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RESUMO

BENTO, Marilia de Souza. Influéncia da seca e inundacdo nas comunidades microbianas
metanogénicas e metanotroficas em planicies aluviais de rios de aguas negra, barrenta e
clara da Amazbnia brasileira. 2019. 71 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia e
Monitoramento Ambiental) — Centro de Ciéncias e Tecnologias para Sustentabilidade,
Universidade Federal de Sdo Carlos, Sorocaba, 2019.

Os solos de areas inundaveis contribuem de maneira significativa com o balanco global de
metano (CH4). Nesse sentido, este trabalho foi delineado para avaliar a influéncia da seca e
inundacdo nas comunidades microbianas ativas envolvidas na producdo e consumo de CHa
em areas inundaveis florestais e sob sistemas agricolas tradicionais em planicies aluviais de
rios amazonicos de aguas negra, barrenta e clara. Analises moleculares baseadas em RNA e
no gene 16S rRNA, e analises fisicas e quimicas do solo foram feitas para revelar a
composicdo das comunidades metanogénicas e metanotroficas ativas presentes no solo e
investigar as relacdes entre essas comunidades microbianas e os fatores fisicos e quimicos de
solos inundaveis sob floresta e sistema agricola tradicional, amostrados em diferentes
profundidades (0-15 cm e 15-30 cm) em dois periodos sazonais (seco e chuvoso). Micro-
organismos pertencentes a ordem Methanocellales dominaram as comunidades metanogénicas
ativas em solos da planicie aluvial de rio de agua negra, enquanto essas comunidades foram
dominadas por Methanomasiliicoccales em planicies aluviais dos rios de aguas barrenta e
clara. As comunidades metanotréficas ativas em solos das planicies aluviais com os diferentes
tipos de dgua foram dominadas por micro-organismos pertencentes a classe NC10. Essa classe
de bactérias retine organismos que realizam a assimilacdo de nitrato e nitrito para oxidagao
anaerobica do CHa. A variacdo observada na composicdo das comunidades metanogénicas e
metanotroficas ativas entre as diferentes amostras provenientes das planicies aluviais de rios
amazonicos foi explicada em 53,3 % e 22,6 %, respectivamente, pelos fatores edéaficos
analisados. Quando interpretados conjuntamente, os resultados desse estudo abrem
possibilidades para interpretacGes acerca da producdo e no consumo de CHs4 em areas
inundaveis da Amazonia a partir de caracteristicas particulares das planicies aluviais de rios e
aguas negra, barrenta e clara dessa regido, dissociando-as entre si em funcdo das comunidades
microbianas metanogénicas e metanotréficas ativas e de fatores edaficos, e ndo apenas pelo

tipo de &gua.

Palavras-chave: Metano. Gene 16S rRNA. Comunidade microbiana ativa. Areas inundaveis.
Aguas amazonicas.



ABSTRACT

BENTO, Marilia de Souza. Influence of dry and flooding on methanogenic and
methanotrophic microbial communities in Amazonian black, white and clear floodplains.
2019. 71 f. Dissertation (Master in Biotechnology and Environmental Monitoring) - Center
for Science and Technology for Sustainability, Federal University of Sdo Carlos, Sorocaba,
2019.

Soils from wetland areas contribute significantly to the global methane (CH4) budget. In this
sense, this work was designed to evaluate the influence of dry and flooding in the active
microbial communities involved in the production and consumption of CH4 in wetland areas
under forest and traditional farming system in Amazonian black, white and clear floodplains.
Molecular RNA- and 16S ribosomal RNA gene-based analyzes, and soil physicochemical
analyzes were performed to reveal the soil methanogenic and methanotrophic microbial
communities and investigate the relationships between these microbial communities and the
physcochemical factors of soil from forest sites and traditional agricultural systems in two
different soil layers (0-15 cm and 15-30 cm) and in two seasonal periods (dry and wet
season). Microorganisms belonging to the order Methanocellales dominated the active
methanogenic communities in soils of the black floodplain, while these communities were
dominated by Methanomasiliicoccales in white and clear floodplains. The methanotrophic
communities active in floodplain soils with the different water types were dominated by
microorganisms belonging to the NC10 class. This class of bacteria assembles organisms that
perform the assimilation of nitrate and nitrite for anaerobic oxidation of CHa4. The observed
variation in the composition of the active microbial methanogenic and methanotrophic
communities among the different samples from Amazonian floodplains was explained in
53.3 % and 22.6 %, respectively, by the edaphic factors analyzed. Taken together, the results
of this study open possibilities for interpretations about the production and consumption of
CHa in wetland areas of Amazonia based on the particular characteristics of the black, white
and clear floodplains, dissociating them among themselves based on active methanogenic and

methanotrophic microbial communities and edaphic factors, and not just by water type.

Keywords: Methane. 16S rRNA gene. Active microbial community. Wetland areas.

Amazonian water types.



INDICE DE FIGURAS
Figura 1 — Ciclo do metano em zonas UMIdaS..........cceieruerienenieseeieiese e e e e 19

Figura 2 — Comportamento sazonal da precipitacdo total, temperatura maxima média e
temperatura média minima na estacdo pluviomeétrica de Manaus - AM...........ccccceveveiiveinennns 25

Figura 3 — Comportamento sazonal da precipitacdo total, temperatura maxima média e
temperatura média minima na estacdo pluviométrica de Baido — PA.........cccocvcvvivveivceciennn, 27

Figura 4 — Uso e coberturanas areas I, 1 € ..., 28

Figura 5 — Amostrador de solo composto por tubo e conexdo roscavel em policloreto de
vinila (PVC) utilizado para coleta de amostras de solo no periodo seco. A. Tubo e conexdo
roscavel; B. Amostrador parcialmente penetrado no solo; C. Partes do amostrador
desconectadas ap0s coleta e seccionamento do perfil do SOl0...........ccccveveiieviece e, 29

Figura 6 — Amostrador de fundo utilizado para coleta de amostras de solo no periodo
chuvoso. A. Cabeca do nucleo com valvula de retencdo; B. Alca em T e haste extensora
acopladas a cabeca do nlcleo; C. Aparato de eXtrUSA0. .........cceieereereieeseeriesee e eie e 30

Figura 7 — Métricas ecoldgicas e abundancia relativa das comunidades metanogénicas e
metanotroficas ativas em amostras de solo coletadas em sitios florestais e em sistemas
agricolas tradicionais em planicies aluviais amazo6nicas de rios de aguas negra, barrenta e
clara durante periodo de seca e inundagdo. FLO, floresta; SAT, sistema agricola tradicional,
PNI, periodo ndo inundado; PI, periodo inundado; D1, camada 0-15 cm; D2, camada 15-30

Figura 8 — Heatmaps da andlise de agrupamento hierarquico para a abundancia relativa de
membros das comunidades metanogéncias (A) e metanotréficas (B) ativas em amostras de
solo coletadas em sitios florestais (FLO) e sistemas agricolas tradicionais (SAT) localizados
na planicie aluvial de rio de 4gua negra da Amazénia durante periodo ndo inundado (PNI) e
periodo inundado (PI). P1, ponto amostral 1; P2, ponto amostral 2; P3, ponto amostral 3; D1,
camada 0-15 cm; D2, camada 15-30 CML..c.coiviiviiiiiiiieieieie e 51

Figura 9 — Heatmaps da analise de agrupamento hierarquico para a abundancia relativa de
membros das comunidades metanogéncias (A) e metanotréficas (B) ativas em amostras de
solo coletadas em sitios florestais (FLO) e sistemas agricolas tradicionais (SAT) localizados
na planicie aluvial de rio de 4gua barrenta da Amaz6nia durante periodo ndo inundado (PNI) e
periodo inundado (P1). P1, ponto amostral 1; P2, ponto amostral 2; P3, ponto amostral 3; D1,
camada 0-15 cm; D2, camada 15-30 CIM......ueviiiiiiiieiiciiiee ettt e s e e et e e s searae e 52

Figura 10 — Heatmaps da andlise de agrupamento hierarquico para a abundancia relativa de
membros das comunidades metanogéncias (A) e metanotréficas (B) ativas em amostras de
solo coletadas em sitios florestais (FLO) e sistemas agricolas tradicionais (SAT) localizados
na planicie aluvial de rio de &gua clara da Amazo6nia durante periodo ndo inundado (PNI) e
periodo inundado (PI). P1, ponto amostral 1; P2, ponto amostral 2; P3, ponto amostral 3; D1,
camada 0-15 cm; D2, camada 15-30 CMi..c.eoiviiiiiiiiiiiiieieie e 53



Figura 11 — Diagrama de ordenacdo de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada
na matriz de distancia UniFrac ponderada (weighted) para UTOs componentes das
comunidades metanogénica (A) e metanotréficas (B) ativas em sitios florestais (FLO) e
sistemas agricolas tradicionais (SAT) localizados na planicie aluvial de rio de 4gua negra da
Amazbnia  durante  periodo ndo inundado (PNI) e periodo inundado

Figura 12 — Diagrama de ordenacgdo de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada
na matriz de distancia UniFrac ponderada (weighted) para UTOs componentes das
comunidades metanogénica (A) e metanotroficas (B) ativas em sitios florestais (FLO) e
sistemas agricolas tradicionais (SAT) localizados na planicie aluvial de rio de agua barrenta
da Amazbnia durante periodo ndo inundado (PNI) e periodo inundado

Figura 13 — Diagrama de ordenacdo de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada
na matriz de distancia UniFrac ponderada (weighted) para UTOs componentes das
comunidades metanogénica (A) e metanotroficas (B) ativas em sitios florestais (FLO) e
sistemas agricolas tradicionais (SAT) localizados na planicie aluvial de rio de agua clara da
Amazbnia  durante  periodo ndo inundado (PNI) e periodo inundado

Figura 14 — Diagrama de ordenacdo da analise de redundancia (RDA) relacionando os fatores
fisicos e quimicos do solo e as comunidades metanogénicas e metanotréficas em planicies
aluviais de aguas negra (PAAN), barrenta (PAAB) e clara (PAAC) da Amazbnia durante
periodo ndo inundado (PNI) e inundado (PI) revelada com base em sequenciamento do gene



