas agrícolas impulsiona o desmatamento. Uma ameaça adicional a esses ecossistemas

está no aumento de temperaturas terrestres advindo do aquecimento global, gerando um ciclo

de mudança no regime hídrico que consequentemente pode alterar a capacidade de

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

2.5 Sensibilidade das planícies aluviais às mudanças climáticas

 Projeções atuais sugerem que as taxas de emissões de gases causadores de efeito

estufa a partir de áreas inundáveis aumentarão à medida que a temperatura média global

continuar a subir, e isso é de particular importância em sistemas temperados e tropicais. O

metabolismo do CH4 em áreas úmidas é fortemente influenciado por fatores ambientais que

possuem uma variabilidade tanto espacial quanto temporal. A produção e o consumo de gases

causadores de efeito estufa são parcialmente regulados por processos microbianos, que por

sua vez são influenciados pela umidade e temperatura do solo [64]. Nos solos, a taxa de

produção de CH4 mediada por micro-organismos geralmente mostra uma relação exponencial

com a temperatura do ar, com o pico da taxa correspondendo às temperaturas de 25 a 30ºC

[65].

As zonas úmidas provavelmente se tornarão as principais fontes líquidas de C sob

efeito de aquecimento das condições climáticas em décadas [64]. Sanches et al. [66],
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determinaram os fatores cruciais relacionados à emissão de CH4 em águas de lagos em larga

escala observando padrões de emissões em diferentes zonas climáticas. As zonas climáticas

com temperaturas médias do ar mais elevadas apresentaram as taxas mais altas de emissão.

Espera-se que as mudanças climáticas nas áreas úmidas tropicais causem um aumento

na temperatura e uma mudança nos padrões de precipitação, aumentando a duração da estação

seca, mas também aumentando a intensidade dos eventos de precipitação. Dadas essas

previsões, o balanço atual e futuro de áreas tropicais inundadas sazonalmente ainda é incerto.

Em estudo realizado durante os anos de 2014 a 2016 na maior área úmida contínua do mundo,

o Pantanal brasileiro, foi demonstrada a resposta do CH4 e CO2 à dinâmica hidrológica desse

ecossistema [18]. As medições revelaram que as emissões de CH4 aumentaram rapidamente

logo que as condições anaeróbias foram estabelecidas, com os maiores fluxos de emissão de

CH4 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 são potencialmente grandes sumidouros de C, e fontes expressivas de

CH4 quando as condições anaeróbias dominam o solo (período inundado). É válido ressaltar

que as medições realizadas contemplam emissões de troncos de árvores, fluxos do solo,

ebulição e difusão a partir da superfície da água, 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 emissões de CH4 de galhos de árvores é a fonte dominante

de emissão regional de CH4 para ambientes de florestas tropicais inundadas [11].

2.6 Emissões de CH4 em áreas inundáveis: biogeoquímica, assinatura isotópica e

metagenômica

Compreender o nível de sensibilidade das áreas de inundação em resposta às

mudanças climáticas requer esforços para que seja melhor elucidada. Para tanto, é necessário

mais conhecimento em todos os níveis, desde a ecofisiologia unicelular até o funcionamento

biogeoquímico in situ e ex situ. Assim, esforços em prol de cultivar em laboratório

micro-organismosfastidiosos, avaliação da microbiota com métodos independentes de cultivo,

além da combinação dessas abordagens com determinações isotópicas e caracterização físico

e química do solo e da água são necessários para alcançar um entendimento dos processos

mediados por micro-organismos nestes ambientes [67].
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É um desafio para os pesquisadores projetar experimentos e adotar métodos que

possam detectar a ciclagem de C em planícies aluviais. Uma das abordagens utilizadas é a

caracterização das comunidades microbianas no espaço e tempo a partir do sequenciamento

de DNA ou RNA e a construção de matrizes de correlação das abundâncias relativas de

grupos taxonômicos e funcionais microbianos com variáveis ambientais

[68]. Independentemente do método de estudo, a caracterização 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 metagenômicos indicam alta redundância funcional em áreas inundáveis [70].

Embora saibamos que as comunidades microbianas são diversas, os métodos baseados em

DNA podem inflacionar artificialmente estimativas de redundância funcional [69]. Esse fato

se deve a abordagem baseada em DNA não conseguir distinguir entre células dormentes e

ativas [70].

Diferentes respostas foram encontradas ao avaliar o efeito do aumento da salinidade na

composição da comunidade microbiana total (DNA) e ativa (RNA) em um reator anaeróbio

[71]. A concentração e o tempo de exposição afetaram fortemente a comunidade microbiana

e, especialmente, os filotipos de Archaea ao nível do RNA, tanto em termos de diversidade

global como de filotipos específicos. 

A avaliação de condições de sobrevivência de Archaea metanogênicas sob condições

aeradas em campos inundados cultivados com arroz, revelaram a composição da comunidade

ativa indicando que mecanismos desconhecidos mantêm a estabilidade da comunidade nesses

ambientes até um ano após o início da drenagem [72].

 Os isótopos estáveis têm sido utilizados há muito tempo como ferramenta para

investigar os processos ambientais e suas relações com micro-organismos, as quais podem ser

estabelecidas por vias metabólicas [73]. O mérito dos isótopos de C reside na sua taxa de

câmbio relativamente lenta para muitos minerais que contêm C e

em fracionamentos relativamente grandes, mesmo a altas temperaturas. Estas duas

propriedades tornam os isótopos de C um excelente gravador de processos geológicos e

permitem uma melhor compreensão das fontes de C e fluxos voláteis relacionados em escalas

de tempo geológicas [74]. Estamos passando por uma reformulação das abordagens isotópicas

com base no aumento crescente de bancos de dados genômicas e transcriptômicos, e mais

recentemente tecnologias com aquisição, processamento e avaliação de dados de

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/carbon-isotopes
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/carbon-isotopes
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/fractionation
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/geological-process
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/geological-time
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espectrometria de massa e instrumentais aprimorados [73]. Para [75], a incorporação de

isótopos estáveis para dentro da biomassa microbiana permite a recuperação de ácidos

nucleicos marcados a partir de micro-oganismos ativos. A combinação de isótopos estáveis

com metagenômica fornece acesso a genomas de micro-organismos envolvidos em processos

metabólicos de interesse.

Os fluxos de CH4 em ambientes terrestres e aquáticos têm sido avaliados de diversas

maneiras, mas em geral o monitoramento da acumulação de gás nas câmaras de fluxos têm

sido a metodologia predominante até o momento. Esta metodologia é conceitualmente

simples e não requer equipamentos de campo caros, mas é trabalhosa, baseando-se

principalmente na amostragem manual [17].

2.7 Modelagem matemática

Para melhorar a previsão de modelos climáticos é importante entender os mecanismos

pelos quais os micro-organismos regulam o fluxo de gases de efeito estufa terrestre. Isso

envolve a consideração das interações complexas que ocorrem entre os micro-organismos e

outros fatores bióticos e abióticos do ambiente. O potencial para mitigar a mudança climática

reduzindo as emissões de gases de efeito estufa através do gerenciamento de processos

microbianos terrestres é uma perspectiva de elevada importância para o futuro [18].

Apesar dessa importância, no entanto, as áreas inundáveis tropicais estão pouco

representadas em modelos globais para prever as emissões globais de CH4. Um primeiro

passo no desenvolvimento de um modelo baseado em processo de emissão de CH4 em áreas

de inundação tropical para aplicações globais foi documentado em 2014. Para isso, o Modelo

de Vegetação Global Dinâmica da LPXBern (LPX) foi ligeiramente modificado para

representar a hidrologia da planície de inundação, a vegetação e a emissão de CH4 associada.

A extensão das áreas inundáveis tropicais foi prescrita usando a produção do modelo de

hidrologia espacialmente explícito PCR-GLOBWB. Foram introduzidas diversas variáveis ao

modelo, como vegetação, a cobertura do solo (com base em dados obtidos por sensoriamento

remoto), as densidades de fluxo de CH4 simuladas foram avaliadas contra observações de

campo e inventários de fluxo regional.



28

Contudo, a microbiota do solo não foi considerada como componente na modelagem.

As emissões simuladas de CH4 na escala da Bacia Amazônica foram comparadas às

simulações de modelos realizadas anteriormente. Assim, foi descoberto que este modelo LPX

reproduz a magnitude média das densidades líquidas de fluxo de CH4 observadas para a Bacia

Amazônica. No entanto, o modelo não reproduz a variabilidade entre sítios de amostragem ou

entre anos dentro de um sítio, considerando-se que as informações do sítio são muito

limitadas para atestar ou refutar alguns recursos do modelo. Na escala da Bacia Amazônica,

os resultados obtidos com a promoção deste modelo sublinham a grande incerteza na

magnitude das emissões de CH4 de áreas inundáveis.

As análises de sensibilidade forneceram esclarecimentos sobre os principais

direcionadores da emissão de CH4 da planície de inundação e suas incertezas associadas.

Devido a uma limitação intrínseca do LPX para considerar a sazonalidade na extensão da

várzea, o modelo não conseguiu reproduzir a dinâmica total das emissões de CH4, levantando

diversas questões científicas. Embora este modelo inclua mais mecanismos específicos para

as áreas inundáveis tropicais, não foi possível reduzir a incerteza na magnitude das emissões

de CH4 da bacia amazônica. Assim, justificando a necessidade de mais pesquisas para

restringir as emissões de CH4 e sua variabilidade temporal [15].

No mesmo ano, Potter e colaboradores [76] desenvolveram um novo modelo que

buscava estimar sazonalmente a dinâmica de C e emissões de CH4 de ecossistemas inundáveis

na Amazônia. O modelo de simulação de zonas úmidas amazônicas levou em consideração

três componentes principais: a) detalhamento do tipo de vegetação nas zonas úmidas e

mudanças no nível da água, temperatura e oxigênio dissolvido, (b) produção primária,

acúmulo de massa e decaimento da serapilheira em solos e sedimentos, e (c) vias de produção

e transporte de CH4 através da coluna d’água para a atmosfera.

O modelo apresentado baseia-se na entrada dos seguintes dados para simulações em

um determinado ambiente inundado na Amazônia: latitude e longitude, tipos de vegetação

como frações de cobertura das áreas, temperatura superficial diária, fluxo de irradiação solar,

velocidade do vento, precipitação, profundidade diária da água, valores da produção de

biomassa para macrófitas flutuantes e dados do índice de vegetação por satélite para

ecossistemas de florestas inundadas. Para melhorar a generalidade e uso desse modelo, a

incorporação de simulações de mistura vertical, trocas horizontais e vários processos
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biogeoquímicos são necessários. Além disso, o componente microbiota não é diretamente

relatado.

Em 2016, [77] ao avaliarem as concentrações atmosféricas de CH4 na Bacia

Amazônica nos anos de 2010 e 2011 utilizaram além de um modelo de transporte químico

atmosférico em 3D (TOMCAT), dois modelos de emissão em áreas úmidas [78,79] para

reduzir a incerteza sobre as emissões de CH4. O primeiro conjunto de emissões de terras

úmidas e arrozais foi derivado do método descrito por [79]. O método utiliza satélite para

avaliar a variação de C disponível para a metanogênese, o que leva a uma representação mais

precisa do momento das emissões de CH4. No entanto, os dados de satélite não podem

distinguir entre as emissões microbianas de CH4 das áreas úmidas naturais e as emissões

antropogênicas do cultivo de arroz. O segundo modelo (Joint UK Land Environment

Simulator – JULES, versão 3.4.1) [78] simula a superfície terrestre em termos de variações de

carbono, água e energia e inclui um fluxo de metano em áreas úmidas como componente,

baseado em [80]. O fluxo de CH4 é dependente do substrato disponível de C, a temperatura, e

a fração considerada úmida. As estimativas utilizadas através dos dois modelos de emissões

de áreas úmidas são baseadas em processos e mostraram comportamentos semelhantes

quando o modelo atmosférico é comparado às observações, independente de qual modelo foi

utilizado [77].

No mesmo ano (2016), outro trabalho sobre modelagem de CH4 foi desenvolvido,

trazendo à tona a discussão do quanto as melhorias nos modelos de CH4 seriam benéficas para

os modelos do sistema terrestre e para a simulação adicional dos feedbacks do ciclo clima-C.

Nas últimas quatro décadas, vários modelos numéricos foram desenvolvidos para quantificar

a magnitude, investigar as variações espaciais e temporais e compreender os mecanismos

subjacentes e os controles ambientais do CH4 (fluxos de CH4 em ecossistemas terrestres).

Esses modelos de CH4 também são usados para a integração de dados CH4 em escala

múltipla, como incubação e análise molecular baseadas em laboratório, experimentos

observacionais de campo, sensoriamento remoto e medições baseadas em aeronaves em

vários ecossistemas terrestres. Os autores observaram que existem grandes discrepâncias entre

modelos em termos de representação dos processos de CH4 e seus controles ambientais; e,

dados significativos, como as incompatibilidades de modelos, são parcialmente atribuídos a

diferentes representações da caracterização da paisagem e da dinâmica de inundação.
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Assim, os modelos de CH4 devem representar mais explicitamente os mecanismos

subjacentes à troca de CH4 terra-atmosfera, com ênfase na melhoria e validação de processos

individuais de CH4 sobre profundidade e espaço horizontal. Assim, devem ser desenvolvidos

modelos capazes de simular as emissões de CH4 em escalas espaciais e temporais altamente

heterogêneas, particularmente em hotspots; e, esforços devem ser investidos para desenvolver

modelos de benchmarking (uma modelagem baseada em análises comparativas) que possam

ser facilmente utilizados para melhoria, avaliação e integração com dados de escalas

moleculares a globais [81].

Modelos de previsão amplamente aplicáveis   e robustos devem ser desenvolvidos a

partir de grandes conjuntos de dados gerados através da colaboração de cientistas em todo o

mundo. Para atingir alta precisão de previsão, esses conjuntos de dados devem abranger uma

ampla variedade de informações e variáveis nas mais diferentes escalas das planícies aluviais

tropicais dentro das regiões e globalmente. 

2.8 Considerações finais

Este capítulo sintetiza os principais progressos na investigação científica aplicada à

compreensão da dinâmica do CH4 nas planícies aluviais tropicais. Aqui, nos concentramos em

uma abordagem integradora dos principais aspectos do ciclo C, descrevendo métodos

baseados em observações sobre a superfície da Terra. Contudo, uma melhor compreensão da

metanogênese metilotrófica e da oxidação anaeróbia do CH4 ainda precisa de ser melhor

esclarecida para estes ambientes. A próxima geração de modelos de emissão de CH4 levará

em conta a flutuação sazonal do nível de água e a atividade metanogênica e metanotrófica a

ela associada. Este objetivo ousado só pode ser alcançado utilizando uma abordagem

multi-analítica baseada numa sinergia de modelos, métodos estatísticos para a integração de

dados e cooperação científica. Este esforço pode ajudar a criar um desenho único, no qual não

só a biosfera e o feedback da modelação hidrológica, mas também a microbiota do solo será

considerada no ciclo regional de C.
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3 Capítulo 2 - TIPOS DE ÁGUA E PULSOS DE INUNDAÇÃO MOLDAM A

ATIVIDADE METABÓLICA MICROBIANA EM SOLOS DE PLANÍCIES ALUVIAIS

AMAZÔNICAS1

RESUMO

Os micro-organismos desempenham um papel essencial nas funções e na produção do

ecossistema. Uma opção cada vez mais utilizada para a análise funcional da comunidade

microbiana do solo é baseada no perfil fisiológico ao nível de comunidade. Esta opção

permite avaliar a capacidade metabólica de micro-organismos com base nos padrões de

consumo de carbono e índices derivados. No presente estudo, os efeitos dos pulsos de

inundação em planícies aluviais da Amazônia na diversidade funcional das comunidades

microbianas foram avaliados em solos sob influência de diferentes tipos de águas (negra, clara

e branca) em sítios florestais e sistemas agrícolas tradicionais. Os solos das planícies aluviais

amazônicas apresentaram diferenças na atividade metabólica, mostrando uma tendência geral

de PAC (Planície aluvial de rio de água clara) > PAN (Planície aluvial de rio de água negra) >

PAB (Planície aluvial de rio de água branca). A análise de redundância (RDA) indicou que a

umidade do solo (pulso de inundação) foi o parâmetro ambiental mais importante na

determinação da atividade metabólica de comunidades microbianas de solo de planícies

aluviais de águas negra, clara e branca. Além disso, a análise de partição de variância (VPA)

indicou que a atividade metabólica microbiana do solo foi mais influenciada pelo tipo de água

(41,72%) do que pela sazonalidade (19,55%) e uso da terra (15,28%). A microbiota do solo de

planícies aluviais de rio de água branca foi distinta ao nível de riqueza metabólica daquelas de

rios de águas negra e clara, influenciada principalmente pela baixa utilização de substratos

durante o período não inundado.

Palavras-chave: BIOLOGTM EcoPlate; diversidade funcional metabólica; sedimento; dinâmica

sazonal.
1

1 Artigo não submetido
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3.1 Introdução

O solo é um ecossistema dinâmico e complexo cuja funcionalidade está vinculada à

ligação estabelecida entre fatores ambientais e as comunidades microbianas residentes. Os

micro-organismos desempenham um papel essencial nas funções e na produção do

ecossistema [1]. O monitoramento da comunidade e a compreensão dos mecanismos que

regulam a diversidade microbiana do solo, assim como suas características funcionais podem

constituir metodologia para a compreensão de contextos ecológicos básicos e aplicados [2].

A diversidade funcional é cada vez mais reconhecida por ecólogos microbianos como

o elo essencial entre os padrões de biodiversidade e o funcionamento do ecossistema,

determinando as relações tróficas e interações entre micro-organismos, sua participação em

ciclos biogeoquímicos e suas respostas às mudanças ambientais [3]. No entanto, informações

a respeito de funções metabólicas em diferentes escalas ainda são limitadas. Uma maneira de

quantificar essas funções é o uso da tecnologia BIOLOGTM EcoPlate, que obtém informações

sobre a atividade geral e função metabólica entre diferentes comunidades microbianas do solo

capazes de refletir na diversidade funcional [4]. Perfis fisiológicos ao nível da comunidade

microbiana revelados com a tecnologia BIOLOGTM EcoPlate possuem como princípio

fundamental a avaliação da capacidade das comunidades microbianas do solo metabolizar

uma gama de substratos orgânicos com diferentes complexidades estruturais [5]. Esta técnica

foi concebida especialmente para estudos de ecologia microbiana fornecendo um padrão de

resposta metabólica da população de micro-organismos em culturas mistas ou amostras

ambientais [6], e tem como base a incubação em uma microplaca contendo diferentes fontes

de carbono com repetições.

Certamente, a variação mais marcante das florestas no sistema úmido da Amazônia

são as inundações sazonais [7] e os processos subsequentes. As grandes planícies aluviais

amazônicas são formadas por um mosaico de habitats governados pelos pulsos de inundação

de rios. Nesses ambientes, observa-se uma ampla diversidade de habitats em virtude de

diversos fatores atrelados, como a duração, amplitude, frequência e previsibilidade das

inundações [8]. Uma melhor compreensão das relações estabelecidas em áreas úmidas é

essencialmente necessária à luz dos impactos da mudança do uso e ocupação do solo frente

aos serviços ecossistêmicos fornecidos por áreas úmidas. Compreender os mecanismos que

controlam as respostas da comunidade microbiana dentro do contexto da variação natural a
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qual os ambientes estão expostos é essencial para o entendimento desses ambientes que

possuem alta singularidade ecológica.

As águas amazônicas são classificadas em três categorias biogeoquímicas distintas,

que envolvem atributos como nutrientes dissolvidos, tipo de sedimento, transparência e acidez

[9], refletindo na coloração das mesmas (negra, clara e branca). As águas negras apresentam

pH ácido, possuem alta concentração de substâncias húmicas e baixa concentração de sólidos

em suspensão. Por sua vez, as águas claras apresentam baixo teor de sedimentos em

suspensão e alta transparência; e as águas brancas, também conhecidas como águas barrentas

são consideradas neutras, com baixa transparência e altas cargas de sedimentos aluviais férteis

em suspensão [9-11].

Na interface terrestre-aquático, o regime de água possui controle significativo sobre a

transformação do carbono microbiano (C) [12]. Portanto, os micro-organismos podem reagir

especificamente à entrada de nutrientes na forma de substâncias orgânicas. Se ocorrer a

alteração do grau de oxigenação do sistema, o alagamento do solo pode alterar a intensidade e

o modo de utilização de carbono.

Assim, utilizamos perfis fisiológicos ao nível da comunidade microbiana (BIOLOGTM

EcoPlate), para avaliar o potencial metabólico da comunidade microbiana do solo em

condições de seca e inundação em três planícies aluviais com diferentes tipos de água da

Amazônia – negra (Rio Negro), clara (Rio Tocantins) e branca (Rio Solimões) – e uso da terra

(floresta e agricultura). Duas hipóteses foram avaliadas: (1) a diversidade funcional

metabólica das comunidades microbianas do solo é responsiva aos pulsos de inundação em

planícies aluviais amazônicas; e (2) Os perfis metabólicos das comunidades microbianas do

solo em planícies aluviais variam em função dos tipos de água da Amazônia.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Sítios de amostragem

Os solos avaliados no presente estudo foram provenientes de três planícies aluviais de

rios com diferentes tipos de água, localizados na Amazônia brasileira (rios Negro, Tocantins e

Solimões). Amostras desses solos foram coletadas em dois locais de amostragem
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identificados como floresta primária e sistemas agrícolas tradicionais em períodos

contrastantes da hidrógrafa (seca e inundação) (Figura 1). A amostragem compreendeu seis

combinações de "tipo de água" vs. "tipo de uso da terra" em período não inundado (outubro de

2017) e inundado (maio de 2018). Os locais de amostragem em cada local são afetados por

um pulso de inundação de longa duração (mais de 5 meses). As áreas de estudo das planícies

aluviais foram localizadas na planície de inundação de água negra do rio Negro (3°00'41''S e

60°11'15''W), na planície de inundação de água clara do rio Tocantins (2°40'51''S e

49°39'05''W) e na planície de inundação de água branca do rio Solimões (3°13'50''S e

59°59'26''W). O clima predominante nesta região é tropical úmido, sendo classificado como

‘Afi’ (classificação de Koppen) com temperaturas médias anuais superiores a 26ºC,

precipitação anual de aproximadamente 2000 mm, incidência luminosa intensa, elevada

umidade do ar e baixa velocidade do vento [13].

A floresta primária, ou seja, floresta sem indicações visíveis de atividades humanas,

era adjacente a sistemas agrícolas tradicionais em todas as três planícies aluviais. Nos

sistemas agrícolas tradicionais, a agricultura de subsistência à base de melancia, quiabo e

rambutan tem sido praticada na planície aluvial de águas negras do rio Negro; e o cultivo de

tomate e mandioca na planície aluvial de águas brancas do rio Solimões. Na planície aluvial

de água clara, era um sistema agrossilvicultural à base de cacau.

Figura 1. Locais de amostragem na Amazônia brasileira, uso da terra e linha de inundação nas três áreas de
estudo sazonalmente inundadas com água negra (A), água clara (B) e água branca (C)
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3.2.2 Amostragem de solo

A coleta de amostras de solo foi realizada em sítios florestais e sob sistemas agrícolas

tradicionais, localizados em cada uma das três planícies aluviais amazônicas. Em cada local,

foram coletadas amostras de solo em três pontos amostrais equidistantes (14 m) entre si. As

amostras de solo foram coletadas com o auxílio de um tubo cilíndrico asséptico (camada de

solo de 0-15 cm de diâmetro e 10 cm de diâmetro - Figura 2), durante o período não

inundado. No regime de inundação das planícies aluviais foram coletados núcleos de solo

subaquático (camada de solo de 0-15 cm e 10 cm de diâmetro) utilizando um amostrador

manual universal de sedimentos (Figura 2) com núcleo ajustável de 0-15 cm (Aquatic

Research Instruments, ID, EUA).
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Figura 2. Amostradores utilizados para coletar amostras de solo indeformadas para análises físico-químicas e
perfil fisiológico ao nível da comunidade durante o período não inundado (a - núcleo cilíndrico asséptico, b -
camada de solo de 0-15 cm de profundidade e com diâmetro de 10 cm, c - camada de solo de 0-15 no núcleo
cilíndrico) e inundado (d.1 - configuração do amostrador universal de núcleo de sedimento com cortador de
núcleo ajustável de 0-15 cm, d.2 - amostragem em campo com o amostrador manual universal, e.1 - descrição do
túnel de extrusão do sedimento, e.2 - amostragem em campo com o amostrador manual universal, visão do túnel
de extrusão do sedimento)

3.2.3 Análise de perfil fisiológico ao nível da comunidade

Perfis fisiológicos ao nível da comunidade foram determinados usando BIOLOGTM

EcoPlate (Biolog Inc., Hayward CA, EUA). BIOLOGTM EcoPlate consistiu em 96 poços, que

continham 31 fontes de carbono (6 aminoácidos, 2 aminas, 10 carboidratos, 7 ácidos

carboxílicos, 2 compostos fenólicos e 4 polímeros) e um branco (controle), em triplicata. As
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amostras de solo foram submetidas ao preparo antes da inoculação nas placas. Para tanto, 1 g

de solo fresco foi adicionado em 9 mL de NaCl 0,85% (v/v) estéril (diluição 10-1), e a mistura

foi agitada a 150 rpm a uma temperatura de 25 °C por 30 min [14]. Diluições seriadas foram

feitas de cada amostra e uma alíquota de 150 μL (diluição 10-3 g.mL-1) foi adicionada à

BIOLOGTM EcoPlate. As placas foram incubadas a 25 °C e a absorbância 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 três pontos amostrais em cada local de amostragem nas três planícies

de inundação diferentes foi inoculado em uma única BIOLOGTM EcoPlate. A absorbância a

540 nm (OD540) foi medida imediatamente após a inoculação das placas (t = 0). Os valores de

OD foram submetidos a correções de dados, incluindo primeiro a subtração do valor do poço

de controle (apenas água) seguido pela subtração do valor de OD inicial de cada poço medido

logo após o enchimento dos poços com a suspensão de solo (t = 0) para eliminar o efeito das

partículas 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 metabólica

média (Average Well Color Development - AWCD, em inglês), foi determinada da seguinte

forma:

AWCD = ∑ (Ci -R) / 31

onde, R é a absorbância do poço de controle (contendo água em vez da fonte C) e Ci é a

absorbância da placa inoculada com fonte de C. Para AWCD foi atribuído um valor de 0

quando Ci-R <0. As leituras da BIOLOGTM EcoPlate em 168 h [4, 18-19] foram usadas para o

cálculo da riqueza metabólica. Tal medida corresponde ao número de substratos de C

oxidados.

Para simplificar a comparação direta, seis guildas de substratos foram agrupadas de

acordo com [20]: aminoácidos (L-arginina, L-asparagina, L-fenilalanina, L-serina, Ácido

Glicil-L-glutâmico, L-treonina), aminas (Feniletilamina, Putrescina), ácidos carboxílicos

(Ácido D-galacturônico, Ácido D-Málico, Ácido itacônico, Éster metílico do ácido pirúvico,

Ácido D-glicosamínico, Ácido alfa-cetobutírico, Ácido gama-aminobutírico), carboidratos

(D-manitol, Glicose-1-fosfato, D,L-alfa-glicerol fosfato, Beta-metil-d-glicosídeo, Ácido

D-galacturônico gama-lactona, i-Eritritol, D-xilose, N-acetil-D-glicosamina, D-celobiose,

alpha-D-lactose), compostos fenólicos (Ácido 2-hidroxibenzóico, Ácido 4-hidroxibenzóico) e
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polímeros (Tween 40, Tween 80, Alfa-ciclodextrina, Glicogênio). Para cada série, os valores

de absorbância corrigidos dos substratos foram resumidos e expressos pela média

correspondente a cada uma das guildas.

3.2.4 Fatores físicos e químicos do solo

A determinação de fatores químicos e físicos foi realizada a partir de cada uma das 36

amostras de solo. O pH do solo foi medido em suspensão de solo/0,01 M CaCl2 (1:5). A

umidade do solo foi determinada pelo método gravimétrico, como descrito em EMBRAPA

[21]. Os teores totais de carbono (C) e nitrogênio (N) foram determinados por combustão seca

utilizando o analisador elementar CHNS/O (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) a partir das

amostras de solo. A determinação foi realizada utilizando 5-7 mg de solo seco peneirado em

malha de 0,15 mm. O NH4
+-N e NO3

--N do solo foram extraídos por cloreto de potássio 2 M

(KCl) e quantificados usando espectrofotometria conforme descrito por [22] e [23],

respectivamente.

3.2.5 Análise estatística

Os dados de absorbância de 168 h foram utilizados para análise do AWDC e riqueza

metabólica utilizando o pacote "pacman' [24] do software R para o teste estatístico de

Mann-Whitney. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para determinar diferenças entre as

amostras sob diferentes águas amazônicas para AWDC e riqueza metabólica. Heatmaps foram

gerados com base nos valores médios de AWCD em 168 h usando o pacote do software R

“pheatmap” [25]. Os fatores físicos e químicos do solo foram submetidos ao teste de Tukey

para avaliar as diferenças entre uso do solo dentro de cada planície e período. A análise de

redundância (RDA) foi utilizada para avaliar a relação entre a função microbiana e os fatores

ambientais, e foi feita utilizando o programa Canoco 4.5 (Biometrics, Wageningen, The

Netherlands). Além disso, para quantificar as contribuições da “sazonalidade”, “uso da terra”

e “tipo de água” sobre o consumo das guildas funcionais foi realizada a análise de partição de

variância (VPA) com o pacote “vegan” do software R [26]. As análises estatísticas foram

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

3.3.1 Análise do perfil fisiológico ao nível da comunidade

A atividade metabólica média (AWCD) e a riqueza de utilização de substratos pela

comunidade microbiana em solos das planícies aluviais de rios de águas negra, clara e branca

da Amazônia 168 horas após a incubação em BIOLOGTM EcoPlate são mostradas nas Figuras

3 e 4, respectivamente. Em ambos os casos, não houve diferença estatística entre os sítios de

floresta e sistema agrícola tradicional para as três planícies aluviais estudadas. AWCD

mostrou diferença em relação aos períodos sazonais em solo de planícies aluviais de rios de

águas negra (p <0.05) e branca (p <0.01). Em ambas as planícies aluviais foi revelado

aumento da AWCD durante o período inundado.

Para comparar a diversidade metabólica entre as diferentes condições avaliadas, a

riqueza de utilização de substrato foi empregada e revelou que na planície aluvial do rio de

água branca o fator que apresentou maior influência sobre a diversidade metabólica da

comunidade microbiana do solo foi a sazonalidade (p <0.01). O sítio florestal (3,00 ± 1,73) e

o sistema agrícola tradicional (7,00 ± 5,56) localizados nesta planície aluvial apresentaram

menor utilização de substratos no período não inundado. Apesar dos dados de riqueza de

utilização de substratos pela microbiota da planície aluvial de água negra não apresentarem

diferença significativa, o sítio florestal mostrou maior riqueza quando comparado ao sistema

agrícola tradicional nos dois períodos. A riqueza de utilização de substratos pelas

comunidades microbianas em solos florestais de planícies aluviais de rios de água clara

diminuiu de 30,33 (± 0,57) para 29,00 (± 0,00) com a inundação. No sistema agrícola

tradicional a diminuição foi de 27,00 (± 2,64) para 22,67 (± 8,08). Assim, o solo de sítio

florestal de planície aluvial de água clara apresentou a maior riqueza de utilização de

substratos durante o estudo.
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Figura 3. Atividade metabólica média (AWDC) da comunidade microbiana em solos de planícies aluviais de
rios de águas negra (PAN), clara (PAC) e branca (PAB) sob diferentes usos da terra (FLO - Florestal e SAT -
Sistema Agrícola Tradicional) e amostrados em dois períodos sazonais (NI - Não inundado e I - inundado)
baseado na utilização de fontes de carbono 168 h após a incubação em BIOLOGTM EcoPlate. As barras
acompanhadas de valores indicam o p-valor obtido pelo teste Mann-Whitney

Figura 4. Riqueza de utilização de substratos pela comunidade microbiana em solos de planícies aluviais de rios
de águas águas negra (PAN), clara (PAC) e branca (PAB) sob diferentes usos da terra (FLO - Florestal e SAT -
Sistema Agrícola Tradicional) e amostrados em dois períodos sazonais (NI - Não inundado e I - inundado)
baseado na utilização de fontes de carbono 168 h após a incubação em BIOLOGTM 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 planícies aluviais

amazônicas foi utilizado para comparar as diferenças de AWDC e riqueza de utilização de

substrato sob influência dos três tipos de águas amazônicas. Conforme mostrado na Figura 5,

a atividade metabólica média foi significativamente mais elevada em solos da planície aluvial

do rio de água clara (0,64 ± 0,20) em comparação com aquela determinada em solos das

planícies aluviais de rios de águas negra (0,30 ± 0,10) e branca (0,26 ± 0,22). Não houve

diferença significativa entre solos das planícies aluviais de águas negra e branca em relação

ao AWDC. Em relação à riqueza de utilização de substrato, os solos das planícies dos três

tipos de águas apresentaram comportamento contrastante (p<0.05): PAC (Planície aluvial de

rio de água clara) > PAN (Planície aluvial de rio de água negra) > PAB (Planície aluvial de rio

de água branca) (Figura 6).

Figura 5. AWDC baseado na utilização de substratos de carbono em 168 h pela comunidade microbiana em
diferentes águas amazônicas. Tipos de águas são abreviadas com as seguintes abreviações: PAN - planície aluvial
de rio de água negra, PAC - planície aluvial de rio de água clara, PAB - planície aluvial de rio de água branca.
As barras acompanhadas de valores indicam o p-valor obtido pelo teste Kruskal-Wallis
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Figura 6. Riqueza de utilização de substratos baseados na utilização de substratos de carbono em 168 h pela
comunidade microbiana em diferentes águas amazônicas. Tipos de águas são abreviadas com as seguintes
abreviações: PAN - planície aluvial de rio de água negra, PAC - planície aluvial de rio de água clara, PAB -
planície aluvial de rio de água branca. As barras acompanhadas de valores indicam o p-valor obtido pelo teste
Kruskal-Wallis

A utilização das fontes de carbono pelas comunidades microbianas do solo dos sítios

florestais e sistemas agrícolas tradicionais em planícies aluviais de rios de águas negra, clara e

branca no período não inundado e inundado com a comparação das guildas de substratos são

mostrados na Figura 7. Considerando o efeito sazonal, os dados obtidos em solos da planície

aluvial de águas claras apresentaram uma tendência de comportamento diferente entre os

sítios amostrais. No sítio florestal, a inundação alterou a maior utilização da guilda polímeros

para aminoácidos. Já no sistema agrícola tradicional observamos tendência oposta, com a

inundação alterando de aminoácidos/ácidos carboxílicos para polímeros. Comparando a

distribuição de utilização das guildas de substratos para solos advindos de planícies aluviais

com as três colorações de água, a guilda menos utilizada durante o período não inundado foi

amina e as mais utilizadas ácidos carboxílicos, polímeros e aminoácidos.
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Figura 7. Resposta da utilização de carbono com a representação em forma de heatmap com dendograma para
as diferentes guildas de substratos - aminoácidos, aminas, ácidos carboxílicos, carboidratos, compostos fenólicos
e polímeros pela comunidade microbiana do solo em diferentes águas amazônicas. Tipos de águas são abreviadas
com as seguintes abreviações: PAN - planície aluvial de rio de água negra, PAC - planície aluvial de rio de água
clara, PAB - planície aluvial de rio de água branca. Os diferentes usos da terra (FLO - Florestal e SAT - Sistema
Agrícola Tradicional) e amostrados em dois períodos sazonais (NI - Não inundado e I - inundado) baseado na
utilização de fontes de carbono 168 h após a incubação em BIOLOGTM EcoPlate

As diferenças entre a utilização de substratos são mostradas na Figura 8. Amostras de

solo coletadas em planície aluvial de rio de águas branca durante o período não inundado

agrupam-se por apresentar baixa utilização de substratos de forma global. Os substratos que

apresentaram a maior metabolização em cada um dos sítios amostrais apresentaram a seguinte

disposição em relação ao AWDC: PAN-FLOR-NI (Tween 40, 0,68 e D-xilose, 0,67) e

PAN-SAT-NI (Tween 40, 0,71). Durante o período inundado, PAN-FLOR-I (Tween 80, 1,10 e

L-asparagina, 0,98) e PAN-SAT-I (Ácido gama-aminobutírico, 0,98 e L-Asparagina, 0,94).

Em em águas 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 e Tween 80, 1,76), Por fim,

em águas brancas, PAB-FLOR-NI (Éster metílico do ácido pirúvico, 0,50) e no PAB-SAT-NI

(Tween 40, 0,91). No período 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).

Metabolização baixa ou nenhuma utilização de substratos foram observadas em quase

todas as amostras, apresentando a seguinte disposição: PAN-FLOR-NI (Ácido itacônico,

0,007), PAN-SAT-NI (Ácido D-galacturônico, Glicose-1-fosfato e Ácido alfa-cetobutírico,

0,00), PAN-FLOR-I (D-xilose e Ácido 2-hidroxibenzóico, 0,00), PAN-SAT-I (Ácido
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2-hidroxibenzóico e Ácido alfa-cetobutírico, 0,00). Em solos de planície aluvial de rio de

águas claras, PAC-FLOR-NI (Glicose-1-fosfato, 0,017), PAC-SAT-NI (D-xilose, 0,00),

PAC-FLOR-I e PAC-SAT-I (Ácido 2-hidroxibenzóico, 0,00). Em águas brancas,

PAB-FLOR-NI (Éster metílico do ácido pirúvico, Ácido D-Málico, D-Cellobiose e

N-acetil-D-glicosamina apresentaram metabolização <0,10), PAB-SAT-NI (Éster metílico do

ácido pirúvico, L-asparagina, Tween 40, N-acetil-D-glicosamina, Glicogênio e D-Cellobiose

apresentaram metabolização <0,10), PAB-FLOR-I (D-xilose, Ácido 2-hidroxibenzóico, Ácido

alfa-cetobutírico e Feniletilamina, 0,00), PAB-SAT-I (D-xilose e Ácido alfa-cetobutírico,

0,00).