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
P.A. - Planicie Aluvial
FLO - sitio de amostragem sob uso florestal
SAT - sitio de amostragem sob uso de Sistema Agricola Tradicional
P1 - Ponto de amostragem 1
D1 - Profundidade 1
P2 - Ponto de amostragem 2
D2 - Profundidade 2
PNI - Periodo Néo Inundado
PI - Periodo Inundado
RNA - Acido Ribonucleico
UTO - Unidade Taxondmica Operacional
mg. kg - massa em miligramas do elemento quimico por quilo de solo analisado

ppm - massa em micrograma do elemento quimico contido em um grama de solo analisado



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt ane s 15
2 HIPOTESES CIENTIFICAS ..ottt 17
@] | I AV S TS 18
S.LOBIETIVO GERAL ...ttt ettt e e e et e e snae et e e e e nee s 18
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 18
4 FUNDAMENTAGAO TEORICA......o.oooeeeeeeeeeeeseeeteeessiesssessseessee s 19
4.1 AS AREAS INUNDAVEIS DA AMAZONIA: UM ECOSSISTEMA DE PAISAGEM
DIVERSIFICADA E DINAMICA ...ttt et 19
4.2 OS MICRO-ORGANISMOS COMO AGENTES PRODUTORES E MITIGADORES
DAS EMISSOES DE METANO EM ZONAS UMIDAS. ... 20
4.3 FATORES FiSICOS E QUIMICOS DO AMBIENTE E SUAS RELACOES COM
METANOGENESE E METANOTROFIA ... 23
5 MATERIAIS E METODOS ......coo oottt ettt st en et n e 25
5.1 DESCRICAO DAS AREAS DE ESTUDO........o.oovviveiiseeeeeeseeriesseesiesssessesseesssssesneens 25
5.2 AMOSTRAGEM DE SOLO ....oiiie ettt e 31
5.3 ANALISES FISICAS E QUIMICAS DO SOLO ........cvviveeeeeeeeireeeeneesesesens e 34
B.3. L PH oo 34
IR 7 U 01 T F= o -SSR 34
5.3.3 Carbono Orgéanico DissolVido (COD)........ccuiiiiiiiiiiniiesie e 35
5.3.4 Carbono & NItrog&nio TOTAIS ......ccereririerieiei e 35
5.3.5 SUITALO. ...t bbb 35
5.3.6 NItrato € AMONIO .....oiviiiiieiieieiese ettt nre e ene e 36
5.3.6.1. Extracao de Nitrato € AMONIO ......cccoveiiiieiieieieie e 36
5.3.6.2 QuantificaGao d0 NITrat0 ........ccceiieiiiiiiiee s 36
5.3.6.3 Quantificagdo A0 AMONIO........cuereriririeiieeeee et ereas 36
5,37 FOSTONO ...ttt b e ne e 37
5.3.8 ANAliSe GranUIOMEALIICA. .......ccviiiieie it 37
5.4 AVALIACAO DA COMPOSICAO TAXONOMICA DE COMUNIDADES
METANOGENICAS E METANOTROFICAS ......cov ittt e 38
5.4.1 Extracdo do RNA Gendmico do Solo e Sintese de cDNA .........cccceeiievveciecnene, 38
5.4.2 Preparo de Bibliotecas e Sequenciamento de Amplicons do Gene 16S rRNA de
Archaea e Bacteria em Plataforma MiSeq Hlumina...........cccooeiiiiiiiiiin i 38

5.4.3 Processamento e Analise de Sequéncias do Gene 16S rRNA de Membros



Ativos da Comunidade Metanogénica e Metanotrofica ...........ccoceevevevevcne i, 39

5.5 ANALISES ESTATISTICAS. ...ttt 40
5.5.1 TESLE U8 TUKEY ..ottt ettt sb et sne e 40
5.5.2 CAalculo de MEALricas €COIOQICAS........ccviviieeeieriere et 41
5.5.3 Heatmaps da andlise de agrupamento hierarquico............ccoceoereneienenenncnenens 41
5.5.3 Andlise de SIMIaridade .........cccoeveiiiiieiieieieiee e 41
5.5.4 Analise de Coordenadas Principais (PCOA) .......cccceveiieii i 41
5.5.5 Analise de Redundancia (RDA) ......ccoooiiioiiicieeeeee st 42

6 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....coviveeereiieieteeteeeieees s sesies s s sesass s s senesnens 43

6.1 CARACTERISTICAS FISICAS E QUIMICAS DO SOLO.......ooeveerreieseeeiersieeinan, 43

6.3 COMUNIDADES METANOGENICAS E METANOTROFICAS PRESENTES NO

SOLO et E bt R Rttt e bt e b et et e ne ettt nenrern 48

6.4 RELACOES DAS COMUNIDADES METANOGENICAS E METANOTROFICAS

COM FATORES FISICOS E QUIMICOS DO SOLO ....cccoviiiiiiiiieieise e 61

7 CONCLUSAO. ..ottt 64

REFERENCIAS ..o et e e e et e e ee e e e et e e er et e es et e e et et e et e e s et e e eseaeesere s e eseneesann 65



1 INTRODUCAO

O metano (CH4) é um importante gas de efeito estufa, que contribuiu para uma
estimativa de 18% a 20% (KNITTEL, 2009; ZHUANG, 2009) para o aquecimento global. O
metano tem impactos ambientais aléem daqueles de um gés de efeito estufa direto, através da
quimica atmosférica que aumenta a abundancia de ozénio troposférico (Oz) e diminui a dos
radicais hidroxila (OH) e, portanto, capaz de interferir em muitos outros componentes
atmosféricos (PRATHER, 2010).

De acordo com Ciais et al (2014) as &reas inundaveis naturais sdo as principais
responsaveis pela variabilidade interanual global das emiss6es de CH4. Sendo as areas Umidas
da bacia amazbnica fontes globalmente significativas de metano atmosferico (MELACK,
2004).

As planicies de inundacdo tornaram-se areas prioritarias para conservagdo devido a
capacidade de manutencdo da biodiversidade (JUNK et al., 2006), além de contribuir para o
balango global de agua, carbono e enxofre na atmosfera (KIRK, 2004). As areas inundaveis
sdo responsaveis por aproximadamente 20% da emissdo global de metano (CH4) de 500+£100
Tg (1012 g) anualmente. Essas areas sdo conhecidas como importante fonte emissora de CH4
para a atmosfera e estima-se que compreendem cerca de 60% do fluxo de CH4 de todas as
zonas Umidas naturais tropicais (BARTLETT e HARRISS, 1993; BLOOM et al., 2010;
BRIDGHAM et al., 2013).

O CHa é produzido naturalmente por micro-organismos em meios livres de oxigénio
(anaerdbios) como éareas alagaveis, oceanos e no trato digestivo de cupins e ruminantes
selvagens. Por outro lado, a¢bes antropicas também contribuem de maneira significativa para
as emissdes anuais de CHs (WUEBBLES; HAYHOE, 2002; SIMPSON et al., 2006; XIE et
al., 2009). O fluxo de CH4 no solo depende de processos microbianos ocorridos em situacdo
de aerobiose ou anaerobiose no ciclo do carbono (WUEBBLER e HAYHOE, 2002). A
producdo de CHa4 ocorre devido a atividade de micro-organismos metanogénicos (GARRITY
et al., 2007), que em condicOes restritas de oxigenagdo reduzem compostos organicos
utilizando o carbono como aceptor de elétrons. Além disso, o fluxo de CHa4 entre o solo e a
atmosfera é influenciado pela disponibilidade de nitrogénio no sistema, de modo que solos
fertilizados com nitrogénio tém revelado menor consumo de metano (OMONODE et al.,
2007). Contudo, a relacdo entre o nitrogénio-fertilizante e a redugdo no consumo de CHa4
ainda néo foi totalmente explicada, mas pode ser causada por inibi¢do induzida do nitrogénio

na atividade dos micro-organismos que oxidam o CHs (MOSIER et al., 2004), bem como
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pelo aumento da atividade microbiana, que consome oxigénio e ocasiona a formacao
temporaria de microssitios com baixa difusdo de gases (TIEDJE et al., 1984; HUANG et al.,
2004; MULLER et al., 2004).

Os micro-organismos do solo sdo essenciais para o0 bom funcionamento e
sustentabilidade dos ecossistemas (CHOUDHARY et al., 2011; MIRANSARI, 2011). Além
disso, uma elevada diversidade microbiana é essencial para a estabilidade dos ecossistemas,
proporcionando diversidade funcional e manutencdo dos processos ecoldgicos (BELL et al.,
2005). As mudancas na vegetacdo, bem como préaticas agricolas, podem afetar a composicao
da comunidade microbiana do solo e as suas propriedades fisico-quimicas. No entanto, 0s
efeitos das préaticas agricolas sobre a microbiota do solo ainda precisam ser melhor analisados,
ja que as informacgdes adquiridas ainda ndo sdo suficientes para responder de forma
sistematica como o manejo agricola do solo afeta a comunidade microbiana e a emissao de
metano em areas inundaveis tropicais (DING et al., 2014).

A importancia das areas inundaveis tropicais para a emissdo de CH4 para a atmosfera e
a caréncia de estudos que buscam compreender a contribuicdo das areas inundaveis da
Amazonia para o balanco global do CHs sdo reconhecidas pela comunidade cientifica
nacional e internacional, enfatizando ainda a importéncia de estudos que tenham como base a
avaliacdo dos membros ativos da comunidade microbiana envolvida na producdo e consumo
de metano em planicies aluviais de rios com diferentes tipos de agua na Amazonia.
Atualmente existe um nimero reduzido de estudos com enfoque na ecologia de comunidades
metanogénicas e metanotréficas nesta regido tropical, e estes estudos foram desenvolvidos
com base em DNA isolado do solo, permitindo apenas uma avaliagdo potencial de tais
comunidades microbianas (KNITTEL; BOETIUS, 2009; JI et al., 2016; XU, 2016). Apesar
da importancia de tais estudos para o conhecimento da composi¢cdo e diversidade destas
comunidades, e das dificuldades técnicas envolvidas com avaliagdo da comunidade
microbiana ativa com base em RNA em escala de paisagem, este trabalho utilizou abordagem
molecular baseada em RNA isolado de amostras de solo provenientes de sitios florestais e
sistemas agricolas tradicionais de planicies aluviais de rios de aguas negra, barrenta e clara
para avaliar a influéncia da seca-inundagdo na composicdo de comunidades metanogénicas e

metanotréficas em areas inundaveis da Amazonia.