Figura 8. Heatmap com dendograma da utilização das 31 fontes de carbono contempladas pela BIOLOGTM

EcoPlate após 168 h de incubação. Tipos de águas seguiram as seguintes abreviações: PAN - planície aluvial de
rio de água negra, PAC - planície aluvial de rio de água clara, PAB - planície aluvial de rio de água branca. Os
diferentes usos da terra (FLO - Florestal e SAT - Sistema Agrícola Tradicional) foram amostrados em dois
períodos sazonais (NI - Não inundado e I - inundado)
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3.3.2 Contribuição de fatores físicos e químicos do solo para a variação das

características metabólicas funcionais da comunidade bacteriana

Os fatores físicos e químicos do solo são mostrados na Tabela 1. A RDA (Figura 9) foi

utilizada para ilustrar as relações entre fatores físicos e químicos do solo e a diversidade

metabólica bacteriana. As variáveis explicativas, incluindo umidade relativa, nitrogênio total,

carbono total, amônio, nitrato, pH, silte, argila, areia e relação C:N, representaram 49,10%

nos dois primeiros eixos de análise. Umidade relativa e nitrato foram os principais fatores

influenciadores da atividade metabólica em solos de planícies aluviais amazônicas.
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Tabela 1. Valores médios (± DP) de fatores químicos do solo: umidade relativa (%) pH (CaCl2), carbono total (%), nitrogênio total (%), amônio (mg Kg-1), nitrato (mg Kg-1),
areia (%), argila (%) e silte (%) durante períodos não inundado e inundado em sítios amostrais florestal e sistema agrícola tradicional em diferentes tipo de água da Amazônia.

Parâmetros
físico-químicos

Planície aluvial de água negra
do Rio Negro

Planície aluvial de água clara do Rio
Tocantins

Planície aluvial de água branca do Rio
Solimões

NI I NI I NI I

FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT

Umidade relativa (%) 4,88*a±
2,18

1,98*a±
0,34

42,97*a±
12,04

30,78*a±
5,16

8,05*a±
5,24

6,09*a±
1,16

33,74*a±
2,78

31,0*a±
3,75

4,60*a±
0,44

2,85*a±
0,07

37,92*a±
0,20

32,99*a±
0,70

pH (CaCl2) 3,77*a±
0,14

4,05*a±
0,08

3,79*a±
0,22

4,42*b±
0,35

3,65*a±
0,01

3,97*a±
0,04

3,75*a±
0,01

4,08*a±
0,09

4,15*a±
0,05

4,08*a±
0,04

4,58*a±
0,25

4,43*a±
0,06

Carbono Total (%) 4,45*a±
1.80

4,55*a±
0,59

2,12*a±
0,64

0,96*a±
0,64

2,05*a±
1,04

1,37*a±
0,14

1,49*a±
0,69

1,14*a±
0,85

1,35*a±
0,10

1,12*a±
0,21

0,75*a±
0,25

0,86*a±
0,35

Nitrogênio Total (%) 0,52*a±
0,12

0,43*a±
0,06

0,16*a±
0,04

0,08*a±
0,05

0,25*a±
0,06

0,16*a±
0,10

0,12*a±
0,05

0,10*a±
0,05

0,23*a±
0,02

0,20*b±
0,03

0,09*a±
0,02

0,09*a±
0,02

Amônio (mg Kg-1) 24,88*a±
10,28

10,86*a±
5.81

77,69*a±
40,75

20,00*b
± 7,92

6,08*a±
2,85

13,00*a±
9,21

31,44*a±
17,96

24,35*a±
5,28

4,41*a±
1,91

8,44*a±
2,79

23,18*a±
1,67

12,85*a±
0,73

Nitrato (mg Kg-1) 2,73*a±
4,41

1,90*a±
0,86

0,09*a±
0,16

0,00*a±
0,00

9,33*a±
2,03

4,20*b±
1,52

0,25*a±
0,20

0,07*a±
0,06

0,66*a±
0,77

7,10*b±
2,38

0,00*a±
0,00

0,00*a±
0,00

Areia1 (%) 63,43±
7,65

77,64±
6,67

63,43±
7,65

77,64±
6,67

30,14±
2,42

53,39±
14,92

30,14±
2,42

53,39±
14,92

2,84b ±
0,24

8,11a ±
2,81

2.84b ±
0,24

2.84b ±
0,24

Argila1 (%) 29,35±
5,08

18,07±
5,02

29,35±
5,08

18,07±
5,02

26,03±
3,34

17,62±
8,34

26,03±
3,34

17,62±
8,34

22,33±
1,20

21,8±
2,10

22,33±
1,20

22,33±
1,20

Silte1(%) 7,22±
2,60

4,3±
1,66

7,22±
2,60

4,3±
1,66

43,83±
1,25

28,99±
11,5

43,83±
1,25

28,99±
11,5

74,83a ±
1,40

70,09b±
0,78

74,83a±
1,40

74,83a±
1,40

DP, Desvio Padrão
FLO, Florestal; SAT, Sistema Agrícola Tradicional;
NI, Período Não Inundado; I, Período Inundado.
Valores com a mesma letra não foram significativamente diferentes  (p < 0.05) baseados no teste de Tukey HSD (Teste de Tukey da Diferença Honestamente Significativa) comparando FLOR versus SAT dentro de cada
sazonalidade dos tipos de água da Amazônia.
Valores com o mesmo número de asterisco (*) não foram significativamente diferentes (p < 0.05) baseados no teste de Tukey HSD.
Todos os testes foram realizados com nível de significância de 5%.
1 A análise de granulometria do solo (porcentagens de areia, argila e silte) foram realizadas apenas no período não inundado.
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Figura 9. Diagrama de ordenação restrito para os dois primeiros eixos de análise de redundância (RDA) com
base nos fatores físico-químicos do solo e sua relação com a utilização de fontes de carbono às 168 h pela
comunidade microbiana em três pontos de amostragem (P1, P2 e P3) de sítios florestais e sistemas agrícolas
tradicionais de planícies aluviais amazônicas de rio de água negra (em azul), água clara (em amarelo) e água
branca (em cinza) em dois períodos sazonais (não inundado e inundado). As quatro formas geométricas
representam o sítio florestal não inundado (triângulo invertido), sistema agrícola tradicional não inundado
(quadrado), sítio florestal inundado (círculo) e sistema agrícola tradicional inundado (losango)

3.3.3 Contribuição da sazonalidade, uso da terra e tipo de água para a variação das

características metabólicas da comunidade microbiana

A VPA (Figura 10) foi utilizada para clarificar a influência da sazonalidade (período

não inundado e inundado), uso da terra (florestal e sistema agrícola tradicional) e tipo de água

(negra, clara e branca) sobre a função metabólica (guildas funcionais). A análise revelou que a

proporção explicada puramente pelo tipo de água (41,72%) na atividade metabólica de

comunidades microbiana é maior do que a explicação das variações pela sazonalidade

(19,55%) e uso da terra (15,28%).
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Figura 10. Análise de partição da variância (VPA) da contribuição da sazonalidade, uso da terra e tipo de água
para a variação do consumo de guildas de substratos (aminoácidos, aminas, ácidos carboxílicos, carboidratos,
compostos fenólicos e polímeros) pela comunidade microbiana em solos de planícies aluviais de diferentes águas
amazônicas

3.4 Discussão

BIOLOGTM EcoPlate tem sido cada vez mais utilizada como metodologia de avaliação

de perfis metabólicos de comunidades microbianas em áreas úmidas [4, 19, 28-32]. Esse

estudo revelou a distribuição da diversidade funcional metabólica de comunidades

microbianas em diferentes planícies aluviais amazônicas pela primeira vez. Salientamos que a

metodologia BIOLOGTM EcoPlate possui uma configuração fechada, sendo que a resposta

alcançada está dentro de um espectro esperado, ou seja, dentro das fontes contempladas pela

metodologia. Nossos dados possuem caráter exploratório e destacam a necessidade de

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

Influência do uso da terra nos padrões de diversidade metabólica

Na tentativa de avaliar tanto o efeito dos pulsos de inundações em planícies aluviais

sob a influência de águas com diferentes colorações tal como sobre os usos da terra,
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selecionamos o uso de solo florestal e sistema agrícola tradicional. O padrão de resposta da

microbiota do solo da planície aluvial de rio de água negra revela que o sítio florestal quando

comparado ao sistema agrícola tradicional apresentou uma maior capacidade geral da

comunidade microbiana em utilizar uma gama superior de fontes de carbono (riqueza) e

atividade metabólica média (AWDC). Os solos da planície aluvial de rio de água clara, por

sua vez, apresentaram padrões diferentes em decorrência da sazonalidade. No período não

inundado, o sistema agrícola tradicional apresentava maior capacidade geral de utilização

quando comparado ao sítio florestal, no entanto a riqueza metabólica foi inferior. No período

inundado, o sítio florestal responde com a maior atividade metabólica e riqueza de utilização

de substratos. A comunidade microbiana do solo de planície aluvial de rio de água branca

indicou que o sistema agrícola tradicional apresenta uma atividade microbiana e uma riqueza

metabólica superior ao sítio florestal em ambos os períodos. A teoria ecológica sugere que

maior diversidade de plantas deve levar a maior diversidade funcional da comunidade

microbiana, talvez seja surpreendente que a influência da diversidade de plantas na função da

comunidade microbiana não tenha sido fortemente observada [33-34] em todas as planícies

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 oligotróficas que acabam ficando em desvantagem.

Em relação a diferença de uso específico de fontes orgânicas, algumas inferências

podem ser feitas em relação ao uso da terra. A amina (Feniletilamina) não foi utilizada pela

microbiota do solo do sítio florestal da planície aluvial de água branca. Oest et al. [36] ao

investigar os padrões de utilização do substrato de carbono das comunidades microbianas de

sedimentos do Rio Saint Clair e do Lago Saint Clair na fronteira entre EUA e Canadá,

observaram que essa amina tinha sido utilizada em um nível significativamente mais alto nos

sedimentos do rio e não foram utilizados, ou foram mal metabolizados, pelas comunidades

microbianas nos sedimentos do lago.

A D-xilose que é o segundo açúcar mais abundante da lignocelulose [37], não foi

utilizado durante o período não inundado pela microbiota do solo do sistema agrícola

tradicional de água clara, enquanto isso no sítio florestal ele foi moderadamente consumido

AWDC0,64.

Influência dos pulsos de inundação nos padrões de diversidade metabólica
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As inundações podem ser consideradas um grande distúrbio em ecossistemas de

várzea, resultando em efeito sobre a dinâmica do carbono e dinâmica microbiana [38]. Grande

parte dessas alterações podem ser resultantes da liberação de compostos orgânicos solúveis no

solo, criando condições favoráveis para o crescimento de micro-organismos [39].

A análise dos dados de utilização das 31 fontes de carbono revela que a inundação

resultou em uma gama mais diversa e intensa de utilização de substratos pela população

microbiana nativa. No entanto, algumas fontes apresentaram comportamento que vale ser

destacado, como por exemplo o composto fenólico, Ácido 2-hidroxibenzóico não utilizado

pelos sítios amostrais de solo de planície aluvial de águas negra e clara durante o período

inundado. Em estudo realizado por [39], com simulação de inundação, o substrato era um dos

menos degradados pela microbiota do solo. Rutgers et al. [40] aponta para o fato desse

substrato ser de difícil degradação. Ao contrário, o também composto fenólico avaliado

(Ácido 4-hidroxibenzóico) que se distingue pela posição dos grupos hidroxila no anel de

fenol, apresentou melhor metabolização durante o período inundado. Dentre os ácidos

carboxílicos que apresentaram alteração entre os períodos, o Ácido d-galacturônico foi bem

assimilado pela microbiota presente no solo em planícies aluviais de rios de águas negras,

claras e brancas durante o período inundado. Furtak et al. [39] apresentou o Ácido

d-galacturônico como um dos substratos mais intensamente decompostos. Segundo [32], o

Ácido d-galacturônico surge geralmente durante a hidrólise enzimática da pectina.

Embora a taxa de utilização das seis guildas de carbono pelas comunidades

microbianas do solo tenha variado com o tipo de água e período amostral, preferencialmente,

os grupos utilizados foram aminoácidos, polímeros e ácidos carboxílicos. Dentre os seis

aminoácidos avaliados, a melhor metabolização de substratos em decorrência da inundação

decorrente do pulso de inundação foi observada em L-arginina, L-asparagina e L-serina.

L-asparagina e L-serina pertencem ao grupo de aminoácidos polares e têm uma estrutura

química semelhante [32]. O acúmulo de matéria orgânica do solo e o maior conteúdo de N do

solo apresentaram relação positiva com o acréscimo de aminoácidos livres, adsorvidos e

hidrolisáveis em solo de altitudes elevadas [41]. Assim a entrada de resíduos e o provável

aumento do nível de serapilheira decorrentes dos pulsos de inundações podem tornar esses

substratos mais utilizados. A produção e utilização de aminoácidos nas células vegetais ou
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microbianas, bem como os processos do ecossistema, estão todos significativamente

relacionados à composição de aminoácidos do solo [41].

A utilização dos grupos de substratos polímeros foi mantida em um nível mais alto

durante o período não inundado. A criação de um ambiente mais favorável para certos

micro-organismos do solo para utilizar substratos específicos foi observada também por [42]

ao monitorar as mudanças da comunidade microbiana em solos ácidos degradados, avaliados

em um experimento de microcosmo utilizando a lama vermelha (resíduo de bauxita) como

possível agente estimulante para atividade microbiana.

Cristian et al. [43] ao avaliarem padrões sazonais na interface sedimento-água em um

reservatório eutrófico nos EUA relataram diferenças sazonais no padrão de uso de substrato.

Durante a primavera, período em que ocorre aumento de temperatura e decréscimo de

oxigênio dissolvido, a preferência foi por carboidratos. Com o advento do verão, maior

acréscimo de temperaturas e esgotamento de oxigênio dissolvido, a preferência de substratos

mudou para aminoácidos, ácidos carboxílicos e aminas. Já durante o inverno, carboidratos e

polímeros foram os mais metabolizados. Sedimento de um riacho de água doce tropical

avaliado sob condições aeróbias e anaeróbias apresentaram maior diversidade metabólica sob

condições anaeróbias [44].

Em solos de planícies aluviais de rios de águas negras e claras, a utilização

preferencial do carboidrato denominado D-xilose foi observada nos sítios florestais durante o

período não-inundado. Sob influência da inundação, houve um decréscimo acentuado ou não

utilização do mesmo. O decréscimo de utilização também foi observado para outros

carboidratos, tais como: D-Celobiose, alpha-D-Lactose, Beta-metil-d-glicosídeo.

O polímero Tween 40 foi o substrato mais metabolizado de forma geral. Com exceção

da baixa utilização pela microbiota do solo no sistema agrícola tradicional de rio de água

negra e sítio florestal de rio de água clara durante o período não inundado, AWDC esteve

acima de 0,65 em todos os pontos amostrais. Behera et al. [45] ao avaliarem a diversidade

estrutural e metabólica de comunidades microbianas da rizosfera de Phragmites karka em

uma lagoa costeira tropical na Índia revelaram que os polímeros 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: Ácido D-galacturônico (ácidos

carboxílicos), Ácido 4-hidroxibenzóico (composto fenólico), D-manitol (carboidrato),

L-asparagina (aminoácido), Putrescina (aminas) e Tween 40 (polímero). Nossos resultados
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revelam padrão de comportamento similar para os substratos Tween 40 e 80 (polímeros),

L-Asparagina (aminoácido) e D-manitol (carboidrato). Assim, polímeros e aminoácidos que

estão tipicamente presentes nos exsudatos da raiz [45] parecem fornecer os melhores

substratos de crescimento para comunidades do solo amazônico.

Influência da coloração das águas nos padrões de diversidade metabólica

Respostas das comunidades microbianas dos solos de planícies aluviais de rios de

águas negras e brancas apresentaram o mesmo padrão em relação a menor utilização de

substratos (compostos fenólicos). Os dados sugerem que os solos sob a influência de água

clara possuem menor capacidade de utilizar aminas durante o período não inundado e

carboidratos durante o período inundado. Em estudo recente conduzido em manguezais

tropicais chineses, os autores traçaram perfil de utilização de fontes de carbono contempladas

pela metodologia BIOLOGTM EcoPlate, a taxa de utilização de polímeros, aminoácidos e

ácidos carboxílicos variou conforme a região de amostragem, mas foi maior do que o das

outras três fontes de carbono [4].

Claramente, compreender como as comunidades microbianas respondem a vetores de

mudança climática em condições de campo é importante para fazer previsões precisas de

como os ecossistemas podem responder a cenários futuros climáticos. Castro et al. [46]

avaliaram respostas da comunidade microbiana do solo a múltiplos fatores experimentais de

mudanças climáticas e a precipitação teve o maior impacto na composição da comunidade

microbiana. Os autores salientam que a umidade do solo pode afetar o estado fisiológico dos

micro-organismos, propriedades físico-químicas dos solos e a produtividade das plantas.

O fator ambiental ‘umidade do solo’ em planícies aluviais de água negra e branca

atuou no acréscimo de metabolização das fontes de carbono e mudanças das guildas de

utilização, já em solos de planície aluvial de água clara o pulso de inundação foi um preditor

de alteração de guildas utilizadas. Durante o período inundado houve uma prevalência do uso

da guilda aminoácidos, que é considerada uma fonte de carbono rica em nitrogênio para

plantas em ecossistemas naturais e sistemas agrícolas [47, 48]. A microbiota além de utilizar o

carbono presente em tais substratos, incorpora a cadeia lateral de NH4
+, que posteriormente é

transformado em moléculas orgânicas, como aminoácidos e proteínas [36]. Liu et al. [49] ao

avaliarem taxas de absorção e contribuições de formas orgânicas e inorgânicas de N por
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marcação com 15N espécies arbóreas dominantes em florestas temperadas e tropicais

revelaram uma forte preferência por NH4
+ ao invés de glicina e absorção de NO3

-. Os dados

das frações de nitrogênio revelam o acréscimo das concentrações de NH4
+ em decorrência do

pulso de inundação, de acordo com [50] o incremento de nitrogênio (N), particularmente em

florestas tropicais ricas em N, provavelmente mudará a composição e o comportamento das

comunidades microbianas impulsionada por interações complexas entre a comunidade

microbiana composição, capacidade enzimática e química do solo.

3.5 Conclusão

Em conclusão, os resultados obtidos demonstraram que os solos de planícies aluviais

com diferentes propriedades biogeoquímicas têm comunidades microbianas que exibem

respostas metabólicas distintas a uma variedade de fontes de carbono. Observamos que as

alterações do solo resultante dos pulsos de inundação e consequente acréscimo do parâmetro

‘umidade do solo’, desencadeou aumento da atividade metabólica em solos de planícies

aluviais de rios de águas negra e branca. Já sob solo de planície aluvial de rio de água clara,

com a maior habilidade metabólica geral, a mudança esteve mais relacionada a alteração das

guildas funcionais, com o sítio florestal alterando o maior consumo de polímeros e ácidos

carboxílicos para carboidratos e o sistema agrícola tradicional, de aminoácidos e ácidos

carboxílicos para polímeros. Em relação à segunda hipótese, os resultados revelam que

existem diferenças nos perfis metabólicos de solos sob influência de diferentes águas

amazônicas. Demonstramos que a microbiota do solo de planície aluvial de rio de água branca

é distinta em riqueza metabólica daquelas de solo de planícies aluviais de rios de águas negra

e branca. Fornecemos assim, algumas informações que reforçam a importância de incluir

solos sob a influência de diferentes águas e a ‘umidade do solo’ como fator ambiental

modelador em planícies aluviais amazônicas para monitoramento e planejamento da

conservação.
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4 Capítulo 3 - PRODUÇÃO POTENCIAL DE METANO EM SOLOS DE PLANÍCIES

ALUVIAIS AMAZÔNICAS EM CENÁRIO PREVISTO DE MUDANÇA

CLIMÁTICA2

RESUMO

Os solos de planícies aluviais amazônicas armazenam grande quantidade de carbono orgânico,

o qual pode ser liberado na atmosfera como gás metano (CH4). Para explorar a importância da

metanogênese acetoclástica, hidrogenotrófica e metilotrófica em planícies aluviais dos Rios

Negro (água negra), Tocantins (água clara) e Solimões (água branca) localizadas na Amazônia

brasileira, assumindo um acréscimo de 2ºC previsto para essa região como consequência das

mudanças climáticas, o potencial de produção de CH4 pela microbiota do solo foi avaliado em

reatores biológicos anaeróbios. As amostras de solos foram enriquecidas com meio de cultura

acrescido de acetato de sódio, formiato de sódio e metanol, separadamente, para estimular os

metabolismos acetoclástico, hidrogenotrófico e metilotrófico, respectivamente.

Adicionalmente, a glicose foi utilizada como indutor da fermentação anaeróbia, com seus

produtos da fermentação podendo ser utilizados como substratos primários para a

metanogênese. O monitoramento da produção de CH4 foi realizado por cromatografia gasosa

em um total de 144 biorreatores. Analisando o potencial de produção de CH4 entre os

precursores das vias acetoclástica, hidrogenotrófica e metilotrófica, os enriquecimentos em

biorreatores contendo acetato de sódio (0,19 ± 0,04 a 595,38 ± 149,69 µmol.g-1 de solo) e

metanol (0,08 ± 0,02 a 1474,72 ± 391,86 µmol.g-1 de solo) apresentaram maior potencial

quando comparados aos enriquecimentos com formiato de sódio (0,11 ± 0,00 a 41,96 ± 1,22

µmol.g-1 de solo). As mais elevadas produções de CH4 para os enriquecimentos co m acetato2

de sódio, glicose e metanol foram observadas no sistema agrícola tradicional de água branca

durante o período não inundado (595,38 ± 149,69, 2043,86 ± 198,51, 1474,72 ± 391,86

µmol.g-1 de solo, respectivamente) coincidindo com a maior temperatura de incubação

(33,60ºC). 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

hibridizações para a degradação e fixação de carbono e metanogênese não foram associadas

às maiores produções de CH4. Esses resultados demonstram a relevância do potencial de

2 Artigo não submetido
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produção de CH4 pela metanogênese metilotrófica e reforçam a compreensão acerca do

envolvimento de genes microbianos associados a múltiplos processos no solo, além daqueles

associados à ciclagem de carbono, como responsáveis por essa produção de CH4.

Palavras-chave: Degradação anaeróbia; microarranjo de DNA; acetato de sódio; formiato de

sódio; metanol.

4.1 Introdução

O funcionamento das planícies aluviais amazônicas está vinculado a diferentes

dinâmicas de trocas gasosas e tem sido apontado como uma importante, mas ainda pouco

conhecida, fonte natural de emissão de CH4 nos trópicos. A dinâmica dos fluxos gasosos está

atrelada a condições altamente variáveis e heterogêneas, que oscilam de estritamente aeróbias

a estritamente anaeróbias [1]. Essa dinâmica é resultado da variação mais marcante do sistema

de várzea amazônica que são as inundações sazonais. O pulso de inundação, responsável pela

mudança na saturação do solo, torna essas áreas predispostas à atividade da comunidade

microbiana anaeróbia.

O ciclo de CH4 em áreas úmidas é impulsionado principalmente por metanogênicas e

metanotróficas [2]. As metanogênicas são um grupo de micro-organismos filogeneticamente

coesos do domínio Archaea responsáveis pela produção de CH4, considerado o segundo gás

de efeito estufa mais importante, com potencial de aquecimento global 25 vezes superior ao

do gás carbônico (CO2) [3]. Não obstante, apenas uma fração do CH4 produzido pelas

metanogênicas é emitida para a atmosfera, uma vez que parte é oxidada pelas metanotróficas

aeróbias e anaeróbias. Diante deste cenário e frente às mudanças em frequência de secas e

cheias resultantes do aquecimento global [4,5] faz-se necessário compreender em mais

detalhes como a seca e a inundação afetam o ciclo do CH4 em planícies aluviais amazônicas.

A Amazônia, longe de ser homogênea, é 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 inundações sazonais com emissões reais

variando com a área inundada e as características hidrogeoquímicas dos corpos d’água [6,7].

Sendo assim, as águas amazônicas são classificadas em três categorias biogeoquímicas (águas
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negra, clara e branca) distintas por uma combinação de conteúdo de nutrientes dissolvidos,

tipo de sedimento, transparência e acidez [8]. Tal classificação tem revelado alta

heterogeneidade no fluxo de CH4 em escala temporal e espacial de grandes rios amazônicos

[9,10]. No entanto, a influência do tipo biogeoquímico da água sobre as comunidades

relacionadas ao ciclo do CH4 ainda permanecem poucos documentadas, apesar dos esforços

da comunidade científica [11,12].

As comunidades microbianas metanogênicas possuem uma gama de substratos

específicos, sendo ainda dependente de uma rede complexa de micro-organismos que

conduzem até as condições necessárias para o estágio terminal da degradação da matéria

orgânica [13]. Ocorrendo assim na etapa final a conversão de acetato, formiato, H2/CO2 ou

metanol em CH4 [14-16]. São assim classificadas em três grupos baseados no uso de substrato

- acetoclástica, hidrogenotrófica e metilotrófica [17]. A metanogênese acetoclástica é

realizada por Methanosarcina e Methanosaeta [18,19] que dividem o acetato para formar o

CH4 e o CO2. As metanogênicas hidrogenotróficas oxidam H2, formiato ou alguns álcoois

simples e reduzem o CO2 a CH4 [17]. As ordens Methanobacteriales, Methanococcales,

Methanopyrales, Methanocellales e Methanomicrobiales são predominantemente compostas

por metanogênicas hidrogenotróficas [16, 20]. O terceiro tipo de substrato é o grupo que

inclui metanol e compostos metilados, vinculando-se à metanogênese metilotrófica, que é

realizada por membros da ordem Methanomassiliicoccales e Methanofastidiosales. Elas

possuem sistemas de metiltransferase específicos de substrato para a utilização 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 áreas amostrais estudadas nesse trabalho demonstrou

a presença de diferentes ordens metanogênicas: Methanobacteriales, Methanocellales,

Methanofastidiosales, Methanomassiliicoccales, Methanomicrobiales e Methanosarcinales

[22]. Ao contrário das suposições de longa data sobre as restrições ambientais para a

metanogênese metilotrófica, a ordem Methanomassiliicoccales apresentou adundâncias

relativas oscilando entre 4,53 e 89,98% nas áreas deste estudo. Esta descoberta, combinada

com resultados anteriores em áreas úmidas [23,24] levantou a possibilidade de que a

metanogênese metilotrófica possa contribuir para o fluxo de CH4 em áreas úmidas de água

doce [25].
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A metanogênese é um processo muito mais sensível à temperatura do que a

metanotrofia que é mais fortemente limitada pelo substrato [26]. Assim, essa diferença entre

as respostas à temperatura dentro do cenário de aumento de temperatura projetadas para

região amazônica poderá perturbar o equilíbrio entre os dois processos, aumentando as

emissões de metano desses ambientes de água doce.

Assumindo o aumento de temperatura em 2°C previsto para a região da Amazônia nos

próximos anos, hipotetizamos que a maior produção de CH4 em solos de sítios florestais e

agrícolas em planícies aluviais de rios amazônicos sazonalmente inundadas com águas negra,

clara e branca envolve conjuntamente as vias acetoclástica, hidrogenotrófica e metilotrófica,

com variações sazonais na conversão de acetato de sódio, formiato de sódio e metanol, em

CH4. Em uma hipótese corolária, as maiores produções de CH4 nesse cenário previsto é

acompanhada por aumento da abundância de genes microbianos associados com a

metanogênese e fixação e degradação de C. Para avaliar essas hipóteses, o efeito do aumento

pontual da temperatura no potencial metanogênico foi avaliado utilizando ensaios em reatores

biológicos contendo solo de planícies aluviais de rios com os diferentes tipos de água da

Amazônia e meio de cultura enriquecido com diferentes fontes de C (acetato de sódio,

formiato de sódio, glicose e metanol). A abundância dos genes funcionais microbianos foi

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

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Sítios de amostragem

Os solos avaliados no presente estudo foram provenientes de três planícies de aluviais

de rios com diferentes tipos de água, localizados na Amazônia brasileira (rios Negro,

Tocantins e Solimões). Amostras desses solos foram coletadas em dois locais de amostragem

identificados como floresta primária e sistema agrícola tradicional em períodos contrastantes

da hidrografia (seca e inundação) (Figura 1). A amostragem compreendeu seis combinações

de "tipo de água" vs."tipo de uso da terra" em período não inundado (outubro de 2017) e

inundado (maio de 2018). Os locais de amostragem em cada local são afetados por um pulso

de inundação de longa duração (mais de 5 meses). As áreas de estudo das planícies aluviais

foram localizadas na planície de inundação de água negra do rio Negro (3°00'41''S e

60°11'15''W), na planície de inundação de água clara do rio Tocantins (2°40'51''S e
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49°39'05''W) e na planície de inundação de água branca do rio Solimões (3°13'50''S e

59°59'26''W). O clima predominante nesta região é tropical úmido, sendo classificado como

‘Afi’ (classificação de Koppen) com temperaturas médias anuais superiores a 26ºC,

precipitação anual de aproximadamente 2000 mm, sol intenso, elevada umidade do ar e baixa

velocidade do vento [27].

Figura 1. Locais de amostragem na Amazônia brasileira, uso da terra e linha de inundação nas três áreas de
estudo sazonalmente inundadas com água negra (A), água clara (B) e água 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 agrícolas tradicionais, localizados em cada uma das planícies aluviais. Em

cada local, foram recolhidas três amostras de solo equidistantes 14 m. As amostras de solo

foram coletadas em um núcleo cilíndrico asséptico (camada de solo de 0-15 cm de

profundidade, com 10 cm de diâmetro). No regime de inundação das planícies aluviais, foram

recolhidas amostras de solo sub-aquáticos (camada de solo de 0-15 cm, com 10 cm de

diâmetro) utilizando um amostrador manual universal de sedimentos com núcleo ajustável de

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

4.2.3 Potencial de produção de CH4 com substratos adicionais

O experimento foi realizado com doze amostras compostas (três amostras de solo do
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mesmo sítio amostral foram homogeneizadas para obter uma amostra) das planícies aluviais

amazônicas. Os solos foram incubados em temperatura de 2ºC acima da temperatura de

amostragem para cada sítio, assim as temperaturas oscilaram entre 27,60 e 33,60ºC (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 anaeróbio e

8% (v/v) ao solo utilizado como inóculo (20g). O meio de cultura [28] foi preparado com a

composição (g.L-1) conforme descrito por [29]. Tanto a água como as soluções foram

preparadas de forma estéril e sob uma atmosfera de 99,99% de N2.

Tabela 1. Temperaturas de incubação dos biorreatores anaeróbios (ºC) contendo amostras de solo coletadas
durante os períodos não inundado (NI) e inundado (I) em sítios amostrais florestal (FLO) e sistema agrícola
tradicional (SAT). A temperaturas correspondem à temperatura do ar durante a amostragem acrescidas em 2ºC
conforme projeção do IPCC para região amazônica

Planície aluvial de água negra do
Rio Negro

Planície aluvial de água clara do
Rio Tocantins

Planície aluvial de água branca do
Rio Solimões

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 incubações foram realizadas até a estabilização da produção de CH4 em cada

biorreator metanogênico ou por 40 dias. Sendo dividido em duas fases: na fase 1, os primeiros

sete dias de incubação antes do acréscimo das fontes orgânicas e na fase 2 do sétimo dia até a

estabilização da produção de CH4 ou por 40 dias. Os biorreatores apresentaram as seguintes

configurações: controle água (230 mL de água destilada), controle Zinder (222,5 mL de meio,

2,5 mL de solução de vitamina, 2,5 mL de Na2S∙9H2O e 2,5 mL de NaHCO3); fontes

orgânicas (217,5 mL de meio, 2,5 mL de solução de vitamina, 2,5 mL de Na2S∙9H2O, 2,5 mL

de NaHCO3, e 5 mL de soluções de fontes orgânicas de C estoque anóxicas estéreis (1 M de

acetato de sódio, formiato de sódio, glicose e metanol; para uma concentração de 22,47 mM).

Os biorreatores foram mantidos sob atmosfera de mistura de gás N2 e CO2 (70/30%, [vol/vol])

para garantir condições anaeróbias do headspace [30]. No total, foram incubados 144

biorreatores (3 planícies x 2 períodos amostrais x 2 sítios amostrais x 6 tratamentos de

substratos x 2 repetições - ver Figura 2), e 3456 amostras foram coletadas e analisadas (3

planícies x 2 períodos amostrais x 2 sítios amostrais x 6 tratamentos x 2 repetições x 24

amostras) para quantificação de CH4.



Figura 2. Representação esquemática das doze amostras compostas utilizadas como inóculos para as culturas de enriquecimento. Os biorreatores de enriquecimento anaeróbio
a partir dos 12 inóculos foram suplementados com quatro tipos de fontes de carbono, além de dois tipos de controles e incubados sob condições de anaerobiose. Um total de
144 biorreatores foram monitorados durante o período de incubação
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4.2.4 Quantificação e cálculo de concentração de CH4 no headspace

Os biorreatores foram monitorados periodicamente quanto à concentração de CH4 no

headspace por cromatografia gasosa (GC 2014 Shimadzu, Kyoto, Japan). O gás nitrogênio foi

usado como gás de arraste com pressão de 400 kPa e as temperaturas do detector foram

ajustadas isotérmicamente em 150ºC e 400ºC, respectivamente. O equipamento foi calibrado

diariamente com sete padrões certificados: 0,96, 1,84, 3,58, 11,0, 24,0, 102,0 e 1030,0 ppm.

As amostras de gás foram coletadas com seringa de 2,5 mL com uma válvula de três vias, e

esse mesmo volume foi injetado para análise no cromatógrafo.

4.2.5 Produção cumulativa de CH4

O modelo de Gompertz modificado foi utilizado para avaliar a produção de CH4. A

taxa de produção de CH4 é proporcional à atividade microbiana na cultura de enriquecimento,

o modelo de Gompertz modificado pode ser usado para avaliar a fase de latência, rendimento

máximo de CH4 e taxa de produção de CH4 [31,32]. As taxas de metanogênese foram

calculadas a partir da concentração de CH4 mensurado, que foi convertido e corrigido

utilizando os dados de temperatura de incubação, pressão atmosférica do local de amostragem

aplicando a lei de gases. O ajuste dos dados foi feito por meio da equação de Gompertz

utilizando o software OriginPro 9.0, conforme descrito por [33] para cálculo da máxima

produção (P) e início da produção de CH4 (λ). Os resultados são apresentados a partir do

acúmulo de CH4 por grama do solo seco (µmol.g-1 de solo).

4.2.6 Extração de DNA das amostras dos biorreatores

Após análise das concentrações de CH4 do headspace dos biorreatores foram

escolhidas nove amostras. As amostras escolhidas eram provenientes dos biorreatores

metanogênicos contendo solo da planície de água branca e contemplavam reatores (controle

água, acetato de sódio, formiato de sódio, glicose e metanol) do sistema agrícola tradicional e

florestal, durante período não inundado e inundado, respectivamente. Os controles contendo

água geraram uma amostra única para hibridização para análise de Geochip 5.0. As extrações

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

concentrações e pureza das amostras de DNA foram mensuradas por espectrofotometria

(Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies, IncWilmington, DE, USA) para determinar

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

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

Genes funcionais microbianos foram analisados usando a versão 60 K do Geochip v.

5.0S (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, EUA), que contêm aproximadamente

57.000 sondas para aproximadamente 151.000 genes alvo e é focado na análise dos principais

processos ecológicos e geoquímicos (C, N, S e P) e outros grupos de genes funcionais

importantes, como genes de degradação de contaminantes orgânicos e genes de resistência a

antibióticos que alteram ou degradam o antibiótico alvo [34]. Um foco especial foi dado aos

genes envolvidos diretamente na degradação de C, fixação de C e produção de CH4

(metanogênese). A hibridização 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 abundância total de genes de cada processo.

Posteriormente, foram calculadas as abundâncias relativas referente as hibridizações para cada

gene.