16



2 HIPOTESES CIENTIFICAS

Com base no exposto acima foram definidas duas hipoteses cientificas, as quais foram

avaliadas no ambito deste trabalho:

Hipotese 1. Areas inundaveis florestais e sob sistemas agricolas tradicionais nas
planicies aluvias de rios amazodnicos de aguas negra, barrenta e clara diferem quanto a
composicdo das comunidades microbianas metanogénicas e metanotroficas ativas, com
ocorréncia e abundancia diferenciadas de seus membros em diferentes profundidades e

periodo sazonal.

Hipotese I1. As caracteristicas fisicas e quimicas do solo em areas inundaveis florestais
e sob sistemas agricolas tradicionais nas planicies aluviais de rios de aguas negra, barrenta e
clara sdo as principais forcantes que determinam a composi¢éo das comunidades microbianas
metanogénicas e metanotréficas presentes em diferentes profundidades de amostragem do
solo e periodo sazonal entre as planicies aluviais inundaveis com os diferentes tipos de agua

na Amazonia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia da seca e inundagdo nas
comunidades microbianas envolvidas na producdo e consumo de CH4 em areas inundaveis
florestais e sob sistemas agricolas tradicionais, em duas camadas de solo, nas planicies

aluviais de rios amazénicos de dguas negra, barrenta e clara.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
A fim de avaliar as hipoteses descritas acima, 0s seguintes objetivos especificos foram

definidos:

a) Determinar a composi¢do das comunidades metanogénica e metanotréfica ativas,
envolvidas na produgdo e consumo de CHa4 em dois diferentes sistemas de usos da terra
(floresta e sistema agricola tradicional), em duas diferentes camadas de solo (0-15 cm e 15-30
cm), nos periodos de seca e inundacdo na regido da Amazonia brasileira, em areas inundaveis

localizadas em planicies aluviais de rios de 4guas negra, barrenta e clara na Amazonia.

b) Determinar fatores fisicos e quimicos do solo em areas inundaveis florestais e sob
sistemas agricolas tradicionais nas planicies aluviais de rios de dguas negra, barrenta e clara
na Amazonia, e correlacionar tais fatores do solo com a composicdo das comunidades
metanogénica e metanotréfica ativas identificadas no mesmo solo, em duas diferentes
camadas de solo (0-15 cm e 15-30 cm), nos periodos de seca e inundacdo na regido da

Amazonia.
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 AS AREAS INUNDA\(EIS DA AMAZONIA: UM ECOSSISTEMA DE PAISAGEM
DIVERSIFICADA E DINAMICA

As areas inundaveis se caracterizam pela presenca de agua, solos anoxicos, saturados e
diferentes tipos de vegetacdo adaptados a essas condi¢cdes, sendo a metanogénese um processo
importante nas &reas inundaveis de &gua doce. Nesse ambiente, 0 CH4 é produzido como
resultado da atividade de um grande e diversificado grupo de micro-organismos
metanogénicos (Dominio Archaea). O CH4 gerado pode ser difundido para a atmosfera ou
pode ser oxidado por varios micro-organismos sob condi¢Oes aerdbicas e anaerdbicas, tais
micro-organismos interceptam e consomem este gas diminuindo sua emissdo para a
atmosfera. Tanto a producdo quanto o consumo de CHa4 sdo regulados por fatores edaficos
(JOHANSSON et al., 2004). A interacdo desses processos com ambientes heterogéneos
resulta em grandes variagdes nos fluxos de CHa. As areas inundaveis naturais e agricolas de
agua doce representam aproximadamente 40% das fontes de CHa4 atmosférico (TORRES-
ALVARADO, 2017). Neste mesmo trabalho o autor afirma a necessidade de estudos em &reas
inundaveis tropicais, visto que grande parte dos estudos de consumo e producdo do CHas é

representada por areas inundaveis boreais e temperadas.

Dentre as zonas uUmidas amazonicas encontram-se as planicies aluviais, também
conhecidas como varzeas ou areas inundaveis (CHRISTOFOLETTI, 1981). Normalmente, as
planicies aluviais ocorrem no médio e baixo curso de um rio, onde o relevo, mais arrasado
pela erosdo, apresenta pequeno gradiente (declividade) topografico. A caracteristica mais
marcante das areas inundaveis é o fato delas serem naturalmente susceptiveis a inundacgoes.
Em épocas de cheia, o canal fluvial extravasa e inunda a regido da planicie. Quando ocorre a
inundacdo, além dos sedimentos provindos dos Andes, as aguas barrentas do rio Solimdes
langam enorme quantidade de nutrientes em suas planicies aluviais, o que torna o solo muito
fértil para o plantio. No caso dos rios Negro e Tocantins as aguas sdo pobres em sedimento,
onde em época de chuvas tém-se um aporte muito grande de matéria organica aléctone vinda
do ambiente terrestre, enriquecendo as planicies aluviais destes rios com nutrientes
(EMBRAPA, 1999). As areas inundaveis da Amazonia constituem um ecossistema de
paisagem diversificada e dindmica que ha milhares de anos tem sido ocupado por populagdes
humanas. As margens de grandes rios amazonicos tais como Negro, Solimfes e Tocantins
serviram de base para o desenvolvimento da agricultura de subsisténcia, com o cultivo de
vegetais de rapida colheita por causa do regime dos rios, pelos nativos que ocupavam essas
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areas antes da colonizacdo. Nos ultimos 30 anos, a ocupacdo das areas inundaveis da
Amazodnia tem se intensificado, especialmente com plantios de ciclo curto (cana-de-agucar,
rambutd, melancia, quiabo, mandioca, etc.), fibras (malva) e hortalicas (couve, maxixe, etc),
além das atividades mais tradicionais de pesca, pecuaria, fruticultura (cacau) e extracdo de
madeira (VIEIRA, 1992).

Apesar dessa importancia, no entanto, as areas inundaveis tropicais estdo pouco
representadas em modelos regionais e globais com o objetivo de prever as emissdes de CH4
nessas escalas geogréficas. No ano de 2014 foi documentado um primeiro passo no
desenvolvimento de um modelo baseado em processo de emissdes de CHa de areas inundaveis
tropicais para aplicacoes globais. Contudo, a microbiota do solo ndo foi considerada como
componente na modelagem. Ao final, ndo foi possivel reduzir a incerteza na magnitude das
emissdes de CHas da bacia amazonica (RINGEVAL, 2014). Xu et al. (2016) alertaram sobre a
importancia de melhorias nos modelos de CH4 para os modelos do sistema terrestre e para a
simulacdo adicional dos feedbacks do ciclo clima-carbono. Assim, justifica-se a necessidade
de pesquisas em areas pouco estudadas até 0 momento quanto a produgdo e consumo de CH4
para tornar mais realista e original a modelagem das emissdes de CHas, na qual a incluséo da

microbiota também seja avaliada no ciclo regional e global do carbono.

4.2 OS MICRO-ORGANISMOS COMO AGENTES PRODUTORES E MITIGADORES
DAS EMISSOES DE METANO EM ZONAS UMIDAS

O metano é um produto do processo de respiragdo que ocorre principalmente pelo uso
de &cido acético (arqueias metanogénicas acetoclasticas) e hidrogénio e dioxido de carbono
(arqueias metanogénicas hidrogenotrdficas) (FENCHEL et al., 1998; BRIDGHAM et al.,
2013). Isotopicamente, 0 CH4 produzido pelas metanogénicas hidrogenotréficas tem menor
812 e maior 8D (81°C = -110%o a -60%o e SD = -250%o a -170%o) em relagdo ao CHa produzido
pelas metanogénicas acetoclasticas (83C = -60%o a -50%o e 8D = -4000%o a -250%o)
(CHANTON et al., 2005; WHITICAR, 1999). Moléculas mais leves sdo preferencialmente
consumidas por micro-organismos metanotroficos, deixando um remanescente de CHa
enriquecido em 3C e D em relagdo ao pool de CHa original (CHANTON et al., 2005;
WHITICAR, 1999). Nas zonas Umidas, o metano € produzido em condi¢Bes anaerdbias
(incluindo microssitios anaerobios na zona oxigenada), e também por vias aerobias nédo
mediadas por micro-organismos em tecido vegetal (KEPPLER et al., 2006; LAANBROEK,
2010). O CHas produzido pode ser difundido para a atmosfera ou pode ser oxidado por

argueias e bactérias sob condigdes aerdbias e anaerdbias, as quais consomem uma fracdo do
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CHa produzido, diminuindo, assim, as emissdes desse gas para a atmosfera (BASTVIKEN et
al., 2002). Dessa forma, a quantidade de CH4 emitido a partir desses ecossistemas representa
0 balanco entre a produgdo de CHs (metanogénese) e a oxidagdo de CHa (metanotrofia)
(BRIDGHAM et al., 2013). Enquanto ambos os processos sdo regulados pela atividade
microbiana, a dindmica da vegetacdo controla o fluxo de CHs4 mediante a regulacdo do
transporte do CH4 do solo para a atmosfera, e influencia a produgdo e o consumo de CHas
pelos micro-organismos (LAANBROEK, 2010) (Figura 1).