4.2.8 Análise estatística

Os parâmetros P, Rm e λ foram estimados por meio do software OriginPro® versão 9.0,

sendo realizadas 100 interações para convergir os dados usando o modelo matemático de

Gompertz modificado. Os dados de detecção relativa da intensidade do sinal normalizado dos

principais genes ligados a cada família gênica são apresentados em porcentagens. Os gráficos

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

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

4.3 Resultados

4.3.1 Produção de CH4 em biorreatores

Experimentos conduzidos utilizando biorreatores revelaram que todos os solos

amazônicos possuem potencial de produção de CH4 em relação às fontes de C adicionadas

(Figura 2). A maior produção de CH4 nos biorreatores denominados “controles água” foram

observadas no sítio florestal (5,69 ± 1,28 µmol.g-1 de solo) e no sistema agrícola tradicional de

planície aluvial de água negra durante o período inundado (2,04 ± 1,29 µmol.g-1 de solo). Os

biorreatores denominados “controles Zinder” apresentaram produção de CH4 inferior ao

controle água em solos da planície aluvial de água negra com exceção do sítio florestal

durante o período não inundado que apresentou produção de 1,99 ± 0,38 µmol.g-1 de solo nos

biorreatores controle Zinder e 1,77 ± 0,13 µmol.g-1 de solo nos biorreatores controle água. Em

biorreatores contendo solos da planície aluvial de água clara foi observado o inverso do

observado em biorreatores contendo solo da planície aluvial de água negra. Onde os

biorreatores controle Zinder apresentando maior produção do que o solo incubado em

biorreatores controle água. Assim, maiores produções de CH4 para os controles Zinder foram

observadas em biorreatores contendo solos do período não inundado (sítio florestal: 5,65 ±

1,71 µmol.g-1 de solo, e sistema agrícola tradicional: 4,27± 1,04 µmol.g-1 de solo). Os

biorreatores controle água e Zinder da planície aluvial de água branca apresentaram produção

de CH4 inferior a 0,20 µmol.g-1 de solo.

Observando as médias dos biorreatores contendo o co-substrato acetato de sódio, em

planície aluvial de água negra, as maiores concentrações foram observadas no sítio florestal

durante o período inundado (203,16 ± 120,20 µmol.g-1 de solo). Em solos de planície aluvial

de águas claras, o sistema agrícola tradicional apresentou a maior produção de CH4 (275,16 ±

28,89 µmol.g-1 de solo) durante o período inundado. Já em biorreatores contendo solo da

planície aluvial de água branca, os sítios amostrais durante o período não inundado

apresentaram média de produção similar (sítio florestal: 593,19 ± 5,06 µmol.g-1 de solo, e

sistema agrícola tradicional: 595,38 ± 149,69 µmol.g-1 de solo).
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Para os enriquecimentos que receberam formiato de sódio como co-substrato, as

produções de CH4 oscilaram entre 0,11 ± 0,009 µmol.g-1 de solo e 41,96 ± 1,22 µmol.g-1 de

solo. A máxima produção e a estabilização da produção ocorreram entre 6-8 dias após o

acréscimo do co-substrato na maioria dos biorreatores. As maiores produções de CH4 foram

observadas em solos da planície de água clara no sistema agrícola tradicional (sítio florestal:

14,11 ± 5,06 µmol.g-1 de solo, e sistema agrícola tradicional: 41,96 ± 1,22 µmol.g-1 de solo).

Avaliando os enriquecimentos que receberam a glicose como co-substrato, as

produções de CH4 apresentaram seus maiores valores mensurados em solos incubados

oriundos da planície aluvial de água branca, no entanto os biorreatores contendo solo dos

sítios florestais nos dois períodos amostrais e sistema agrícola tradicional de planície aluvial

de água clara durante o período inundado não apresentaram estabilização da produção de CH4

até o 40º dia de incubação. Os biorreatores contendo solo do sistema agrícola tradicional de

água clara apresentaram a maior produção de CH4 no 26º dia de incubação (19 dias após a

adição do co-substrato), durante o período não inundado (162,36 ± 0,01 µmol.g-1 de solo). No

40º dia de incubação, os biorreatores contendo solo do sítio florestal apresentaram produção

de CH4 de 237,21 ± 21,69 µmol.g-1 de solo durante o período não inundado e 395,53 ± 54,70

µmol.g-1 de solo durante o período inundado. Já em solos do sistema agrícola tradicional a

produção acumulada foi de 350,77 ± 54,70 µmol.g-1 de solo no 40º dia.

Os biorreatores que receberam o metanol como co-substrato em solos da planície

aluvial de água negra apresentou produção média de CH4 similar em seu sítio florestal (não

inundado: 82,61 ± 18,20 µmol.g-1 de solo e inundado: 92,37 ± 50,17 µmol.g-1 de solo). Os

biorreatores contendo amostras de solo durante o período inundado atingiram a máxima

produção no 21º dia de incubação, enquanto no período não inundado isso ocorreu no 37º dia

de incubação. Nos biorreatores contendo solos da planície aluvial de água branca a maior

produção média foi observada no sistema agrícola tradicional durante o período não inundado

(1.474,72 ± 391,86 µmol.g-1 de solo). Os biorreatores contendo solos pertencentes à planície

aluvial de água clara apresentaram comportamento mais homogêneo com produções em seu

sítio florestal apresentando decréscimo com a inundação do solo da planície aluvial (período

não inundado: 51,90 ± 30,33 µmol.g-1 de solo, e período inundado: 24,38 ± 6,45 µmol.g-1 de

solo). No sistema agrícola tradicional a máxima produção passou de 33,83 ± 0,12 µmol.g-1 de

solo durante o período não inundado para 30,38 ± 13,83 µmol.g-1 de solo durante o período

inundado.
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Figura 2. Produção de CH4 (µmol.g-1 de solo) em biorreatores contendo solos de planícies aluviais de rios de
águas negra (PAN), clara (PAC) e branca (PAB) sob diferentes usos da terra (FLO - Florestal e SAT - Sistema
Agrícola Tradicional) em dois períodos sazonais (NI - não inundado e I - inundado) com diferentes condições de
incubação (controle água, controle Zinder, acetato de sódio, formiato de sódio, glicose, metanol). As barras
representam o erro padrão da taxa média de produção obtida entre a duplicata de biorreatores metanogênicos
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4.3.2 Maiores produções de CH4 em biorreatores

Baseado nos resultados obtidos nas incubações apresentadas na Figura 2, a incubação

com as produções mais significativas para os co-substratos acetato, glicose e metanol estavam

contempladas na incubação de solo no período não inundado da planície aluvial de água

branca no sistema agrícola tradicional, assim também foram inclusas as amostras do

co-substrato formiato. Com a suposição de que a produção de CH4 é uma função da atividade

de micro-organismos em biorreatores, os parâmetros cinéticos foram adequados ao modelo de

Gompertz modificado. Na Figura 3 a cinética da produção de CH4, além do ajuste por meio da

equação de Gompertz modificado dos biorreatores do sistema agrícola tradicional de água

branca pode ser visualizado. Na Tabela 2, os dados do cálculo da produção máxima (P) e

início da produção CH4 (λ) com base nos valores obtidos por meio da equação de Gompertz

modificado, além da maior produção mensurada são apresentados.
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Figura 3. Os gráficos da representação A representam a curva de Gompertz para os ensaios metanogênicos
contendo solo pertencente ao sistema agrícola tradicional à planície aluvial de água branca durante o período não
inundado. Os controles: água (R1 e R2) e meio de cultura Zinder (R1 e R2) e co-substratos: acetato de sódio (R1
e R2), formiato de sódio (R1 e R2), glicose (R1 e R2) e metanol (R1 e R2) têm a sua produção de CH4

apresentada na unidade (µmol. grama-1 de solo). A seta representa o dia em que os co-substratos foram
adicionados. A representação B mostra as produções máximas por reator metanogênico e a representação C
revela as produções médias dos reatores acrescidos das barras contendo o erro padrão da taxa média de produção
obtida entre a duplicata de biorreatores metanogênicos
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Tabela 2. Produção máxima de CH4 (μmol.g-1 de solo), início da produção de de CH4 e coeficiente de
determinação (R2) baseado nos parâmetros obtidos com a curva de Gompertz e máxima produção de CH4 (μmol.
g-1 de solo) medida em biorreatores com diferentes condições de incubação (controle água, controle Zinder,
acetato de sódio, formiato de sódio, glicose, metanol) em solos do sistema agrícola tradicional de planície aluvial
de água branca durante o período não inundado

Condição
experimental

P (μmol. g-1 de solo) Máxima produção medida
(μmol. g-1 de solo)

λ (dias) R2

Controle Água - R1 <0,20 <0,20 - -

Controle Água - 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 três planícies, o

solo de biorreatores de sítio florestal da planície aluvial de água branca, durante o período inundado

foi escolhido. Na Figura 4 a cinética da produção de CH4 além do ajuste por meio da equação de

Gompertz modificado dos biorreatores do sítio florestal de água branca durante o período inundado

pode ser visualizado. Na Tabela 3, os dados da máxima produção (P) e início da produção de CH4 (λ)

com base nos valores obtidos por meio da equação de Gompertz modificada são apresentados.
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Figura 4. Os gráficos da representação A representam a curva de Gompertz para os ensaios metanogênicos
contendo solo pertencente à planície aluvial de água branca durante o período inundado em seu sítio florestal. Os
controles: água (R1 e R2) e meio de cultura Zinder (R1 e R2) e co-substratos: acetato de sódio (R1 e R2),
formiato de sódio (R1 e R2), glicose (R1 e R2) e metanol (R1 e R2) têm a sua produção de CH4 apresentada na
unidade (µmol. g-1 de solo). A seta representa o dia em que os co-substratos foram adicionados. A representação
B mostra as produções máximas por reator metanogênico e a representação C revela as produções médias dos
reatores acrescidos das barras contendo o erro padrão da taxa média de produção obtida entre as duplicatas
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Tabela 3. Produção máxima de CH4 (μmol. g-1 de solo), início da produção de de CH4 e coeficiente de
determinação (R2) baseado nos parâmetros obtidos com a curva de Gompertz e máxima produção de CH4 (μmol.
g-1 de solo) medida em biorreatores com diferentes condições de incubação (controle água, controle Zinder,
acetato de sódio, formiato de sódio, glicose, metanol) em solos florestais de planície aluvial de água branca
durante o período inundado

Condição
experimental

P (μmol.g-1 de solo) Máxima produção medida
(μmol. g-1 de solo)

λ (dias) R2

Controle Água - R1 <0,20 <0,20 - -

Controle Água - 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 condições de produção de CH4 afetam a diversidade funcional

da comunidade dos solos incubados sob diferentes co-substratos, o DNA genômico do solo

incubado foi analisado ao final de cada incubação com a metodologia de microarranjo de

DNA (Geochip versão 5S) (Tabela 4). Um total de 110 genes diretamente ligados ao ciclo do

C mostraram uma hibridização significativa em pelo menos duas das nove amostras de DNA

do solo. Todos os principais grupos genéticos funcionais associados ao ciclo do carbono

incluídos no GeoChip foram detectados em todas as amostras.
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Tabela 4. Nomenclatura, descrição das amostras e média da produção máxima de CH4 mensurada nos
biorreatores escolhidos para a metodologia de microarranjo de DNA (Geochip v.5S)

Nomenclatura Descrição da amostra Média da produção máxima
medida entre os biorreatores
(μmol.g-1 de solo)

Controle Biorreatores “controle água”: R1 e R2 do sistema agrícola
tradicional, período não inundado + R1 e R2 do sítio florestal,
período inundado

<0,20

Acetato 1 Biorreatores “acetato”: R1 e R2 do sítio florestal, período
inundado

318,96

Acetato 2 Biorreatores “acetato”: R1 e R2 do sistema agrícola tradicional,
período não inundado

595,38

Formiato 1 Biorreatores “formiato”: R1 e R2 do sítio florestal, período
inundado

14,30

Formiato 2 Biorreatores “formiato”: R1 e R2 do sistema agrícola tradicional,
período não inundado

13,22

Glicose 1 Biorreatores “glicose”: R1 e R2 do sítio florestal, período
inundado

457,14

Glicose 2 Biorreatores “glicose”: R1 e R2 do sistema agrícola tradicional,
período não inundado

2043,86

Metanol 1 Biorreatores “metanol”: R1 e R2 do sítio florestal, período
inundado

60,17

Metanol 2 Biorreatores “metanol” : R1 e R2 do sistema agrícola tradicional,
período não inundado

1474,72

4.3.3.1 Degradação de C

O potencial metabólico funcional das famílias/enzimas dos genes de degradação de C

foram classificadas de C lábil para C recalcitrante (Figura 7). A degradação de amido (amyA),

quitina (chitinase), hemicelulose (Ara - Arabinofuranosidase), lignina (phenol_oxidase),

celulose (cellobiose) e pectina (pme - pectin methylesterase) foram os genes com maiores

hibridizações para as respectivas famílias gênicas.

Em relação às famílias/enzimas dos genes relacionados ao ciclo do carbono, o gene

amyA responde com a maior porcentagem de hibridizações em todas as nove amostras

(23,54-24,74%) apresentando seu maior número de hibridizações nos solos incubados que

apresentaram as menores produções de CH4 (controle e formiato 1 e 2). O gene mais

abundante na degradação de quitina apresentou as maiores porcentagens de hibridizações nos

biorreatores metanogênicos contendo metanol como co-substrato (6,61 e 6,94%).



82

Figura 7. Detecção relativa da intensidade do sinal normalizado por Geochip de genes relacionado com a degradação de carbono (%) classificadas de C lábil para C
recalcitrante presentes em amostras de solo incubadas em biorreatores anaeróbios denominados como controle e co-substratos acetato de sódio, formiato de sódio, glicose e
metanol em diferentes condições de produção de CH4
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4.3.3.2 Fixação de C

A fixação do C foi a segunda categoria mais importante no ciclo do carbono em todas

as amostras (Figura 8). As vias de fixação de C no solo incubados incluíram 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 ácido tricarboxílico

redutor (rTCA).

As principais enzimas nas vias de fixação autotrófica de carbono usadas para indicar

autotrofia incluem a TktA (Transketolase) no ciclo de Calvin, oscilando entre 3,89 e 4,48%, a

CsoS1_CcmK (Microcompartments protein) na via do macrocompartimento bacteriano

apresentou porcentagens de hibridizações entre 2,69 e 4,24%, o FTHFS

(Formyltetrahydrofolate synthetase) na via redutiva do acetil-CoA com hibridizações 1,69 a

2,16%, Por_DiC4HB (Pyruvate synthase) no ciclo de dicarboxilato/4-hidroxibutirato, AcnA

(Aconitate hydratase 2) no ciclo do ácido tricarboxílico 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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Figura 8. Detecção relativa da intensidade do sinal normalizado por Geochip de genes relacionado com a fixação de carbono (%) presentes em amostras de solo incubadas em
biorreatores anaeróbios denominados como controle e co-substratos acetato de sódio, formiato de sódio, glicose e metanol em diferentes condições de produção de CH4
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4.3.3.3 Metabolismo do CH4

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 não cultivados, com exceção de:

Methanocorpusculum labreanum Z (Gene ID 124363917), Methanoculleus marisnigri JR1

(Gene ID 126178328), Methanofollis ethanolicus (Gene ID 380692198), Candidatus

Methanoregula boonei 6A8 (Gene ID 153998677), Methanosaeta harundinacea (Gene ID

61743606), Methanosaeta harundinacea 6Ac (Gene ID 386001204), Methanohalobium

evestigatum Z-7303 (Gene ID 298674844), Methanolobus profundi (Gene ID 380692170) e

Methanosarcina barkeri str, fusaro (Gene ID 72395594).

Figura 9. Detecção relativa da intensidade do sinal normalizado por Geochip de genes relacionado com o
metabolismo de CH4 (%) presentes em amostras de solo incubadas em biorreatores anaeróbios denominados
como controle e co-substratos acetato de sódio, formiato de sódio, glicose e metanol em diferentes condições de
produção de CH4

4.3.3.4 Respostas dos genes funcionais ligados ao C

A análise de componentes principais (ACP) foi conduzida para examinar se a estrutura

da comunidade microbiana mudou significativamente em diferentes taxas de produção de

CH4. Conforme mostrado na Figura 10 os biorreatores com menores produções de CH4 (< 25
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µmol.g-1 de solo) e produções medianas de CH4 (25 a 500 µmol.g-1 de solo) agruparam-se.

Especificamente, os biorreatores com as maiores produções de CH4 (500 a 2100 µmol.g-1 de

solo) apresentaram comportamento completamente distintos.

Figura 10. Eixos 1 e 2 da análise de componentes principais explicam 35,70 e 32,60%,
respectivamente, da variação dos principais genes funcionais ligados a fixação, degradação de C e
metanogênese detectadas por microarranjo de DNA (Geochip).

4.4 Discussão

A inundação e dessecação são eventos-chave para processos metanogênicos [15] em

áreas úmidas, especialmente em áreas que sofrem inundações sazonais, como as planícies

aluviais de rios amazônicos. Os solos de planícies aluviais amazônicas dos rios Negro,

Tocantins e Solimões, utilizado para a cultura de enriquecimento revelaram potenciais claros

de produção de CH4 com/sem quaisquer adições de co-substratos como precursores.

Desempenho dos biorreatores

Aqui fornecemos evidências de que solos das planícies aluviais amazônicas de águas
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negra, clara e branca possuem potencial para a atividade metanogênica estimulada por

acetato, formiato, glicose e metanol, com padrões de comportamento diferentes. Sete dias

após a inoculação do solo, os biorreatores vinculados às planícies de água negra e clara sem a

adição de co-substratos foram capazes de produzir CH4. O desempenho dos biorreatores

contendo solo oriundos da planície aluvial de água branca foi baixo (<0,2 µmol.g-1 de solo) ou

nulo naqueles biorreatores denominados controle água e controle Zinder. Ji et al. [12] e [11]

ao avaliarem as taxas de produção de CH4 em sedimentos amazônicos de áreas inundáveis

com águas negras, claras e brancas incubados sem acréscimo de co-substratos, observaram

que as taxas de produção foram de uma a duas ordens de magnitude menores em sedimentos

áreas inundáveis de água branca quando comparados ao sedimento sob a influência de outros

tipos de águas. Os solos de planície aluvial de água branca apresentaram comportamento

único devido às suas baixas taxas de produção de CH4 naqueles biorreatores controle e

elevadas produções ao terem os co-substratos adicionados. Esta característica funcional pode

ser melhor explicada pelas menores concentrações de carbono observadas em solos de águas

brancas (Tabela 1 - Capítulo 2) aliada a altas concentrações de ferro e manganês (como

indicadores para disponibilidade de aceptores de elétrons - dados não apresentados aqui). É

possível que a falta de substratos lábeis por si só favorece outros micro-organismos e não a

ação das arqueas metanogênicas, enquanto o aumento da disponibilidade de C permite

elevadas produções.

Arqueas metanogênicas operam na ausência de oxigênio, no entanto, podem

sobreviver em solos aerados e dissecados [36]. Sendo provável e principalmente devido a

plasticidade, que o potencial de funcionamento metanogênico foi restabelecido prontamente

assim que as condições de anaerobiose foram estabelecidas durante a incubação. In situ, tais

condições geralmente ocorrem algum tempo após a inundação, o período de atraso depende

da disponibilidade relativa de matéria orgânica degradável e aceptores de elétrons inorgânicos

e orgânicos [37].

Microarranjo de DNA (Geochip v. 5.0S)

As condições de anaerobiose aliado ao acréscimo de substratos metanogênicos

específicos revelaram abundâncias relativas por biorreator (ou seja, as abundâncias de genes

funcionais com base na intensidade de Geochip ligado ao ciclo do carbono) de uma maioria

dos genes funcionais associados à degradação e fixação de carbono e metabolismo do CH4.
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Esses genes incluíram genes para amido (amyA), quitina (chitinase) e hemicelulose (Ara -

Arabinofuranosidase). Comparando tais genes sob a ótica da produção de CH4 nos

biorreatores, aqueles que continham acetato e metanol como co-substratos apresentaram uma

redução de hibridizações ligadas ao gene amyA quando comparado aos biorreatores controle.