Fluxo Global de CH,

A A A A
1 ] 1 1
[ ol 1 1
\ ] wg o} !
WPV !
WA =1 21 !
W 21 5 =
< : :
1 1 1 1
.. ! 7
b B e [ 00
Zona aerébia CH, ________:'_‘g,i,-" Oxidagdo de
! metano i
: !
|
1
Zona anaerdbia ]
1
CH, Co,
Oxidagdo
i anaerdbia de metano i
Metilaminas, ! !
1
metilsulfetos e ! |
metanol i |
i i
1 1
1 1
i i
Metanogénese ! I
metilotrofica H
CH, [~ /
i
i
i Aceptores terminais de
Fermentagdo i ,
secunddaria/Ace E elétrons (ATES)
togénese ATEs |
A respiragdo |
Homoacetogénse Hz + Coz H
1
Metanogénese /Metanogénese E
1
1

acetoclastica

Figura 1. Ciclo do metano em zonas Umidas. (Adaptado de Bridgham et al., 2013)

Os micro-organismos metanogénicos sdo responsaveis pela produgdo bioldgica de
CHas (metanogénese). Eles costumam usar H2/CO:z e acetato como substratos sob condi¢Ges
anaerébicas (WAGNER; LIEBNER, 2009). Parte do CHa4 produzido é oxidado por bactérias
oxidadoras de metano (MOB, do inglés Methane-Oxidizing Bacteria) na superficie de solos

Oxicos e na oxiclina da coluna de &gua (BASTVIKEN et.al., 2004) ou por oxidacdo
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anaerobica (SCHUBERT et.al., 2012). Uma vez que a oxidacao ndo é completa, parte do CH4
permanece dissolvido e estocado nas aguas intersticiais do solo e no hipolimnio, e outra parte
é emitida para a atmosfera (BASTVIKEN et al., 2004; SCHUBERT et al., 2012).

A oxidacdo anaerébica do CH4 (AOM, do inglés Anaerobic Oxidation of Methane) é
um importante sumidouro desse gas que desempenha um papel significativo no aquecimento
global. A AOM foi primeiramente encontrada acoplada a reducdo de sulfato e mediada por
Archaea metanotrofica anaerdbica (ANME, do inglés Anaerobic Methane Oxidizing
Archaea) e bactérias redutoras de sulfato (SRB). ANME, frequentemente formando
consorcios com SRB, sdo filogeneticamente relacionados a Archaea metanogénica. A
ANME-1 é capaz de produzir CHa. Subsequentemente, verificou-se que a AOM também pode
ser associada a desnitrificagdo. Um dos micro-organismos conhecidos responsaveis por este
processo € o0 ‘Candidatus Methanoperedens nitroreducens’, pertencente ao género
‘Candidatus Methanoperedens’ do dominio Archaea (CUI, 2015).

Bactérias aerobicas metilotréficas utilizam metano (metanotréficos) ou seus derivados
oxidados e substituidos (metilobactérias) como fontes de carbono e energia. Dois grandes
grupos de metilotroficos podem ser distinguidos, dependendo da gama de substratos
utilizaveis. Os metilotroficos obrigatérios podem utilizar apenas compostos de carbono,
enquanto os metilotroficos facultativos utilizam, além disso, varios compostos de
multicarbono. Existem trés vias principais do metabolismo de C1: as vias da serina, da
monofosfato de ribulose e da bifosfato de ribulose (TROTSENKO et al, 2001).

A oxidacdo de metanol e metilamina por metilotréficos € um tanto incomum, ambos
substratos s&o compostos C1 e ambos sdo mais reduzidos que o material celular. Assim, para
cada molécula de glicose sintetizada (por exemplo), é necessaria a oxidacao de seis moléculas
de substrato. Além disso, 0 metanol e a metilamina s&o, em conjunto, Unicos por serem 0S
unicos substratos organicos cuja oxidacdo ndo envolve as quinonas da membrana, proteinas
de enxofre do ferro e citocromos do tipo b de cadeia média. As desidrogenases para a
oxidagdo de metanol e metilamina sdo incomuns, ndo sendo acopladas a produgdo de NADH
e sendo ambas quinoproteinas que passam elétrons para a cadeia de transporte de elétrons
com um potencial redox relativamente alto. Uma consequéncia disso € que a porcentagem de
fluxo de elétrons para o oxigénio durante o crescimento em metanol e metilamina a partir de
NADH ou flavoproteinas € muito baixa (0 - 30%) comparado com a oxidacgdo de substratos
convencionais (100%). Entre 50% e 70% do fluxo de elétrons para o oxigénio é sempre por

meio das cadeias de transporte de elétrons do metanol ou metilamina, e o que é especial sobre
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0 metabolismo energético em bactérias metilotroficas é a natureza das desidrogenases para a
oxidacdo inicial desses substratos de crescimento. aceptores de elétrons e suas relagcdes com
as oxidases e sintese de ATP (ANTHONY, 1987).

4.3 FATORES FiSICOS E QUIMICOS DO AMBIENTE E SUAS RELACOES COM
METANOGENESE E METANOTROFIA

Ji et al. (2016) estudaram a relacdo de comunidades microbianas em solos de planicies
aluviais da Amazoénia com fatores fisicos e quimicos do solo. Os autores mostraram
concentracgdes de sulfato e ferro férrico (Fe®"), e valores de pH e §'C de carbono organico
geralmente maiores em solo de planicies aluviais de rios de agua barrenta do que de agua
negra e clara. Por sua vez, as concentracdes de carbono, nitrogénio e taxas de producéo de
CH4 foram menores em solos de planicie aluvial de rio de 4gua barrenta em relacdo aos solos
de planicies aluviais de rios de aguas clara e negra. Os autores afirmam ainda que a estrutura
das comunidades microbianas de areas inundaveis das planicies aluviais de rios com trés
diferentes tipos de agua foi determinada pela heterogeneidade ambiental, pois a medida que
os fatores fisicos e quimicos se diferem entre os trés tipos de solos, a composicdo das

comunidades microbianas também diferiu (JI et al., 2016).

A oxidacdo de CH4 em ambientes anaerobicos pode ser associada a redugéo de sulfato,
nitrato ou nitrito (CALDWELL et al., 2008; ETTWIG et al., 2008). Islas-Lima et al. (2004)
demonstraram que a oxidacdo anaerobica do CH4 também pode ser associada a desnitrificacdo
em culturas mantidas em reatores em batelada, e Raghoebarsing et al. (2006) enriqueceram
um consorcio microbiano do sedimento de um canal holandés o observou a associagdo da
oxidacdo de CHa a desnitrificagdo, demonstrando que esse processo ocorre em sedimentos
anoxicos. Da mesma forma como esses conhecimentos foram sendo acumulados mediante
observacdes geoquimicas, estudos recentes comecaram a inferir sobre a oxidacdo anaerobica
de CH4 associada a redugdo de ferro férrico e 0xido de manganés com base em evidéncias
geoquimicas.

Nauhaus et al. (2005) demonstraram que popula¢Ges microbianas responsaveis pela
oxidacdo anaerodbica de metano reduziram o ferro férrico e o éxido de manganés, porém essa
reducdo ndo estava ligada a oxidacdo do metano. A oxidacdo anaerdbica de metano associada
a reducdo de metais oxidados foi demonstrada em amostras ambientais e em cultura de

enriquecimento de agua doce, por meio da combinagdo da reducdo de Fe(lll) e Mn(lV)
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(compostos oxidantes aceptores de elétrons mais favoraveis termodinamicamente) a oxidacéao
do metano pelas arqueias da ordem Methanosarcinales relacionadas a ‘Candidatus M.
nitroreducens’ (ETTWIG et al., 2016). Os autores demonstraram relacdo da oxidacéo
anaerdbica de metano com micro-organismos dependente de Fe(lll) e Mn(IV), na qual os ions
férrico soluvel (Fe(lll), como Fe-citrato) e as formas nanoparticuladas de Fe(lll) e Mn(IV)
suportaram a atividade oxidante do CHa4, sendo produzido em quantidades estequiométricas o
CO:z2 e ions ferroso (Fe(ll)) (ETTWIG et al., 2016). Estudos mais recentes demonstraram a
oxidacdo anaerdbica de metano ferro-dependente como aceptor de elétron na presenca de
abundante ‘Candidatus M. nitroreducens’ (VAKSMAA et al., 2017).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DESCRICAO DAS AREAS DE ESTUDO

As areas de estudo estdo localizadas em planicies aluviais sazonalmente inundadas
pelas &4guas dos rios Negro, Solimdes, no Estado do Amazonas, e Tocantins, no Estado do
Pard, nas bacias Amazoénica e do Tocantins-Araguaia. Considerando a classificacdo dos rios
amazonicos com base na coloracao e caracteristicas fisicas e quimicas da dgua (SIOLI, 1984),
as areas de estudo foram identificadas com o proposito de permitir amostragem em planicies
aluviais de rios de aguas negra, barrenta e clara. Rios de aguas negras drenam areas florestais,
e apresentam pH variando de 4 a 5, altas concentracBes de carbono organico dissolvido
(COD) (7 a 10 mg L), baixos teores dos principais cations totais e particulas suspensas (<10
mg mg L™ 1); por sua vez, rios de aguas barrentas/brancas apresentam pH proximo a 7, sdo
relativamente ricas em Ca?* e HCO™ o que as classificam como carbonatadas; e os rios de
aguas claras apresentam menor taxa de erosdo, com aguas limpidas, com caracteristicas
quimicas de transicdo entre os dois tipos anteriores e o pH variando entre 4,5 e 7,0 (SIOLI,
1960; STALLARD; EDMOND, 1983).

Durante os trabalhos de campo, a cidade de Manaus, estado do Amazonas, serviu de
ponto de partida para as expedicdes de campo nas planicies dos rios Negro e Solimdes, € a
cidade de Baido, no estado do Para, foi ponto de partida para as expedigdes de campo na

planicie aluvial do Rio Tocantins. Segue breve descri¢do das areas de estudo.

| — Area de estudo na planicie aluvial do Rio Negro

A érea de estudo na planicie aluvial do rio Negro esté localizada a noroeste de Manaus
(-3°00°41°’S e -60°11°15°°0). O rio Negro ¢ um dos principais rios do estado do Amazonas e
do Brasil, e esta inserido em uma area de terrenos planos suscetiveis a inundagdes nos
periodos de cheia, como é possivel verificar na Figura 2. As localidades onde a altitude
apresenta valores mais elevados estdo a noroeste dos pontos de coleta, relacionadas a
mudanca de relevo da regido. O clima da regido, de acordo com a classificacdo de Kdppen
(1948) ¢é Afi (Tropical umido isotérmico), com verdo quente e chuvoso e inverno mais seco. A
linha de inundacg&o da regido esta representada na Figura 2 com a cor cinza e mostra o limite
aproximado da inundagdo nos periodos de cheia do rio, que possui uma vazéo de 36000 m®/s.
Verifica-se que os pontos de coleta estdo localizados dentro da area de inundagéo e, portanto,

suscetiveis a esse regime de cheias do rio. Com precipitacdo média histérica de 2307,4 mm
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(1961-2019), e séo inferiores a 100 mm no periodo de seca nos meses de julho a setembro. A
paisagem regional é diversificada, apresentando em sua maior parte cobertura florestal
primaria e no restante, pequenas areas agricolas onde prevalece a agricultura de subsisténcia,

cultivando principalmente cana-de-agucar, rambutd, melancia e quiabo.