A abundância de genes funcionais microbianos do solo a partir do DNA pode refletir o

potencial metabólico da comunidade microbiana, mas não necessariamente a comunidade

microbiana real funcionando in situ [38]. Yang et al. [39] ao avaliarem por Geochip, solos

provenientes de microcosmos anóxicos construídos na tentativa de mimetizar permafrost com

duas temperaturas de incubação (-2ºC e 8ºC) foram escolhidas para simular uma condição de

quase congelamento e o mês mais quente em solo ártico observaram uma diminuição da

abundância total relativa dos genes amyA, chitinase e ara ao final de 122 dias do solo

incubado a 8ºC.

Sete vias de fixação de CO2, incluindo o ciclo de Calvin e vias alternativas foram

detectadas nas amostras provenientes de biorreatores. Entre as principais famílias funcionais

de genes ou enzimas de fixação de C encontradas neste estudo, o tktA (Transketolase) no ciclo

de Calvin apresentou as maiores hibridizações. Este gene é responsável pela produção de

NADPH (nicotinamida adenina dinucleótido fosfato), bem como vários outros fosfatos

intermediários de açúcar [40]. NADPH é um passo crítico na produção e regeneração de

carboidratos bifosfatos de ribulose (RuBP) no ciclo de Calvin. O ciclo de Calvin consiste em

3 etapas principais- carboxilação, redução e regeneração [41] - na qual os genes que reuniam

altas intensidades sob a categoria de ciclo Calvin e estavam envolvidos nas três etapas do

ciclo de fixação do C. A presença de genes para carboxilação (rubisco), redução (FBPase,

TIM) e regeneração (RPI, prk), também foi observada.

Os microcompartimentos bacterianos (BMCs) têm papel crucial na fixação de CO2 em

autótrofos e no catabolismo de substratos orgânicos em heterótrofos, contribuindo para a

versatilidade metabólica de bactérias, proporcionando uma vantagem competitiva em nichos

ambientais específicos [42]. Com relação aos processos de fixação de C nos biorreatores, o

gene CsoS1_CcmK apresentou a maior porcentagem de hibridizações em biorreatores onde

houve o acréscimo de co-substratos.

A fixação de C direcionada pela abordagem de microarranjo de DNA Geochip revelou

hibridizações 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 acetogênicas [43]. As bactérias acetogênicas são um grupo de bactérias

anaeróbias obrigatórias que utilizam a via redutiva de acetil-coA para sintetizar acetato a

partir de precursores C1 [44]. O potencial para fixação de C vinculado à via supracitada foi

suportado em maior frequência pelos reatores que apresentaram maior produção de CH4

contendo como co-substrato metanol.

Para os genes relacionados ao metabolismo de CH4, a abundância de hibridizações

relacionada à metanogênese, teve seus maiores valores em biorreatores contendo como

co-substrato a glicose. Teoricamente, a degradação completa da glicose deve favorecer os

processos de fermentação a álcoois e ácidos graxos, seguido da degradação sintrófica de

álcoois e ácidos graxos em acetato e H2 [45]. Já o metanol, em solos pantanosos pode ser

produzido a partir da decomposição da pectina derivada de plantas [46]. Assim, a degradação

da glicose pode gerar os precursores para as três vias metanogênicas. Observamos a

hibridização 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 vários substratos, incluindo metanol, acetato,

metilaminas e uma combinação de hidrogênio e dióxido de carbono para produção de CH4

[47].

4.5 Conclusões

Em conclusão, este trabalho reporta que os solos de sítios florestais e sistemas

agrícolas tradicionais em planícies aluviais amazônicas sazonalmente inundadas suportam a

metanogênese através das vias acetoclástica, hidrogenotrófica e metilotrófica, utilizando o

acetato de sódio, formiato de sódio e metanol, como co-substratos metanogênicos,

respectivamente. Tornando assim, a nossa primeira hipótese aceita. De forma global, nossa

segunda hipótese é refutada. As maiores produções de CH4 em condições laboratoriais não

estão sistematicamente vinculadas às maiores porcentagens de hibridizações para

metanogênese, fixação de degradação de C avaliadas através da tecnologia GeoChip v. 5.0S.
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5 Capítulo 4 - EMISSÕES DE CH4 EM PLANÍCIES ALUVIAIS NA BACIA

AMAZÔNICA: MODELO BASEADO EM PROCESSO MICROBIANO3

RESUMO

Planícies aluviais amazônicas são fontes naturais de CH4 globalmente significativas. As

emissões líquidas de CH4 representam o equilíbrio entre a produção microbiana

(metanogênese) e a sua oxidação (metanotrofia), cada uma com diferente sensibilidade ao

pulso de inundação em planícies aluviais amazônicas. Apesar da importância dos processos

microbianos do solo para o fluxo de CH4 ainda não existem modelos matemáticos que

contemplem tais informações. Aqui, investigamos as relações entre variáveis ambientais,

aspectos ecológicos das comunidades microbianas metanogênica e metanotrófica e o fluxo de

CH4 em planícies aluviais amazônicas de rios de águas negra (Rio Negro), clara (Rio

Tocantins) e branca (Rio Solimões). Um conjunto de metadados composto por fatores físicos

e químicos do solo, dados quantitativos de abundância de grupos taxonômicos metanogênicos

e metanotróficos das áreas inundáveis com os diferentes tipos de água e métricas da paisagem

foi utilizado para a definição de um modelo matemático para a emissão de CH4 em áreas

inundáveis da Amazônia. Quatro modelos de regressão múltipla para a predição do fluxo de

CH4 nas diferentes planícies aluviais foram definidos, sendo um modelo global e os demais

individuais. Os modelos revelam que os melhores preditores de emissão de CH4 diferem por

planície aluvial. O modelo com melhor ajuste dos dados foi o da planície aluvial de rio de

água clara (R2 = 0,94), sendo composto por variáveis vinculadas às comunidades

metanogênicas (sequências gene 16S rRNA e Shannon) e a temperatura do solo. Assim,

determinar os principais impulsionadores do fluxo de CH4 em planícies aluviais amazônicas

fornecerá abordagens de escala mais precisa, bem como subsídios para a inserção de

comunidades metanogênicas e metanotróficas nesses modelos.

Palavras-chaves: Modelagem matemática; fluxo de CH4; comunidade metanogênica;

comunidade metanotrófica. 3

3 Artigo não submetido
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1 Introdução

O CH4 é reconhecido como um dos principais contribuintes para o efeito estufa, com

sua concentração atmosférica aumentando constantemente [1, 2]. As áreas úmidas são a maior

fonte natural global de CH4 atmosférico [3] emitindo cerca de 177–284 Tg de CH4 para a

troposfera a cada ano [4]. À luz da forte contribuição dos ecossistemas úmidos como

importantes emissores naturais de CH4, é determinante desvendar os fatores desencadeadores

e ainda não completamente compreendidos dos processos nesses ambientes.

Os inventários de emissão de CH4 das planícies de inundação da região amazônica,

maior fonte geográfica de emissão de CH4 nos trópicos apontam para uma grande lacuna em

nossa compreensão da contribuição desses ecossistemas para emissões de CH4 [5]. Embora as

taxas de emissão de CH4 sejam conhecidas por serem controladas por uma ampla gama de

fatores [6], incluindo alterações do nível de água e decomposição da camada de serrapilheira

em solos e sedimentos, para citar alguns, a incorporação de drivers em abordagens para

modelagem e predição de emissões de CH4 em planícies aluviais amazônicos ainda é limitada

pela falta de dados a respeito desses fatores.

A concentração atmosférica de CH4 é um equilíbrio complexo de suas fontes e

sumidouros, ambos com alto grau de incerteza [7]. Embora inúmeras medições e análises da

emissão de CH4 na escala local na amazônia tenham sido realizadas [5, 8-13], a influência da

coloração das águas amazônicas vinculado às comunidades metanogênicas e metanotróficas

ativas e os fluxos de CH4 ainda é pouco compreendida. Avanços na melhoria em estimativas

de emissões de CH4 sob diferentes regimes climáticos requer o desenvolvimento de um

modelo matemático baseado em processo para relacionar fatores ambientais e processos

biológicos com fluxo de emissão de CH4 [14].

Assim, nosso objetivo foi o desenvolvimento de um modelo de emissão para planícies

aluviais amazônicas sob a influência de negra (Rio Negro), clara (Rio Tocantins) e branca

(Rio Solimões), a partir da observação direta de variáveis de interesse. Para a elaboração da

modelagem, utilizamos fatores ambientais e biológicos associados aos processos de produção

e oxidação de CH4. 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 Cenário dos modelos

As áreas de estudo das planícies aluviais foram localizadas nas planícies aluviais do

rio Negro (água negra) (3°00'41''S e 60°11'15''W), do rio Tocantins (água clara) (2°40'51''S e

49°39'05''W) e do rio Solimões (água branca) (3°13'50''S e 59°59'26''W). Amostras de solo

pertencentes às três planícies aluviais foram coletadas em dois locais de amostragem

identificados como floresta primária e sistemas agrícolas tradicionais em períodos

contrastantes da hidrografia (seca e inundação) (Figura 1). A amostragem compreendeu os

períodos não inundado (outubro de 2017) e inundado (maio de 2018). Os locais de

amostragem em cada local são afetados por um pulso de inundação de longa duração (mais de

5 meses). As áreas de estudo das planícies aluviais foram localizadas na planície de inundação

de água negra do rio Negro (3°00'41''S e 60°11'15''W), na planície de inundação de água clara

do rio Tocantins (2°40'51''S e 49°39'05''W) e na planície de inundação de água branca do rio

Solimões (3°13'50''S e 59°59'26''W). O clima predominante nesta região é tropical úmido,

sendo classificado como ‘Afi’ (classificação de Koppen) com temperaturas médias anuais

superiores a 26ºC, precipitação anual de aproximadamente 2000 mm, sol intenso, elevada

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

Figura 1. Localização dos locais de amostragem na Amazônia brasileira, uso da terra e linha de inundação nas
três áreas de estudo sazonalmente inundadas com água negra (A), água clara (B) e água 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 agrícolas tradicionais, localizados em cada uma das planícies aluviais. Em

cada local, foram recolhidas três amostras de solo equidistantes 14 m. As amostras de solo

foram coletadas em um núcleo cilíndrico asséptico (camada de solo de 0-15 cm e 15-30 cm de

diâmetro e 10 cm de diâmetro). No regime de inundação das planícies aluviais, foram

recolhidos núcleos de solo sub-aquáticos (camada de solo de 0-15 cm e 10 cm de diâmetro)

utilizando um amostrador manual universal de sedimentos com núcleo ajustável de 0-15 cm

(Aquatic Research Instruments, ID, EUA).

5.2.3 Fluxos de CH4 a partir do solo e da lâmina da água das planícies aluviais

Amostras de gases foram coletadas a fim de determinar os fluxos de CH4 na interface

solo-atmosfera durante o período não inundado (outubro de 2017) e na interface água

atmosfera durante o período inundado (maio de 2018) nas áreas de estudo. A concentração de

CH4 dissolvido na água e presente em bolhas que emergiram na superfície da água partindo do

sedimento de fundo também foi determinada. Concomitantemente à coleta das amostras de

gases foram determinadas a temperatura do solo e do ar utilizando um termômetro digital e a

pressão atmosférica com o auxílio de um barômetro. Todas as amostras foram coletadas no

período matutino.

5.2.3.1 Fluxos de CH4 na interface solo-atmosfera

A coleta de amostras de gases no período não inundado foi realizada a partir da

disposição de cinco câmaras estáticas em cada sítio florestal e agrícola nas três áreas de

estudo. As câmaras foram fixadas na superfície do solo em linha reta distantes 7 m entre si em

cada um dos seis sítios de amostragem por meio de movimentos rotacionais, de forma a

minimizar alterações na camada de material orgânico presente na superfície do solo e, ao

mesmo tempo, assegurar boa vedação. A profundidade de penetração da câmara no solo foi de

aproximadamente 1-2 cm. Um orifício sobre a tampa da câmara foi confeccionado para

manter a pressão interna igual à pressão atmosférica. Com o auxílio de uma seringa plástica
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de polietileno (60 mL) equipado com uma válvula de três vias foram coletadas amostras de

gases do interior das câmaras e transferidas para frascos de vidro (20 mL) previamente

tratados à vácuo. Para cada câmara, amostras de gases foram coletadas após 1, 10, 20 e 30

minutos do fechamento da câmara.

A amostragem de gases foi feita durante cinco dias consecutivos em cada sítio de

amostragem, totalizando 600 amostras. As amostras de gases foram analisadas em até 3

semanas após a coleta utilizando um cromatógrafo a gás SHIMADZU GC-2014 (Shimadzu

Co., Columbia, MD, EUA) com coluna empacotada e detector de ionização de chama (FID)

para a quantificação de CH4, com limite de detecção de 3 pgC/s. As concentrações dos gases

foram calculadas pela comparação das áreas de pico de amostras obtidos pelo equipamento

em relação aos picos obtidos mediante a injeção de amostras com concentrações conhecidas e

certificadas de CH4: 0.96, 1.84, 3.58, 11.0, 24.0, 102.0, e 1030.0 ppm. Os fluxos de CH4

foram calculados para cada amostragem usando uma regressão linear gerada a partir dos

valores medidos do gás ao longo dos intervalos de 30 min de acordo com [16], normalizado

em função do volume e área da câmara. Para o cálculo do volume exato da câmara, medidas

da altura da base da câmara até a superfície do solo foram tomadas a partir de três pontos

diferentes em cada uma das cinco câmaras todos os dias de coleta de amostras de gases. Os

fluxos foram considerados difusos se a correlação linear no tempo decorrido tinha R2 superior

a 0,90 [17].

5.2.3.2 Fluxos de CH4 na interface água-atmosfera

Para determinar a concentração de CH4 na interface água-atmosfera, adotou-se a

metodologia da câmara flutuante. As câmaras foram construídas com polipropileno e

recobertas com manta térmica reflexiva aluminizada para evitar o aquecimento interno. A

câmara possui área de 0,094 m², equipada na parte superior com uma válvula e na borda

lateral externa em uma boia flutuante. Quando disposta sobre a superfície da água, a câmara

ficava submersa cerca de 5 cm, permitindo a concentração de gases em seu interior. As

câmaras foram colocadas nos locais de amostragem com auxílio de um barco.

Foram utilizadas cinco câmaras por sítio 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 câmaras (1, 10, 20 e 30 min), totalizando 600

amostras. As amostras de gases foram coletadas por meio de seringas plásticas, com
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capacidade de 60 mL, acoplando-as à válvula. 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

análise em laboratório. Os fluxos de CH4 na interface água-atmosfera foram calculados

conforme descrito por [19].

5.2.3.3 Concentração de CH4 dissolvido na água

O cálculo das concentrações de CH4 na água é de fundamental importância uma vez

que a quantidade de gás que migra da água para a atmosfera depende, dentre outros fatores,

destas concentrações. A concentração de CH4 dissolvido na água (pCH4) foi determinada por

meio de amostras obtidas a partir do equilíbrio de fases água-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 transferência dos gases

conectado à uma bomba submersível posicionada à 60% de profundidade na coluna d’água e

a um analisador de CO2 por infra-vermelho (IRGA – Infrared Gas Analyser), modelo Li-Cor

820 (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, EUA), e este, por sua vez, ligado à um computador

portátil. Este sistema promove a circulação de água, entre o rio e o equilibrador, e de gases,

entre o equilibrador e o analisador. Por se tratar de um analisador de CO2, as leituras de

concentração realizadas foram apenas utilizadas como indicador de estabilização,

determinando o momento adequado para a amostragem de gases destinados à determinação da

concentração de CH4. A coleta foi realizada por meio de seringas plásticas, com capacidade

de 60 mL, conectadas a uma válvula 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 planícies aluviais dos rios Negro, Tocantins e Solimões nos sítios florestais e

sistema agrícola tradicionais, e transferidas aos frascos de vidro, com capacidade de 20 mL,

previamente evacuados. A amostragem foi feita durante cinco dias consecutivos em cada sítio

de amostragem, sendo as amostras, em seguida, encaminhadas para análise em laboratório.

5.2.4 Fatores físicos e químicos do solo
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A determinação de fatores físicos e químicos foi realizada a partir de cada uma das 36

amostras de solo. O pH do solo foi medido em suspensão de solo/0,01 M CaCl2 (1:5). A

umidade do solo foi determinada pelo método gravimétrico, como descrito em EMBRAPA

[20]. Os teores totais de carbono (C) e nitrogênio (N) foram determinados por combustão seca

utilizando o analisador elementar CHNS/O (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) a partir das

amostras de solo. A determinação foi realizada utilizando 5-7 mg de solo seco peneirado em

malha de 0,15 mm. O NH4
+-N e NO3

--N do solo foram extraídos por cloreto de potássio 2 M

(KCl) e quantificados usando espectrofotometria conforme descrito por [21] e [22],

respectivamente. Foi realizada a extração e determinação de sulfato em amostras de solo de

acordo com [23]. O carbono orgânico dissolvido (orgânicos dissolvidos) foi analisado através

do analisador Shimadzu TOC-5000A (Shimadzu, Columbia, MD, EUA) com infra-vermelho

não dispersivo, após purga com HCl 2N.

5.2.5 Extração do RNA Genômico do Solo e Síntese de cDNA

A extração de RNA total das 36 amostras de solo coletadas nas campanhas de campo

realizadas nos períodos não inundado e inundado (18 amostras de solo em cada período: 3

áreas x 2 sítios x 3 pontos amostrais) nas três diferentes áreas amostrais foi feita com o

RNeasy PowerSoil Total RNA Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com o protocolo do

fabricante. Foram realizadas duplicatas de extrações de RNA a partir de cada amostra de solo,

as quais compuseram um pool para cada amostra após a análise da qualidade e quantidade do

RNA utilizando espectrofotômetro Nanodrop 2000c (Nanodrop ND-1000, NanoDrop

Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) com densidade ótica de 230, 260, 280 e 320 nm.

As amostras de RNA foram preservadas a -80 °C até o uso. Síntese de cDNA foi feita a partir

do mRNA de cada amostra utilizando o QuantiNova Reverse Transcription Kit (Quiagen,

Hilden, Alemanha), com remoção integrada da contaminação do DNA genômico.