Il — Area de estudo na planicie aluvial do Rio Solimdes

A érea de estudo na planicie aluvial do rio Solimdes localiza-se ao sul da cidade de
Manaus (-3°13’50’S e -59°59°26’’0). Os pontos de coleta no sitio de floresta estdo
localizados onde as cotas altimétricas variam de 20 a 30 m, j& os pontos de coleta no sitio de
cultivo agricola tradicional estdo entre as cotas de 10 e 20 m. O regime pluviométrico na
regido de insercdo dessa area de estudo € marcado por meses em que a precipitacdo é
extremamente elevada, com precipitacdo média historica de 2307,4 mm (1961-2019), e sdo
inferiores a 100 mm no periodo de seca nos meses de julho a setembro. Assim, esse regime de
chuvas aliado a dindmica fluvial do rio Solimdes, que possui uma vazdo de 53000 m%/s, faz
com que praticamente toda a area de estudo fique inundada no periodo de cheia do rio. Na
Figura 2 a linha cinza demonstra os limites da inundacéo nos periodos de cheia e verifica-se
que os pontos de coleta, apesar de estarem em cotas altimétricas mais elevadas, estdo
inseridos na area de inundagdo. A paisagem apresenta variacfes entre a cobertura florestal
primaria e areas agricolas, desmatadas h& algum tempo para dar espaco a criacdo de gado,
posteriormente ao cultivo de malta, tomate, entre outros. Durante a coleta de solo a area

agricola estava cultivada com mandioca.

Dados meteorol6gicos

Para as areas de planicie aluvial de rio de agua negra e barrenta, a série temporal de
pluviosidade, temperatura minima e maxima englobando os dois periodos amostrais foram
extraidos do Sistema de Informacdes HidroMeteoroldgicas (SIM) do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), especificamente das estacbes meteoroldgica automatica de Manaus —
AM (Tabela 1)
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Tabela 1. Localizacdo das estacfes meteoroldgicas automaticas de Manaus-AM, indicando as
coordenadas geograficas, o periodo de coleta dos dados e da data de inicio de operacao.

Local Localizacéo Periodo de coleta dos Data do inicio
dados de operacéo da
estacdo
Latitude Longitude Inicio Fim
Manaus - -3.103682° -60.015461° 01.08.2017  31.07.2018 09/05/2000
AM

A estacdo pluviométrica localizada em Manaus — AM permite tratar dos dados
meteoroldgicos para as &reas de estudo nas planicies aluviais de rios de aguas negra e
barrenta. Esta estacdo registrou temperaturas minimas entre 24,24 °C e 26,25 °C, e as
maximas entre 31,45°C e 35,44°C para o periodo de agosto de 2017 a Julho de 2018. Os
menores indices pluviométricos correspondem aos meses de agosto de 2017, julho de 2018 e
outubro de 2017 (20,1, 54,1 e 148,1 mm, respectivamente), ja 0os meses de dezembro de 2017
e fevereiro e abril de 2018 apresentaram 0s maiores indices (509,90 mm, 457,5 mm e 366,80

mm, respectivamente).
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Figura 2. Comportamento sazonal da precipitacdo total, temperatura maxima média e

temperatura média minima na estacdo pluviométrica de Manaus - AM.
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111 — Area de estudo na planicie aluvial do Rio Tocantins

A érea de estudo na planicie aluvial do rio Tocantins esta localizada a sudoeste de
Belém (-2°40°51"’S e -49°39°05’0). A regido apresenta clevagdo parecida com a da area
descrita anteriormente, onde os pontos de coleta estdo localizados entre as cotas altimétricas
que variam de 10 a 30 m, com relacdo ao nivel do mar. O clima, assim como o regime de
chuvas e, consequentemente, as cheias, sdo caracteristicos do clima Af (Tropical). A
precipitacdo média histérica é de 2611+695 mm (1987-2016). A linha de inundacdo por sua
vez € a menor entre as trés areas e isso se da pela dinamica do rio Tocantins, com sua vazao
de 11145 m%/s, e devido as variagdes do relevo, foi esculpindo a paisagem de outra maneira,
construindo pequenos canais ao longo do seu percurso e ilhas isoladas em meio ao seu leito,
que ficam praticamente submersas durante as épocas de cheia. Essa area apresenta maior
diversidade no relevo e, consequentemente, na declividade nesta regido. O uso e cobertura do
solo € marcado principalmente pela presenca de floresta priméria e predominancia de sistemas
agroflorestais, onde aparece o cultivo de cacau, como foi verificado em campo. Essas
pequenas areas se tornam imperceptiveis ao sensoriamento remoto, devido a densidade da
cobertura florestal e, por isso, especificamente para esses pontos amostrais foi feita
verificacdo da verdade terrestre em campo, afim de representar essas areas na Figura 4, que

demonstra o uso e cobertura do solo.

Dados meteorol6gicos

Para as areas de planicie aluvial de rio de agua clara, a série temporal de pluviosidade,
temperatura minima e maxima englobando os dois periodos amostrais foram extraidos do
Sistema de Informacdes HidroMeteoroldgicas (SIM) do Instituto Nacional de Meteorologia

(INMET), especificamente das estagdes meteorologica automatica de Cameta-PA (Tabela 2).

Tabela 2. Localizacdo das estacdes meteorologicas automaticas de Cameta-PA, indicando as

coordenadas geogréficas, o periodo de coleta dos dados e da data de inicio de operacéo.

Local Localizacéo Periodo de coleta dos Data do inicio
dados de operagéo da
estacao
Latitude Longitude Inicio Fim

Cameta-PA  -2.239653° -49.499827° 01/08/2017  31/07/2018 20/06/2008
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A estacdo meteoroldgica proxima a area de estudo na planicie aluvial de rio de agua
clara (Figura 3) registrou temperaturas médias mensais entre 24,40 e 35,44 °C. Os menores
indices pluviométricos correspondem aos meses de novembro, agosto e outubro de 2017 (0,2
mm, 18,60 mm e 37,60 mm, respectivamente). Em contrapartida os meses de fevereiro, abril e
maio de 2018 apresentaram os maiores indices pluviométricos (509,90 mm, 457,5 mm e
366,80 mm, respectivamente).
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Figura 3. Comportamento sazonal da precipitacdo total, temperatura maxima media e

temperatura média minima na estacdo pluviométrica de Baido - PA.
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5.2 AMOSTRAGEM DE SOLO

Amostras de solo foram coletadas no periodo seco (outubro de 2017) e chuvoso (maio de
2018) em sitios de amostragem sob floresta nativa primaria e sistema agricola tradicional nas
planicies aluviais dos rios Negro (adguas negras), Solimdes (aguas barrentas) e Tocantins
(Adguas claras). Em cada sitio de amostragem foram definidos trés pontos, identificados como
"Ponto 1 — P1", "Ponto 2 — P2" e "Ponto 3 — P3", com distancia geografica de 14 m entre si
(Tabela 3). A partir de cada um dos trés pontos amostrais foram coletadas amostras de solo na
camada de 0 a 30 cm de profundidade a partir da superficie do solo, a qual foi dividida em
duas seccdes (0-15 e 15-30 cm de profundidade) e colocadas em sacos plasticos para as
analises fisicas e quimicas. A coleta do solo no periodo seco foi feita utilizando tubo de
policloreto de vinila (PVC) (5 cm de didmetro) com extremidade chanfrada, previamente
esterilizado e apropriado para seccionamento da camada de solo, desenvolvido no a&mbito

deste projeto de pesquisa (Figura 5).

Figura 5. Amostrador de solo composto por tubo e conexao roscavel em policloreto de vinila
(PVC) utilizado para coleta de amostras de solo no periodo seco. A. Tubo e conex&o roscavel;
B. Amostrador parcialmente penetrado no solo; C. Partes do amostrador desconectadas apos

coleta e seccionamento do perfil do solo.

No periodo chuvoso, em que 0s sitios amostrais encontravam-se inundados, o solo de
fundo nos sitios de amostragem sob floresta nativa e sistema agricola tradicional nas planicies
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aluviais dos rios de &guas negra, barrenta e clara foi coletado com o uso de um amostrador de
fundo, consistindo basicamente de um tubo coletor de policarbonato (5 cm de didmetro) com
extremidade chanfrada, valvula de retencdo e aparato de extrusdo de secc@es do perfil de solo
(Figura 6).
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Aparato de extrusdo

Tunel de extrusdo do
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Figura 6. Amostrador de fundo utilizado para coleta de amostras de solo no periodo chuvoso.
A. Cabeca do nucleo com valvula de retencdo; B. Alca em T e haste extensora acopladas a

cabeca do nucleo; C. Aparato de extrusdo.

Uma subamostra de 3 g de solo foi retirada de cada uma das duas seccOes
(profundidades) (0-15 cm e 15-30 cm) da camada de 0 a 30 cm, ap6s homogeneizagéo do solo
por profundidade em cada ponto amostral. As subamostras de solo foram preservadas em
LifeGuard Soil Preservation Solution (Quiagen, Hilden, Germany) para estabilizacdo dos
acidos nucleicos, acondicionadas imediatamente em gelo até transporte e armazenamento a -
20 °C. O solo remanescente de cada seccdo da camada foi mantido a temperatura ambiente e
utilizado para analises fisicas e quimicas. No total foram coletadas 36 amostras de solo em
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cada periodo de amostragem (seco e chuvoso) (3 areas X 2 sitios x 3 pontos amostrais x 2

profundidades).

Tabela 3. Caracteristicas das trés areas de estudo nas planicies aluviais dos rios Negro,
Solimdes e Tocantins na Amazonia brasileira.

Planicie Cobertura  Pontos Latitude/longitude Notas de campo
aluvial da terra amostrais
floresta RNF.P1 -3°0°40.28”S/-60°11°20.12°W Floresta primaria
RNF.P2 -3°0°40.15”S/-60°11°20.32"W densa
RNF.P3 -3°0°39.79”S/-60°11°20.51"W periodicamente
inundavel com sub-
bosque ralo
Rio Negro
sistema RNA.P1 -3°0” 40.03S/-60°11°26.76"W Area
agricola RNA.P2 -3°0°40.29”S/-60°11°27.15"W periodicamente
tradicional RNA.P3 -3°0°40.46”S/-60°11°27.34"W inundada e
cultivada com cana-
de-agucar, rambut,
melancia, quiabo,
maxixe, jerimum e
feijo.
floresta RSF.P1 -3°14°11.98”S/-60°0°15.80"W Floresta primaria
RSF.P2 -3°14°11.437S/-60°0°15.55"W densa
RSF.P3 -3°14°10.97S/-60°0°15.28"W periodicamente
inundavel com sub-
bosque ralo
Rio
Solimdes
sistema RSA.P1 -3°14°17.85”S/-60°0°9.18”W Area
agricola RSA.P2 -3°14°17.59S/-60°0°9.38”W periodicamente
tradicional RSA.P3 -3°14°17.30”S/-60°0°9.57"W inundada
convertida em pasto
h& 20 anos, e h4 8
anos cultivada com
malva, tomate,
mandioca,
melancia, jerimum
e milho.
floresta RTF.P1 -2°40°19.06°°S/-49°39°21.75"W Floresta primaria
RTF.P2 -2°40°19.32°’S/-49°39°21.78°W densa
RTF.P3 -2°40°19.687S/-49°39°21.91"°W periodicamente
inundavel com sub-
bosque ralo
Rio
Tocantins
sistema RTA.P1 -2°40°17.53°°S/-49°39°23.18”°W Area
agricola RTA.P2 -2°40°17.37°’S/-49°39°23.37"W periodicamente
tradicional RTA.P3 -2°40°17.24S/-49°39°23.66°W inundada cultivada

com cacaul.
Presenca de
espécies arbdreas
nativas em meio a
maioria de plantas
de cacau.
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5.3 ANALISES FISICAS E QUIMICAS DO SOLO
A seqguir estdo descritas as metodologias utilizadas para a determinagédo de diferentes
fatores fisicos e quimicos a partir das amostras de solo coletadas nos periodos de seca e

inundacéo nos sitios florestais e sob sistema agricola tradicional

53.1pH
A determinacdo do pH do solo foi feita em agua e CaCl2 como descrito no Manual de

analises quimicas do solo, plantas e fertilizantes (SILVA, 2009). Primeiramente, a medicdo
eletroquimica da concentracdo efetiva de ions H* na solugdo de solo foi feita por meio de
eletrodo combinado, imerso em suspensdo solo/agua na proporcdo de 1:2,5. Para tanto, 10
cm® de amostra de solo (fracdo menor que 2 mm) foram colocados em um erlenmeyer,
numerado, de 125 mL. Adicionou-se 25 mL de &gua deionizada, agitou-se a mistura com
bastdo individual, e em seguida a mistura foi deixada em repouso por uma hora. Em seguida,
agitou-se novamente cada mistura com bastdo de vidro, e mergulhou-se o eletrodo na
suspensdo homogeneizada e, por fim, efetuou-se a leitura do pH com o uso de aparelho.

A medicdo da concentracdo efetiva de ions H* na solucdo de solo também foi feita por
meio de eletrodo combinado imerso em suspensédo-solo: solugdo de CaClz 0,01 mol L™ na
proporcéo de 1:2,5. Para tanto, colocou-se 10 cm® de amostra de solo (fragdo menor que 2
mm) em erlenmeyer, numerado, de 125 mL e adicionou-se 25 mL de solugéo de CaClz 0,01
mol L. Agitou-se a mistura com auxilio de uma mesa agitadora e a mesma ficou em repouso
por 15 min para molhamento completo da amostra. A mistura foi agitada novamente na mesa
e, deixada em repouso por 30 min, necessario para o equilibrio e a decantacdo da suspensao.
Apbs calibracdo do aparelho com as solucbes padrdo de pH 4,00 e pH 7,00, efetuou-se a
leitura do pH em CaCl2 0,01 mol L%, mergulhando o eletrodo na suspensdo homogeneizada,

sem nova agitacéo.

5.3.2 Umidade

A umidade do solo foi determinada pelo método gravimétrico (SILVA, 2009). Para
tanto, 10 g de cada amostra de solo foram secos em estufa a 105 °C e, posteriormente,
pesados para a determinacdo do peso seco para o célculo da porcentagem de umidade das

amostras.
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5.3.3 Carbono Organico Dissolvido (COD)

Para a determinacédo da concentracdo de carbono organico dissolvido em adgua (COD),
1 g de cada amostra de solo foi adicionada a um erlenmeyer de 150 mL, que permaneceram
sob agitacdo com 100 mL de agua ultrapura (0,055 uS cm-1) a 142 rpm durante 24 horas. O
sobrenadante foi centrifugado (6.000 rpm), filtrado em membranas de fibra de vidro (malha <
0,7 um) previamente calcinadas a 500 °C, e analisado quanto ao teor de COD por analisador
Shimadzu TOC-5000A (Shimadzu, Columbia, MD, EUA) com infra-vermelho néo
dispersivo, apds purga com HCI 2N.

5.3.4 Carbono e Nitrogénio Totais

Os teores totais de carbono (C) e nitrogénio (N) foram determinados por combustao
seca pelo analisador elementar CHNS/O (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) a partir das
amostras de solo. A determinacdo foi feita utilizando 5-7 mg de amostras de solo seco ao ar e
peneirado em malha de 0,150 mm (100 mesh).

5.3.5 Sulfato

A extracdo e determinacdo de sulfato nas amostras de solo coletadas nos periodos seco
e chuvoso, respectivamente, nas areas de estudo foram feitas utilizando solucéo extratora de
Ca(H2P0Os4)2 0,01 mol/L, carvdo ativado e 10 cm® de terra de acordo com Cantarella &
Prochnow (2001). Brevemente, a mistura solo e solucdo extratora foi agitada por 30 min,
seguida de filtragem em papel filtro (Whatman n° 42). Uma aliquota de 10 mL do extrato
obtido foi transferida para um frasco pléstico e agitada juntamente com 1 mL da solugédo-
semente acida de S-SO2, 20mg.L ! e 0,5 g de BaCL2,2H20. Apés 2 a 8 min da dissolugdo dos
cristais de BaCL2,2H20, a absorbéncia foi determinada em espectrofotdmetro a 420 nm,

utilizando solugéo com diferentes concentragdes de enxofre (S) para preparo da curva-padrao.
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5.3.6 Nitrato e Amoénio

5.3.6.1. Extracdo de Nitrato e Amonio

Em erlenmeyers de 50 mL foram adicionadas amostras de 10 g de solo fresco, 50 mL
de KCI 2 mols.Lt (Merck) e 2,5 mL de carvdo ativado (Darco 100 mesh). A mistura foi
submetida a agitacdo durante 30 min e logo em seguida a suspensdo foi filtrada em papel
filtro quantitativo “faixa azul” (Whatman n° 42) para obtencdo dos extratos. Os extratos
foram armazenados em tubos tipo falcon de 50 mL para posteriores analises. Para cada
ensaio, foi feito uma amostra denominada de branco, em que foi adicionada somente a

solugdo de KCI 2 mol L e o carvéo ativado.

5.3.6.2 Quantificacdo do Nitrato

Para a quantificacdo do nitrato as soluc¢des foram colocadas em determinados pogos da
placa para leitura em espectrofotdmetro (Synergy HTX Multi-Mode Reader, BioTek,
Vermont, USA) para obtencdo da curva padrdo e nos demais pogos foram colocados 200 pL
do extrato obtido para cada amostra. Sendo que a quantificacdo foi realizada baseada em

meétodos espectrofotométricos como descrito em Norman et al. (1985).

5.3.6.3 Quantificagdo do Amonio

Para a quantificacdo do amonio foram preparadas duas solucdes, a solugédo 1 (0,5 g de
hidroxido de sodio + 1 mL de hipoclorito a 2 %) e a solucéo 2 (10 g de salicilato de sodio +
0,04 g de nitroferricianida de sédio desidratada + 0,5 g de hidréxido de sédio).

As solucdes foram colocadas em placas para leitura em espectrofotdmetro (Synergy
HTX Multi-Mode Reader, BioTek, Vermont, USA) para obtencdo da curva padrdo e nos
demais pocos foram colocados 100 pL do extrato obtido para cada amostra somados a 50 pL
da solugdo 2 e 50 pyL da solucdo 1. Sendo que a quantificacdo foi realizada baseada em

métodos espectrofotométricos como descrito em Krom (1980).
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5.3.7 Fésforo

Para a determinacédo do teor de fosforo a partir das amostras de solo foram executadas
trés etapas: digestdo, centrifugacdo e espectrometria. A digestdo foi executada utilizando
micro-ondas Multiwave PRO — Anton Paar. Neste, foram colocados frascos contendo 0,5 g de
solo seco e macerado, 9 mL de HNOs (65%) e 3 mL de HCI (37 %). Foi seguido o protocolo
EPA 3051A (USEPA, 2007) para a configuracdo da digestdo no equipamento. Logo apos a
digestéo, a solucéo foi transferida para um tubo falcon de 20 mL, cuidando para que o solo
néo fosse transferido juntamente com a solucdo. Na etapa de centrifugacdo, os tubos contendo
a solucdo foram colocados em uma centrifuga High Speed Refrigerated Centrifuge — Heal
Force a 2000 rpm por 10 min. Apds a centrifugacdo a solucdo sobrenadante foi avolumada
com agua destilada em um baldo volumétrico de 50 mL, ajustando-se ao menisco, e
transferida para tubo falcon de 50 mL. Na etapa de espectrometria, foi utilizado o 4200 MP-
AES (Agilent Technologies) para a realizacdo das leituras das amostras por espectrometria de
emissdo atbmica com plasma induzido por micro-ondas com base em um plasma de

nitrogénio.