5.2.6 Sequenciamento de transcritos de amplicons 16S rRNA

A biblioteca de amplicons foi preparada de acordo com 16S Metagenomic Sequencing

Library Preparation usando o cDNA como molde para as reações de amplificação de primers
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específicos para o gene 16S ribossomal rRNA de Archaea e Bacteria total. Abundâncias

relativas dos grupos metanogênicos e metanotróficos ativos foram baseadas no número total

de sequências classificadas como metanogênicas e metanotróficas por amostra,

respectivamente. As métricas ecológicas foram calculadas a partir da biblioteca de sequências

normalizadas. Estimadores de riqueza (Chao1), índice de diversidade (Shannon e Brillouin) e

equitatividade (Pielou) da comunidade metanogênica e metanotrófica foram calculados para

comparar a comunidade ao nível de riqueza, diversidade e equitatividade. Todas essas

informações estão descritas detalhadamente em [24].

5.2.7 Análise estatística

A fim de verificar a normalidade de todos os dados obtidos, um teste de Shapiro-Wilk

foi realizado. Identificada a não-normalidade, as variáveis foram previamente analisadas de

acordo com testes estatísticos de Kruskall-Wallis e de correlação de Spearman (r). Esses testes

foram aplicados a fim de verificar a influência de fatores temporais (e.g., estações secas e

chuvosas) e espaciais (e.g., diferentes planícies aluviais, sítios e pontos de amostragem), e as

suas correlações, respectivamente. Foi realizada a normalização das variáveis de interesse,

logaritmizando-as [i.e., Ln (variável+1)] previamente à elaboração dos modelos de regressão

linear múltipla, e os resultados obtidos analisados com nível de confiança de 95% (p < 0,05).

A fim de verificar a colinearidade entre variáveis nos modelos desenvolvidos o coeficiente

Variance Inflation Factor (VIF) foi verificado, excluindo variáveis do modelo caso VIF > 5.

Gráficos comparativos entre os fluxos de CH4 preditos pelos modelos e observados foram

elaborados. As análises estatísticas e a elaboração 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 variação temporal

significativa em apenas 8 variáveis. Por outro lado, a maior variação espacial foi das

diferentes planícies aluviais, em que houve variação espacial significativa em 20 variáveis. Os

diferentes sítios de amostragem indicaram variação espacial significativa em 9 variáveis, e os

diferentes pontos amostrais não apresentaram variação espacial significativa. A maior

diferença significativa entre as planícies aluviais no teste de Kruskall-Wallis corroborou para
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a aplicação do teste de correlação de Spearman, que foi realizado individualmente para cada

planície. As correlações de Spearman (r) apresentaram, em geral, valores positivos e

negativos entre as variáveis (Tabelas 2, 3 e 4). Nas planícies de águas negras, as variáveis que

se correlacionaram com o fluxo de CH4 foram umidade relativa do solo (r = 0,97), amônio (r

= 0,76), Chao1 (metanogênicas) (r = 0,60), Brillouin (metanotróficas) (r = 0,59), sequências

gene 16S rRNA (metanotróficas) (r = -0,61), e nitrato (r = -0,66). E para as águas clara, as

correlações significativamente positivas com o fluxo de CH4 foram NDWI (r = 0,85),

sequências gene 16S rRNA (metanogênicas) (r = 0,71), umidade relativa do solo (r = 0,69), e

as correlações negativas foram temperatura do solo (r = -0,85) e nitrato (r = -0,77). Nas

planícies de águas brancas, as variáveis que se correlacionaram com o fluxo de CH4 foram

amônio (r = 0,83), pH (r = 0,76), NDWI (r = 0,71), e umidade relativa do solo (r = 0,69), e as

correlações negativas foram com carbono total (r = -0,78), razão carbono:nitrogênio (r =

-0,76), nitrogênio total (r = -0,69), Shannon (metanogênicas) (r = -0,67), Brillouin

(metanogênicas) (r = -0,67), Evenness (metanogênicas) (r = -0,66), Simpson (metanogênicas)

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

Variáveis Períodos de
amostragem

Planícies
aluviais

Sítios de
amostragem

Ponto
amostral

NDVI p = 0,78 p = 0,00 p = 0,30 p = 0,71
NDWI p = 0,00 p = 0,46 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
Distância do talvegue p = 1,00 p = 0,80 p = 0,05 p = 0,40
Sequências gene 16S rRNA (Metanogênicas) p = 0,02 p = 0,00 p = 0,04 p = 0,88
Simpson (Metanogênicas) p = 0,05 p = 0,01 p = 0,82 p = 0,51
Shannon (Metanogênicas) p = 0,08 p = 0,00 p = 0,70 p = 0,37
Brillouin (Metanogênicas) p = 0,07 p = 0,01 p = 0,77 p = 0,40
Evenness (Metanogênicas) p = 0,02 p = 0,01 p = 0,06 p = 0,83
Equitatividade (Metanogênicas) p = 0,01 p = 0,01 p = 0,34 p = 0,78
Chao1 (Metanogênicas) p = 0,21 p = 0,60 p = 0,00 p = 0,44
Sequências gene 16S rRNA (Metanotróficas) p = 0,35 p = 0,00 p = 0,56 p = 0,83
Simpson (Metanotróficas) p = 0,89 p = 0,02 p = 0,46 p = 0,44
Shannon (Metanotróficas) p = 0,68 p = 0,05 p = 0,34 p = 0,27
Brillouin (Metanotróficas) p = 0,94 p = 0,01 p = 0,22 p = 0,84
Evenness (Metanotróficas) p = 0,75 p = 0,05 p = 0,35 p = 0,45
Equitatividade (Metanotróficas) p = 0,26 p = 0,01 p = 0,69 p = 0,64
Chao1 (Metanotróficas) p = 0,25 p = 0,02 p = 0,08 p = 0,34
Umidade p = 0,00 p = 0,50 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
Nitrogênio total p = 0,05 p = 0,61 p = 0,25 p = 0,86
Razão Carbono:Nitrogênio p = 0,77 p = 0,00 p = 0,41 p = 0,60
Orgânicos 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 = 0,30
Amônio p = 0,00 p = 0,07 p = 0,26 p = 0,63
Fluxo de CH4 p = 0,00 p = 0,59 p = 0,37 p = 0,94
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Tabela 2. Correlações de Spearman entre as variáveis de interesse da planície aluvial de águas 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 O P Q R S T U V W X Y Z AA BB CC DD EE

A 1,00

B -0,93 1,00

C -0,35 0,48 1,00

D -0,93 0,71 0,75 1,00

E 0,85 -0,75 -0,14 -0,71 1,00

F 0,88 -0,79 -0,54 -0,71 0,85 1,00

G 0,36 -0,47 -0,75 -0,77 0,31 0,48 1,00

H -0,06 0,02 -0,20 0,31 -0,20 0,01 -0,03 1,00

I 0,35 -0,04 0,39 -0,37 0,44 0,35 -0,20 -0,45 1,00

J 0,34 -0,04 0,47 -0,37 0,41 0,29 -0,23 -0,43 0,99 1,00

K 0,35 -0,04 0,39 -0,37 0,44 0,35 -0,20 -0,45 1,00 0,99 1,00

L 0,58 -0,50 0,07 -0,77 0,65 0,48 -0,10 -0,49 0,45 0,45 0,45 1,00

M 0,39 -0,18 0,52 -0,26 0,53 0,31 -0,35 -0,48 0,85 0,87 0,85 0,75 1,00

N -0,16 0,29 0,29 0,51 -0,36 -0,30 -0,09 0,03 0,31 0,38 0,31 -0,47 -0,03 1,00

O 0,20 -0,31 -0,56 -0,43 0,27 0,40 0,51 -0,44 -0,01 -0,08 -0,01 0,45 0,08 -0,46 1,00

P 0,37 -0,09 0,12 -0,26 0,43 0,38 -0,08 -0,41 0,76 0,71 0,76 0,45 0,52 0,25 0,13 1,00

Q 0,48 -0,20 0,09 -0,54 0,52 0,48 -0,01 -0,42 0,79 0,74 0,79 0,46 0,55 0,25 0,11 0,99 1,00

R -0,07 0,09 0,46 0,54 -0,19 -0,29 -0,37 0,53 -0,06 0,01 -0,06 -0,46 -0,12 0,49 -0,82 -0,16 -0,14 1,00

S 0,53 -0,25 0,09 -0,54 0,55 0,50 -0,01 -0,43 0,78 0,73 0,78 0,45 0,55 0,25 0,06 0,97 0,99 -0,10 1,00

T 0,22 -0,05 0,57 0,03 0,10 -0,06 -0,34 0,08 0,45 0,53 0,45 0,00 0,38 0,61 -0,60 0,32 0,35 0,77 0,38 1,00

U 0,34 -0,15 -0,09 -0,68 0,51 0,45 0,13 -0,66 0,60 0,53 0,60 0,65 0,51 -0,16 0,52 0,81 0,80 -0,68 0,77 -0,19 1,00

V -0,20 0,30 0,37 0,54 -0,31 -0,27 -0,27 0,17 0,14 0,21 0,14 -0,48 -0,01 0,64 -0,62 -0,19 -0,16 0,59 -0,11 0,59 -0,50 1,00

W 0,23 -0,42 -0,90 -0,77 -0,02 0,36 0,74 0,18 -0,46 -0,48 -0,46 -0,10 -0,48 -0,22 0,58 -0,38 -0,36 -0,43 -0,36 -0,55 -0,13 -0,22 1,00

X 0,09 0,10 0,19 -0,37 -0,14 -0,04 -0,42 -0,34 0,46 0,45 0,46 0,14 0,29 0,36 -0,28 0,41 0,43 -0,06 0,46 0,16 0,32 0,24 -0,27 1,00

Y -0,18 0,35 0,42 0,37 -0,29 -0,29 -0,57 -0,44 0,49 0,50 0,49 0,08 0,36 0,46 -0,24 0,38 0,36 -0,07 0,36 0,15 0,29 0,29 -0,41 0,91 1,00

Z 0,61 -0,57 -0,44 -0,83 0,36 0,50 0,23 -0,27 0,12 0,10 0,12 0,43 0,08 -0,03 0,22 0,34 0,39 -0,42 0,43 -0,18 0,48 -0,22 0,31 0,55 0,34 1,00

AA 0,07 0,13 0,57 0,09 -0,05 -0,13 -0,74 0,20 0,37 0,42 0,37 0,08 0,38 0,30 -0,78 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 -0,25 0,41 0,69 0,37 -0,10 -0,31 -0,64 -0,26 0,43 0,45 0,43 0,15 0,45 0,31 -0,20 0,43 0,36 0,32 0,34 0,61 0,13 0,37 -0,69 0,13 0,32 -0,37 0,33 1,00

CC 0,21 -0,31 -0,59 -0,37 0,20 0,29 0,51 0,33 -0,44 -0,49 -0,44 0,06 -0,39 -0,60 0,21 -0,22 -0,20 -0,30 -0,21 -0,52 0,04 -0,64 0,45 -0,34 -0,59 0,14 -0,34 -0,73 1,00

DD -0,27 0,38 0,73 0,77 -0,24 -0,45 -0,62 0,14 0,12 0,22 0,12 -0,23 0,15 0,48 -0,81 -0,10 -0,10 0,59 -0,07 0,56 -0,37 0,73 -0,64 0,30 0,43 -0,13 0,74 0,43 -0,56 1,00

EE -0,19 0,26 0,40 0,77 -0,26 -0,24 -0,28 0,23 0,12 0,20 0,12 -0,48 0,03 0,60 -0,61 -0,27 -0,24 0,59 -0,20 0,52 -0,55 0,97 -0,22 0,15 0,25 -0,24 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=distância do talvegue, H=Sequências gene 16S rRNA (metanogênicas), I=Simpson (metanogênicas),
J=Shannon (metanogênicas), K=Brillouin (metanogênicas), L=Evenness (metanogênicas), M=equitatividade, N=Chao1 (metanogênicas), O=Sequências gene 16S rRNA (metanotróficas), P=Simpson
(metanotróficas), Q=Shannon (metanotróficas), R=Brillouin (metanotróficas), S=Evenness (metanotróficas), T=equitatividade (metanotróficas), U=Chao1 (metanotróficas), V=Umidade, W=pH, X=Carbono
total, Y=Nitrogênio total, Z=Razão Carbono:Nitrogênio, AA=Orgânicos dissolvidos, BB=Sulfato, CC=Nitrato, DD=Amônio, EE=Fluxo de CH 4.
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Tabela 3. Correlações de Spearman entre as variáveis de interesse da planície aluvial de águas 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 1,00

B -0,50 1,00

C -0,63 0,09 1,00

D -0,15 0,04 0,18 1,00

E 0,64 -0,35 -0,79 -0,40 1,00

F 0,23 -0,83 0,01 0,03 0,40 1,00

G -0,48 0,12 0,88 0,20 -0,78 -0,06 1,00

H -0,61 0,63 0,52 0,45 -0,77 -0,51 0,54 1,00

I -0,09 -0,32 -0,31 -0,25 0,28 0,31 -0,34 -0,59 1,00

J -0,09 -0,30 -0,28 -0,34 0,27 0,29 -0,30 -0,58 0,99 1,00

K -0,12 -0,24 -0,24 -0,37 0,25 0,22 -0,21 -0,59 0,96 0,97 1,00

L 0,24 -0,19 -0,61 -0,34 0,58 0,06 -0,58 -0,66 0,73 0,69 0,74 1,00

M 0,05 -0,40 -0,31 -0,17 0,37 0,37 -0,30 -0,71 0,94 0,90 0,92 0,78 1,00

N -0,83 0,13 0,68 -0,07 -0,49 0,18 0,56 0,36 0,21 0,26 0,24 -0,30 0,07 1,00

O 0,00 0,15 -0,15 0,42 -0,20 -0,34 -0,06 0,29 -0,26 -0,28 -0,20 -0,03 -0,28 -0,38 1,00

P -0,48 0,25 0,15 -0,20 -0,08 0,11 0,14 0,22 0,29 0,34 0,23 -0,11 0,12 0,71 -0,65 1,00

Q -0,50 0,24 0,22 -0,14 -0,19 0,10 0,23 0,27 0,27 0,32 0,22 -0,20 0,10 0,74 -0,63 0,99 1,00

R 0,40 0,17 -0,63 -0,08 0,26 -0,30 -0,51 -0,18 0,23 0,28 0,17 0,20 0,15 -0,36 -0,07 0,17 0,17 1,00

S -0,51 0,30 0,20 -0,07 -0,22 0,02 0,23 0,28 0,27 0,32 0,22 -0,20 0,13 0,71 -0,58 0,96 0,98 0,26 1,00

T -0,50 0,44 0,09 -0,10 -0,14 -0,13 0,06 0,36 0,16 0,19 0,08 -0,17 -0,01 0,59 -0,56 0,94 0,93 0,29 0,94 1,00

U -0,91 0,60 0,40 -0,06 -0,41 -0,29 0,29 0,52 0,14 0,13 0,17 -0,05 -0,01 0,71 -0,13 0,59 0,58 -0,34 0,55 0,61 1,00

V -0,33 0,89 -0,17 -0,14 -0,12 -0,76 -0,20 0,33 -0,01 0,01 0,02 0,10 -0,11 0,00 -0,01 0,29 0,27 0,39 0,30 0,46 0,52 1,00

W 0,38 0,32 -0,79 -0,38 0,58 -0,37 -0,79 -0,28 0,19 0,19 0,13 0,53 0,13 -0,50 -0,12 0,09 0,00 0,68 0,01 0,22 -0,09 0,61 1,00

X -0,11 -0,24 0,11 -0,04 0,07 0,26 0,01 -0,47 0,54 0,45 0,53 0,43 0,69 0,07 -0,27 -0,11 -0,08 -0,34 -0,10 -0,18 0,17 -0,03 -0,16 1,00

Y 0,07 -0,42 -0,02 -0,33 0,28 0,42 -0,11 -0,71 0,73 0,69 0,71 0,55 0,83 0,12 -0,55 0,09 0,10 -0,08 0,06 -0,06 0,00 -0,12 0,01 0,87 1,00

Z -0,61 0,46 0,59 0,49 -0,65 -0,32 0,55 0,62 -0,40 -0,46 -0,36 -0,45 -0,34 0,26 0,31 -0,14 -0,06 -0,57 -0,03 -0,02 0,52 0,21 -0,52 0,27 -0,18 1,00

AA -0,23 -0,16 0,79 0,01 -0,38 0,24 0,62 0,01 -0,22 -0,20 -0,13 -0,41 -0,10 0,38 -0,22 -0,15 -0,11 -0,58 -0,13 -0,28 0,00 -0,31 -0,67 0,33 0,28 0,36 1,00

BB -0,01 -0,50 0,59 0,28 -0,43 0,44 0,75 0,06 -0,06 -0,04 0,01 -0,31 0,04 0,28 -0,01 -0,10 -0,02 -0,43 -0,05 -0,31 -0,21 -0,69 -0,84 0,15 0,14 0,17 0,56 1,00

CC 0,36 -0,84 0,00 0,20 0,34 0,95 0,01 -0,48 0,23 0,20 0,13 0,02 0,36 0,03 -0,31 0,02 0,03 -0,22 -0,03 -0,20 -0,42 -0,78 -0,40 0,29 0,41 -0,27 0,22 0,57 1,00

DD -0,25 0,78 -0,13 -0,06 0,11 -0,57 -0,25 0,28 -0,27 -0,31 -0,27 0,10 -0,25 -0,11 -0,04 0,10 0,02 0,02 0,04 0,29 0,45 0,77 0,55 -0,03 -0,19 0,29 -0,16 -0,73 -0,62 1,00

EE -0,45 0,85 0,24 0,11 -0,55 -0,85 0,37 0,71 -0,34 -0,33 -0,27 -0,18 -0,38 0,13 0,10 0,22 0,23 0,11 0,29 0,41 0,52 0,69 0,17 -0,26 -0,42 0,43 -0,16 -0,21 -0,77 0,57 1,00

A=NDVI, B=NDWI, C=altimetria, D=declividade, E=temperatura do ar, F=temperatura do solo, G=distância do talvegue, H=Sequências gene 16S rRNA (metanogênicas), I=Simpson (metanogênicas), J=Shannon
(metanogênicas), K=Brillouin (metanogênicas), L=Evenness (metanogênicas), M=equitatividade, N=Chao1 (metanogênicas), O=Sequências gene 16S rRNA (metanotróficas), P=Simpson (metanotróficas),
Q=Shannon (metanotróficas), R=Brillouin (metanotróficas), S=Evenness (metanotróficas), T=equitatividade (metanotróficas), U=Chao1 (metanotróficas), V=Umidade, W=pH, X=Carbono total,
Y=Nitrogênio total, Z=Razão Carbono:Nitrogênio, AA=Orgânicos dissolvidos, BB=Sulfato, CC=Nitrato, DD=Amônio, EE=Fluxo de CH4.
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Tabela 4. Correlações de Spearman entre as variáveis de interesse da planície aluvial de águas 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 V W X Y Z AA BB CC DD EE

A 1,00

B 0,43 1,00

C 0,92 0,24 1,00

D 0,21 0,18 0,17 1,00

E -0,70 -0,19 -0,76 -0,43 1,00

F -0,01 0,21 -0,08 -0,23 0,52 1,00

G 0,73 0,29 0,81 0,37 -0,77 -0,37 1,00

H 0,74 0,54 0,55 0,45 -0,38 0,26 0,38 1,00

I 0,02 -0,62 0,24 -0,03 -0,18 -0,52 0,20 -0,26 1,00

J 0,05 -0,62 0,29 0,04 -0,20 -0,48 0,23 -0,22 0,99 1,00

K 0,05 -0,62 0,29 0,04 -0,20 -0,48 0,23 -0,22 0,99 1,00 1,00

L -0,49 -0,79 -0,25 0,01 0,21 -0,43 -0,17 -0,60 0,80 0,81 0,81 1,00

M -0,28 -0,77 -0,04 0,07 0,13 -0,34 0,01 -0,43 0,84 0,86 0,86 0,95 1,00

N 0,85 0,36 0,84 0,22 -0,87 -0,41 0,81 0,50 0,23 0,21 0,21 -0,33 -0,21 1,00

O 0,59 0,01 0,60 0,68 -0,61 -0,30 0,61 0,56 0,41 0,43 0,43 0,11 0,30 0,60 1,00

P 0,04 -0,03 0,04 0,30 -0,05 -0,10 0,01 0,36 0,37 0,31 0,31 0,22 0,27 0,14 0,57 1,00

Q 0,09 0,01 0,07 0,37 -0,07 -0,03 0,06 0,44 0,28 0,23 0,23 0,13 0,20 0,16 0,60 0,99 1,00

R -0,50 -0,49 -0,19 -0,21 0,22 0,30 -0,27 -0,49 0,10 0,14 0,14 0,34 0,26 -0,46 -0,39 -0,21 -0,21 1,00

S 0,03 0,02 0,02 0,36 -0,06 -0,08 0,03 0,38 0,30 0,24 0,24 0,16 0,21 0,14 0,56 0,99 0,99 -0,20 1,00

T -0,36 -0,33 -0,03 0,13 0,08 0,20 -0,09 -0,10 0,37 0,40 0,40 0,42 0,50 -0,21 0,27 0,97 0,97 0,92 0,98 1,00

U 0,67 0,43 0,44 0,44 -0,45 -0,14 0,52 0,72 -0,06 -0,10 -0,10 -0,40 -0,22 0,63 0,73 0,50 0,56 -0,78 0,52 -0,21 1,00

V 0,55 0,86 0,38 0,33 -0,36 0,26 0,40 0,71 -0,71 -0,66 -0,66 -0,84 -0,76 0,36 0,13 -0,06 0,02 -0,37 0,00 -0,27 0,47 1,00

W 0,35 0,69 0,02 0,10 -0,12 0,23 -0,03 0,58 -0,79 -0,80 -0,80 -0,85 -0,83 0,17 -0,04 -0,07 -0,01 -0,59 -0,04 -0,67 0,50 0,78 1,00

X 0,08 -0,53 0,34 -0,03 -0,44 -0,30 0,20 -0,20 0,59 0,62 0,62 0,41 0,39 0,27 0,23 -0,07 -0,11 0,50 -0,10 0,40 -0,32 -0,43 -0,60 1,00

Y 0,28 -0,35 0,52 0,23 -0,54 -0,30 0,47 0,05 0,57 0,62 0,62 0,34 0,38 0,40 0,43 -0,04 -0,04 0,37 -0,05 0,35 -0,13 -0,22 -0,56 0,92 1,00

Z -0,21 -0,64 -0,01 -0,17 -0,21 -0,21 -0,20 -0,36 0,41 0,40 0,40 0,38 0,27 -0,01 -0,01 -0,08 -0,12 0,56 -0,11 0,42 -0,44 -0,55 -0,46 0,88 0,64 1,00

AA -0,29 -0,94 -0,11 -0,33 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 0,32 0,00 0,18 -0,33 -0,88 -0,69 0,43 0,25 0,50 1,00

BB -0,56 -0,56 -0,44 -0,16 0,56 -0,06 -0,31 -0,69 0,48 0,48 0,48 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 -0,67 -0,64 -0,54 -0,49 0,52 -0,14 -0,54 -0,78 0,42 0,36 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 0,43 0,65 0,67 1,00

DD 0,15 0,58 -0,05 0,30 0,15 0,33 0,08 0,41 -0,64 -0,61 -0,61 -0,45 -0,35 -0,15 0,11 0,10 0,14 -0,42 0,13 -0,13 0,44 0,68 0,64 -0,77 -0,59 -0,78 -0,58 -0,30 -0,31 1,00

EE 0,25 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=distância do talvegue, H=Sequências gene 16S rRNA (metanogênicas), I=Simpson (metanogênicas),
J=Shannon (metanogênicas), K=Brillouin (metanogênicas), L=Evenness (metanogênicas), M=equitatividade, N=Chao1 (metanogênicas), O=Sequências gene 16S rRNA (metanotróficas), P=Simpson
(metanotróficas), Q=Shannon (metanotróficas), R=Brillouin (metanotróficas), S=Evenness (metanotróficas), T=equitatividade (metanotróficas), U=Chao1 (metanotróficas), V=Umidade, W=pH, X=Carbono
total, Y=Nitrogênio total, Z=Razão Carbono:Nitrogênio, AA=Orgânicos dissolvidos, BB=Sulfato, CC=Nitrato, DD=Amônio, EE=Fluxo de CH 4.
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Apenas as variáveis de interesse das comunidades metanogênicas e metanotróficas,

físico-químicas do solo e fluxo de CH4 foram consideradas para a elaboração de quatro

modelos de predição do fluxo de CH4, sendo um modelo para cada planície aluvial e um

modelo global obtido com os dados das três planícies (Tabela 5).

Tabela 5. Modelos de regressão linear múltipla para a predição do fluxo de CH4 nas diferentes planícies aluviais,
desenvolvidos com dados logaritmizados e baseados nas variáveis de interesse observadas, sobretudo, as
variáveis correspondentes à comunidade metanogênicas e metanotróficas. p-valor é a probabilidade de
significância, VIF é o coeficiente Variance Inflation Factor e R2 é o coeficiente de determinação

Descrição do
modelo

Variáveis que compõem o
modelo

Coeficiente
angular

Erro
padrão p-valor VIF R2

ajustado

Planície
aluvial de
águas negras

Intercepto 12,11 2,09 2,6 10-4 -

0,69Sequências gene 16S rRNA
(metanotróficas) -1,74 0,42 2,6 10-3 1,00

Nitrato -3,56 1,17 1,3 10-2 1,00

Planície
aluvial de
águas claras

Intercepto 233,96 28,01 3,2 10-5 -

0,94

Sequências gene 16S rRNA
(metanogênicas) 1,21 0,27 1,9 10-3 1,64

Shannon (metanogênicas) 4,19 1,51 2,1 10-2 1,48

Temperatura do solo -72,19 8,26 2,3 10-5

1,49

Planície
aluvial de
águas brancas

Intercepto 54,69 13,92 5,6 10-3 -

0,84
Simpson (metanogênicas) 6,17 2,14 2,3 10-2 3,54
Evenness (metanogênicas) -10,71 2,16 1,6 10-3 3,42
pH -36,56 8,39 3,3 10-3 4,33
Amônio 4,82 0,67 1,8 10-4 2,86

Global

Intercepto -29,02 14,96 6,0 10-2 -

0,86

Temperatura do ar 14,01 4,70 6,0 10-3 2,22
Sequências gene 16S rRNA
(metanogênicas) 1,47 0,27 1,1 10-5 2,31

Equitatividade (metanogênicas) 6,25 1,60 5,6 10-4 2,47
Umidade relativa do solo 1,71 0,28 2,0 10-6 2,72

pH -22,59 3,67 1,0 10-6 1,58
Sulfato 8,21 3,22 1,6 10-2 1,58
Nitrato -1,01 0,35 8,4 10-3 2,02
Amônio 1,29 0,35 1,1 10-3 1,89

O modelo obtido para a planície aluvial de água clara foi o mais adequado (R2 = 0,94),

esse modelo compõe duas variáveis relacionadas às comunidades metanogênicas, sendo elas,

sequências gene 16S rRNA e Shannon, ambas as variáveis exercem influência positiva sobre

o fluxo de CH4, e apenas a temperatura do solo exerceu uma influência negativa sobre o fluxo

de CH4 nesta planície. O modelo da planície aluvial de água negra foi o menos adequado (R2

= 0,69) em comparação aos outros, entretanto foi o único que compõe uma variável das
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comunidades metanotróficas (sequências gene 16S rRNA) em sua estrutura, e tal variável

apresentou uma relação negativa com o fluxo de CH4 na planície. O modelo de água branca

compõe a maior quantidade de variáveis, entre elas, as das comunidades metanogênicas,

Simpson e Evenness, apresentaram influência positiva e negativa sobre o fluxo de CH4,

respectivamente. O modelo global de todas as planícies obtido (R2 = 0,86) é composto por

uma maior quantidade de variáveis em sua estrutura quando comparado aos outros. A maioria

dessas variáveis são físico-químicas, e apenas duas variáveis correspondem às comunidades

metanogênicas (sequências gene 16S rRNA e equitatividade), e ambas exercem influência

positiva sobre o fluxo de metano nas três planícies.

A comparação entre resultados preditos pelos modelos versus observados (Figura 2)

demonstrou a qualidade do ajuste dos resultados à linha de correspondência teórica 1:1. Tal

linha objetivou verificar se os modelos forneceram valores de fluxo de CH4 semelhantes, ou

iguais aos observados. Se os resultados estiverem posicionados acima da linha o modelo

indica que o modelo superestima o fluxo de CH4, e se posicionados abaixo, indica que o

modelo subestima os fluxos de CH4. Os modelos de água negra e branca não apresentaram

uma distribuição uniforme dos dados sobre a linha em relação aos modelos de água clara e o

global de todas as planícies.
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Figura 2. Gráficos comparativos entre os fluxos de CH4 modelados e observados. (A) Fluxo de CH4 na planície
aluvial de águas negra (B) Fluxo de CH4 na planície aluvial de águas clara. (C) Fluxo de CH4 na planície aluvial
de águas branca e (D) Fluxo de CH4 em todas as planícies

5.4 Discussão

A emissão de CH4 em planícies aluviais amazônicas está entre as estimativas mais

incertas dentre as fontes naturais. A redução das incertezas pode ser alcançada por meio do

acoplamento de estimativas de modelos em escala de campo a bancos de dados regionais.

Objetivando fornecer subsídios e estimativas para a diminuição das incertezas, utilizamos

uma abordagem que difere significativamente das abordagens convencionais. Em nossa

abordagem as métricas de diversidade das comunidades metanogênicas e metanotróficas,

variáveis físico-químicas do solo e fluxo de CH4 obtidas em condições de campo foram

consideradas para elaboração de quatro modelos de predição do fluxo de CH4, sendo um

modelo para cada planície aluvial e um modelo global obtido com os dados das três planícies.



109

Modelo de previsão da planície aluvial de água negra

O modelo da planície aluvial de águas negras foi o menos adequado (R2 = 0,69) em

comparação aos outros, entretanto foi o único que compõe uma variável das comunidades

metanotróficas (sequências gene 16S rRNA) em sua estrutura, e tal variável apresentou uma

relação negativa com o fluxo de CH4 na planície. O parâmetro nitrato seguiu o mesmo

princípio. Xu et al. [25] destaca o fato de nenhum modelo simular explicitamente a oxidação

anaeróbia de CH4 no solo embora a literatura recente tenha revelado em uma proporção cada

vez maior a importância do processo em solos. Vinculando a estrutura da comunidade

microbiana metanotrófica ao nível de sequências do gene 16S rRNA, conforme investigação

anterior [24], revelaram elevadas abundâncias relativas de NC10. A oxidação anaeróbia do

CH4 (AOM) associada à redução de nitrito é mediada por Candidatus “Methylomirabilis

oxyfera” pertencente ao filo bacteriano NC10 [26]. As amostras também apresentaram

abundâncias relativas de arqueas metanotróficas anaeróbias (ANME- 2d) denominada

Candidatus “Methanoperedens nitroreducens” conhecidas por realizarem AOM usando

nitrato como o aceptor terminal de elétrons. O nitrito é reduzido a nitrogênio gasoso

decorrente da interação sintrófica com bactéria ANAMMOX (na presença de amônio) 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

termodinâmica do processo supracitado pode fornecer subsídios para um melhor

entendimento sobre este modelo.

Modelo de previsão da planície aluvial de água clara

Nossas observações refletem que o modelo obtido para planície aluvial de águas claras

foi o mais adequado (R2 = 0,94), esse modelo compõe duas variáveis relacionadas às

comunidades metanogênicas, sendo elas, sequências gene 16S rRNA e Shannon, ambas

variáveis exercem influência positiva sobre o fluxo de CH4, e apenas a temperatura do solo

exerceu uma influência negativa sobre o fluxo de CH4 nesta planície. As associações

empíricas entre a metanogênese e condições ambientais é um dos quatro tipos de estruturas de



110

modelagem descritas por [25] para relacionar a metanogênese aos requisitos de substrato.

Uma vez que, observações de longo prazo sublinham o potencial de aquecimento do clima

para amplificar continuamente as emissões de CH4 em ecossistemas de água doce [28, 29].

No entanto, tal observação pode ser apoiada por uma resposta mais complexa, revelando que

o CH4 pode não responder ao aquecimento por meio de uma simples resposta ao processo

fisiológico, mas sim responder a mudanças na estrutura e/ou atividade da comunidade

microbiana relacionada ao CH4 [29].

Modelo de previsão da planície aluvial de água branca

O modelo de previsão da planície aluvial de água branca é a representação composta

pela maior quantidade de variáveis, entre elas, os índices de diversidade Simpson e Evenness,

apresentaram influência positiva e negativa sobre o fluxo de CH4, respectivamente. Em

relação às variáveis físico-químicas, o pH apresentou influência negativa e o amônio,

influência positiva. O índice de Simpson forneceu uma forte influência positiva sobre o fluxo

de CH4. Tal índice pode fazer com que os membros dominantes da comunidade aumentem a

influência ao elevar o pi ao quadrado e diminuir o impacto de membros raros [30]. Tal

métrica pode fornecer alguma indicação de que os fluxos de CH4 podem ser impulsionados

por grupos metanogênicos dominantes, embora tal informação necessite ser testada

explicitamente para ser confirmada ou refutada.

Modelo de previsão global para planícies aluviais amazônicas

Encontramos uma relação estatisticamente significativa entre o fluxo de CH4, os

parâmetros físico-químicos: temperatura do ar, umidade relativa do solo, pH, sulfato, nitrato e

amônio e as variáveis das comunidades metanogênicas (sequências gene 16S rRNA e

equitatividade). Vincular a estrutura microbiana ao nível de processos ecossistêmicos é um

grande desafio teórico. Portanto, medir abundância de gene 16 rRNA, índices de diversidade e

físico-química do solo é essencial para determinar como a estrutura da comunidade

microbiana influencia em processos como o fluxo de CH4 em planícies aluviais amazônicas.

Ampliando assim, a nossa compreensão da ecologia microbiana do solo e ciclagem de CH4

nesses ecossistemas. Esta necessidade é particularmente acentuada no cenário atual, e em

escala de tempo de longo prazo. Zhu et al. [29] em estudo recente observaram um aumento

desproporcional nas emissões de CH4 induzidas por aquecimento. Os autores destacam as
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mudanças impulsionadas pelo acréscimo de temperatura, sobre a comunidade metanogênica

enquanto a comunidade metanotrófica mantém-se conservada. Corroborando assim com os

dados aqui apresentados para o modelo global em que temperatura do ar e métricas biológicas

ligadas à comunidade metanogênica exercem influência positiva sobre os fluxos de CH4.

5.5 Conclusão

A modelagem dos fluxos de CH4 é um processo dinâmico. Conforme a ciência avança

na identificação e entendimento dos mecanismos responsáveis pelo processo, a modelagem

deve garantir que tais mecanismos possam ser matematicamente descritos e modelados, como

ocorreu nas últimas décadas. Diante do conjunto de dados apresentados, este estudo revela

relações entre padrões de diversidade microbiana, estrutura microbiana, parâmetros em solos

de planícies aluviais amazônicas e oferece suporte inicial para inclusão de tal abordagem

metodológica. Os modelos propostos evidenciaram que o fluxo de CH4 pode ser modelado a

partir do conjunto de variáveis das comunidades metanogênicas, metanotróficas e fatores

físico-químicos do solo. Tal suporte revela que inferências tomadas isoladamente podem ser

insuficientes para descrever adequadamente as relações entre o biológico e os processos

comunitários e ecossistêmicos. Este conhecimento será importante para uma melhor

compreensão da influência de cada grupo de variável sobre o fluxo de CH4, e avaliar qual

modelo se adequa à predição do fluxo de CH4 nas planícies aluviais de rios de águas negra,

clara e branca da Amazônia.
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6 CONCLUSÕES

Todos os elementos desta tese atendem a premissa de conteúdos integrados que podem

ser apreciados e consultados em um único documento. Assim, as sub-hipóteses de trabalho

são retomadas nesta seção para avaliação.

O Capítulo 2 apresenta a primeira comparação de solos de planícies aluviais

amazônicas sob a influência dos três tipos de água utilizando a metodologia de BIOLOGTM

EcoPlate. A hipótese secundária na qual consideramos que a diversidade funcional metabólica

das comunidades microbianas do solo é responsiva aos pulsos de inundação em planícies

aluviais amazônicas foi parcialmente aceita, uma vez que a atividade metabólica média não

apresentou diferença significativa entre os períodos amostrais em solos da planície aluvial de

água clara. No caso da riqueza de utilização de substratos, somente os solos de planície

aluvial de água branca apresentaram diferença significativa. Respondendo a hipótese

secundária em que consideramos que os perfis metabólicos das comunidades microbianas do

solo em planícies aluviais variam em função dos tipos de água amazônicas, a riqueza de

utilização de substratos revela que os solos de planícies aluviais amazônicas possuem

comportamento estatisticamente diferente, de modo que a mesma foi aceita.

No Capítulo 3, experimentos de incubação foram conduzidos em reatores biológicos

para avaliar o potencial de produção de CH4. Analisando o potencial de produção de CH4

entre os precursores das vias acetoclástica, hidrogenotrófica e metilotrófica, os

enriquecimentos em biorreatores contendo acetato de sódio e metanol apresentaram maior

potencial quando comparados aos enriquecimentos com formiato de sódio. Ao avaliar os solos

de enriquecimento dos biorreatores com as mais elevadas produções de CH4, rejeitamos a

hipótese corolária, que diz que tais condições estão associadas a elevada atividade metabólica

microbiana associada à degradação de C, fixação de C e metanogênese detectadas através do

microarranjo de genes funcionais (Geochip).

Por fim, no Capítulo 4 o conjunto de metadados composto por variáveis das

comunidades metanogênicas, metanotróficas, fatores físicos e químicos do solo e métricas da

paisagem, reforçam a hipótese que versa sobre a capacidade da modelagem matemática

baseada em dados obtidos em campo em simular emissões de CH4.