5.3.8 Anélise Granulométrica

Para a andlise granulométrica dos solos foi utilizado o método da pipeta de Day (1965)
adaptado por Medina e Grohmann (1962). A analise consistiu na transferéncia de 10 g da
amostra de solo (seco ao ar e peneirado em malha de 2 mm) e 50 ml de solucdo dispersante
(hidréxido de sodio e hexametafosfato de s6dio) para um Erlenmeyer (125 ml), seguida da
agitacdo por 16 h em mesa agitadora a 240 rpm. Apds a agitacdo, a solugdo foi transferida
para uma proveta de 500 mL passando por uma peneira de malha 0,053 mm até completar o
volume da proveta. O material retido na peneira foi lavado e transferido para uma lata, de
peso conhecido, para determinacdo da areia total na amostra de solo. A suspensao foi agitada
por trinta segundos com um bastdo contendo na extremidade inferior um émbolo de borracha
com didmetro um pouco menor que o da proveta, com movimento da boca para o fundo e
vice-versa. Transcorrido o tempo necessario para a sedimentacdo da argila, seguindo a lei de
Stokes, foi introduzida uma pipeta de 10 mL a uma profundidade de 5 cm para amostragem de
argila, com sucgdo continua, para evitar turbilhonamento. As aliquotas foram transferidas para
capsulas de porcelana, de peso conhecido (com aproximacgdo de 0,0001 g) e colocadas em
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estufa a 105 °C. O mesmo procedimento foi realizado com uma prova em branco, contendo a
solucdo dispersante e agua destilada. As capsulas foram retiradas da estufa e pesadas em
balanga com precisdo de décimo milésimo de grama, para obter o peso da argila + dispersante
(A+D).

Foram utilizadas as seguintes equagdes para a realizacao dos calculos das particulas:

Argila (%) = [peso da argila + dispersante (A+D) - peso do dispersante (D)] x 500

Areia total (%) = [peso da areia x 100] + [peso da amostra]

Silte (%) = [100 — Argila — Areia total]

5.4 AVAL|A§A0 DA COMPOSlc_;AQ TAXONOMICA DE COMUNIDADES
METANOGENICAS E METANOTROFICAS

5.4.1 Extracdo do RNA Genbmico do Solo e Sintese de cDNA

A extragdo de RNA total das 72 amostras de solo coletadas nas campanhas de campo
realizadas nos periodos seco e chuvoso (36 amostras de solo em cada periodo: 3 areas x 2
sitios x 3 pontos amostrais x 2 profundidades) nas trés diferentes areas amostrais foi feita com
0 RNeasy PowerSoil Total RNA Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com o protocolo
do fabricante. Foram realizadas duplicatas de extracdes de RNA a partir de cada amostra de
solo, as quais compuseram um pool para cada amostra apds a analise da qualidade e
guantidade do RNA utilizando espectrofotdmetro Nanodrop 2000c (Nanodrop ND-1000,
NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) com densidade 6tica de 230, 260, 280
e 320 nm. As amostras de RNA foram preservadas a -80 °C até o uso. Sintese de cDNA foi
feita a partir do mRNA de cada amostra utilizando o QuantiNova Reverse Transcription Kit

(Quiagen, Hilden, Alemanha), com remocéo integrada da contaminacdo do DNA gendmico.

5.4.2 Preparo de Bibliotecas e Sequenciamento de Amplicons do Gene 16S rRNA de
Archaea e Bacteria em Plataforma MiSeq Illumina

As bibliotecas de amplicon foram preparadas de acordo com o protocolo 16S
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Metagenomic Sequencing Library Preparation (https://support.illumina.com), utilizando o
cDNA como molde nas rea¢Ges de amplificacdo e primers especificos para o gene 16S rRNA
de Archaea e Bacteria total. O par de primers S-D-Arch-0349-a-S-17 (5'-
GYGCASCAGKCGMGAAW-3")/S-D-Arch-0519-a-A-16  (5'-TTACCGCGGCKGCTG-3")
(Klindworth et al., 2013) foi utilizado para obter amplicons de aproximadamente 185 pb da
regido V3 do gene 16S rRNA de Archaea. Um fragmento de aproximadamente 390 pb da
regido V4 do gene 16S rRNA de Bacteria foi amplicado utilizando o par de primers 515FB
(5"-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3) (PARADA et al, 2016)/806RB  (5-
GGACTACNVGGGTWTCTAA-3) (APPRILL et al., 2015). Os amplicons obtidos para o
gene 16S rRNA de Archaea e Bacteria foram reunidos para uma Unica corrida de
sequenciamento por periodo de coleta (36 amplicons de Archaea e 36 amplicons de Bacteria)
em um MiSeq Personal Sequencing System Illumina (lllumina, San Diego, CA, EUA)
utilizando o MiSeq Reagent Kit v.3 (600 ciclos; Illumina, San Diego, CA, EUA) com leituras
pareadas de 250 bp (2 x 251) no Centro de Gendmica Funcional da Universidade de S&o
Paulo, Campus Piracicaba.

Foi aplicada uma abordagem de PCR em dois passos que permitiu a construgcdo de uma
biblioteca de sequenciamento personalizada de genes alvos de varias amostras (Herbold et al.,
2015). No primeiro passo foi introduzido uma sequéncia head universal de 16 pb (5'-
HEADTARGETPRIMER-3"); sendo o amplicon marcado no segundo passo da PCR com um
primer que anela apenas a sequéncia head, e também codifica um “codigo de barras”
(barcode) de 8 pb (5'-BARCODE-HEAD-3’). Posteriormente, a biblioteca de amplicons
maltiplos agrupada foi adaptada a plataforma MiSeq Illumina, introduzindo os adaptadores de
sequenciamento adequados durante a preparacdo da biblioteca.

Foram obtidas sequéncias do gene 16S rRNA de Archaea e Bacteria referente as 36
amostras de cDNA obtidas a partir das amostras de solo coletadas no periodo seco e 36
amostras de cDNA obtidas a partir das amostras de solo coletadas no periodo chuvoso.

5.4.3 Processamento e Analise de Sequéncias do Gene 16S rRNA de Membros Ativos da
Comunidade Metanogénica e Metanotrofica

Todas as sequéncias do gene 16S rRNA de membros ativos da comunidade de Archaea e
Bacteria foram processadas e analisadas utilizando QIIME v.1.9.1 (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology) (CAPORASO, 2010). Brevemente, as sequéncias forward e reverse
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contidas nos arquivos fastq foram unidas utilizando o algoritmo UPARSE (EDGAR, 2013).
As sequéncias que nao se uniram com este método por alguma razdo foram unidas utilizando
VSEARCH v.2.10.4 definindo 2 pb como comprimento minimo para sobreposi¢do. Apés a
unido das sequéncias forward e reverse as mesmas foram processadas por: (1) trimagem de
sequéncias com baixa qualidade, (2) remocéo de sequéncias artificiais tais como primers e
adaptadores, (3) delecdo de sequéncias com tamanho menor que 100 pb (Archaea) e 200 pb
(Bacteria), e (4) delecdo de sequéncias com bases ambiguas. A deteccdo e delecdo de
sequéncias quimericas foram feitas utilizando o algoritmo VSEARCH (EDGAR, 2010). Apds
remoc¢do das sequéncias quiméricas, as sequéncias processadas foram alinhadas utilizando
PYyNAST (CAPORASO et al., 2010) com o banco de dados de referéncia SILVA
(https://www.arb-silva.de) e classificadas taxonomicamente a partir da definicdo de Unidades
Taxondmicas Operacionais (UTO) a >97 % de similaridade.

O namero de sequéncias em cada biblioteca foi normalizado utilizando a tabela de UTO
(2.500 sequéncias para Archaea e 20.000 sequéncias para Bacteria) e 0 método da rarefacao.
Em seguida, as tabelas de UTO obtidas para as sequéncias do gene 16S rRNA de Archaea e
Bacteria foram utilizadas separadamente para filtragem da comunidade metanogénica e
metanotréfica com o uso do comando ‘filter taxa from OTU table.py’ no QIIME v.1.9.1. O
script foi seguido utilizando a metodologia descrita em Pylro (2014). O nimero de sequéncias
do gene 16S rRNA contido na tabela de UTO filtrada para as comunidades metanogénica e
metanotrofica foi utilizado para o célculo da abundancia relativa dos membros ativos de cada

comunidade.

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

5.5.1 Teste de Tukey

A significancia estatistica das diferencas em fatores fisicos e quimicos do solo entre 0s
periodos sazonais (seco vs. chuvoso), profundidade de coleta da amostra de solo (0-15 cm vs.
15-30 cm) e uso da terra (floresta vs. sistema agricola tradicional) foi avaliada com o teste
Tukey’s HSD no programa R (version 3.2.2; R Foundation for Statistical Computing)

separadamente por planicie aluvial.
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5.5.2 Célculo de métricas ecolbdgicas

Métricas ecologicas foram calculadas para as comunidades metanogénicas e
metanotroficas utilizando o programa PAST (HAMMER; HARPTER; RYAN, 2001). A
estimativa de riqueza de UTO foi obtida utilizando a medida ‘Chaol’. A equitatividade ao
nivel da comunidade foi calculada de acordo com a métrica de ‘Pielou’. A funcdo ‘Shannon-
Wiener’ foi utilizada para obter a diversidade ao nivel de cada comunidade.

5.5.3 Heatmaps da analise de agrupamento hierarquico

Heatmaps da andlise de agrupamento hierarquico foram construidos utilizando dados
de abundéancia relativa para a comunidade metanogénica e metanotréfica, o programa R
(version 3.2.2; R Foundation for Statistical Computing) e os pacotes ‘gplots’ (v.3.0.1)
(WARNES et al., 2015), ‘heatplus’ (v.2.26.0) (PLONER, 2014), ‘RColorBrewer’ (v.1.1-2)
(NEUWIRTH, 2014), e ‘vegan’ (v.2.5-3) (OKSANEN et al., 2016), utilizando o coeficiente
de distancia de BrayCurtis.

5.5.3 Andlise de Similaridade

Analise de similaridade (One-way ANOSIM) foi feita com o programa Primer v.6
(CLARKE & GORLEY, 2006) utilizando a medida de Bray-Curtis para testar a diferenga
entre as amostras em funcéo dos periodos sazonais (seco vs. chuvoso), profundidade de coleta
da amostra de solo (0-15 cm vs. 15-30 cm) e uso da terra (floresta vs. sistema agricola

tradicional).

5.5.4 Analise de Coordenadas Principais (PCoA)

A distancia métrica Weighted UniFrac (LOZUPONE; KNIGHT, 2005) foi utilizada
para avaliar separadamente a aproximacdo filogenética entre a comunidade metanogénica e a
comunidade metanotréfica nas amostras sequenciadas. Para mostrar essa aproximacao

realizamos uma analise de coordenadas principais (PCoA) com os pacotes ‘phyloseq’
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(v.1.24.2) (MCMURDIE; HOLMES, 2013) e ‘gplots’ (v.3.0.1) (WARNES et al., 2015) no
programa R (v.3.2.2; R Foundation for Statistical Computing). Para tanto, uma arvore
filogenética foi construida com base nas UTOs para o Dominio Archaea e outra com base nas
UTOs pertencentes ao Dominio Bacteria, no software QIIME v.1.9.1 (Quantitative Insights
Into Microbial Ecology). As tabelas de UTOs filtradas para metanogénicas e metanotréficas
foram convertidas para o formato .biom e carregadas no programa estatistico R,
separadamente, e foram unidas através do pacote ‘phyloseq’ com as arvores filogenéticas. O
script foi executado separadamente para a comunidade ativa metanogénica e para a

comunidade ativa metanotrofica.

5.5.5 Analise de Redundancia (RDA)
A explicita relacdo entre as comunidades metanogénicas e metanotréficas e os fatores

fisicos e quimicos do solo foi avaliada utilizando analise de redundancia (RDA) feita com o
programa CANOCO v.5 (BRAAK; SMILAUER, 2012).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERISTICAS FiSICAS E QUIMICAS DO SOLO

Na Tabela 4 sdo apresentadas caracteristicas fisicas e quimicas das amostras de solo
coletadas nas camadas de 0-15 cm e 15-30 cm, no periodo seco e chuvoso em sitios florestais
e em sistemas agricolas tradicionais em planicies aluviais de rios de aguas negra, barrenta e
clara da Amazonia. Os valores mostrados nessa tabela indicam que houve diferenca estatistica
no teor de umidade residual nos solos provenientes das trés planicies aluviais quando
comparados os periodos sazonais dentro de cada uma delas. No periodo seco, as amostras de
solo provenientes de planicies aluviais de rios de aguas barrenta e clara apresentaram maior
teor de umidade residual em relacéo a planicie aluvial de 4gua negra, podendo-se atribuir ao
maior teor de areia na planicie aluvial de rio de agua negra em relacdo as planicies aluviais de
aguas barrenta e clara (Tabela 4), onde ha predominancia de macroporos e menor retencao de
agua (REINERT, 2006).

Os resultados das anélises quimicas do solo mostraram diferenca estatistica entre os
valores de pH dos solos de planicies aluviais de rios de aguas barrenta, negra e clara na época
seca (Tabela 4). Sendo que, o valor de pH de solos de planicies aluviais de rios de agua
barrenta foi maior do que de rios de aguas negra e clara. Por sua vez, o valor de pH do solo da
planicie aluvial do rio de &gua negra foi maior do que os encontrados para os solos de planicie
aluvial de rio de agua clara. Na época de inundacgéo, o valor de pH de solos provenientes de
planicie aluvial de rio de agua barrenta foi maior do que de rios de aguas negra e clara. Por
sua vez, o pH do solo proveniente de planicie aluvial de rio de agua negra nao diferiu
estatisticamente daquele de solo proveniente de planicie aluvial de rio de &gua clara. Junk et
al. (2011) afirmam que aguas barrentas tém pH quase neutro e concentragGes relativamente
altas de soélidos dissolvidos (principalmente metais alcalinos e carbonatos) devido aos
processos erosivos que vém dos Andes que estdo desgastando este relevo jovem rico em bases
que se depositam nessas planicies (SILVA, 2008), o que ajuda a explicar como as
caracteristicas fisicas e quimicas da agua podem promover um valor de pH mais alto nestes
solos em relacdo aos solos provenientes de outras planicies aluviais, através do carreamento

de solos dispostos nessas planicies de inundagao.

A concentracdo de carbono organico dissolvido (COD) nos solos provenientes da

planicie aluvial de rio de agua negra foi maior em relacdo ao solo coletado em planicie aluvial
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de rio de &gua barrenta nos dois periodos sazonais (seco e chuvoso). O solo de planicie aluvial
de rio de agua clara apresentou maior teor de COD em relagdo aos solos provenientes de
planicie aluvial de agua barrenta nos dois periodos sazonais. No periodo de inundacéo
(chuvoso), o solo proveniente de planicie aluvial do rio de 4gua negra obteve a maior
concentracdo de COD, apresentando diferenca estatistica em relacdo ao solo coletado em
planicies aluviais de rios de aguas barrenta e clara. (Tabela 4). Estes resultados podem ser
atribuidos ao incremento de matéria organica (LEENHEER; SANTOS, 1980), principalmente
em camada superficial, observado no local de coleta, tanto na planicie aluvial de rio de agua
negra quanto na planicie aluvial de &gua clara. Junk et al. (2011) afirmam ainda que a planicie
aluvial do rio Negro sofre com um estresse de inundagdo de longa duracdo, o que pode

promover uma maior dissolucdo do carbono nessas areas.

Os teores de carbono total, nitrogénio total e aménio ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os usos da terra, tipos de &gua ou periodos sazonais para as diferentes
planicies aluviais estudadas. O nitrato apresentou uma grande redu¢do no periodo chuvoso em
todos os usos da terra, sendo este elemento muito utilizado como aceptor de elétrons para a
oxidagdo do metano. E, os teores de sulfato foram diferentes entre solos provenientes da
planicie aluvial de rio de agua barrenta quando comparados com solos provenientes de
planicies aluviais de rios de aguas negra e clara, nos dois periodos sazonais. O teor de sulfato
em solos provenientes da planicie aluvial de rio de 4gua barrenta foi maior do que de rios de
aguas negra e clara. Por sua vez, o teor de sulfato em solos provenientes de planicie aluvial de
rio de agua negra ndo diferiu estatisticamente daqueles encontrados em solos de planicie
aluvial de rio de agua clara. A oxidacdo de CH4 em ambientes anaerobicos pode ser associada
a reducdo de sulfato, nitrato ou nitrito (CALDWELL et al., 2008; ETTWIG et al., 2008).
Islas-Lima et al. (2004) demonstraram que a oxidagdo anaerébica do CH4 também pode ser

associada a desnitrificacéo.

Os teores de fésforo nos solos provenientes das trés planicies aluviais variaram entre 0

e 543,21 mg.kg?, com o maior valor tendo sido determinado em solo da camada 0-15 cm sob
sistema agricola tradicional no periodo chuvoso na planicie aluvial de dgua barrenta, (Tabela
4). De acordo com SANCHEZ e SALINAS (1981) os teores encontrados s&o classificados
entre baixo e muito baixo, baseado numa faixa de concentracdo abaixo de 200 ppm, sendo
essa deficiéncia uma caracteristica tipica de solos da América Tropical. E interessante notar
gue nas trés planicies aluviais estudadas foram encontrados teores mais elevados de fosforo na
camada de 0-15 cm em comparacdo com a camada de 15-30 cm. Isso se deve ao fato de que
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do teor de fdésforo encontrado, 60-80% é encontrado na materia orgénica (VIEIRA,1987),
predominante nas camadas superficiais do solo, sendo este elemento um fator limitante da
produtividade na Amazonia.

Os teores de areia, silte e argila ndo diferiram entre as camadas de 0-15 cm e 15-30 cm
nas amostras de solo coletadas nas planicies aluviais de rios de aguas negra e clara. Contudo,
diferenca significativa no teor de silte foi mostrada para as comparagdes destas duas camadas
em solo de sistema agricola tradicional na planicie aluvial de rio de 4gua barrenta, no periodo
chuvoso. Nas planicies aluviais de rios de dguas negra e barrenta houve diferenca significativa
entre na comparacéo entre os sitios florestal e sistema agricola tradicional com relagdo ao teor
de areia e argila, na camada de 15 a 30cm. Ainda assim, a classe textural foi a mesma nos
solos de sitios florestais e de sistema agricola tradicional em planicies aluviais de rio de agua
barrenta, sendo classificado como um solo franco argilo siltoso em ambos os sitios de coleta.
O solo proveniente de sitio florestal de planicie aluvial de rio de agua negra foi classificado
como franco argilo arenoso, enquanto que em sistema agricola tradicional o solo foi
classificado como Franco arenoso. E solo proveniente de sitios florestal e de sistema agricola
tradicional em planicie aluvial de rio de aguas claras foram classificados como franco
(CAMARGO et al, 1986). As diferencas na granulometria na comparagdo entre as trés
planicies aluviais de rios de &guas negra, barrenta e clara responderam as diferencas
encontradas no teor de umidade na mesma comparacdo. Onde um solo com caracteristicas
franco argilo arenosa e franco arenosa reteve menor umidade em comparagao aos solos franco
argilo siltoso e franco (REINERT, 2006).
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Tabela 4. Caracteristicas quimicas e fisicas das amostras de solo coletadas em sitios florestais (FLO) e em sistemas agricolas tradicionais (SAT) em
planicies aluviais (PA) de aguas negra, barrenta e clara da Amazonia, nas camadas 0-15 cm e 15-30 cm em dois periodos sazonais (seco e chuvoso)

fatores Planicie aluvial de dguas negras Planicie aluvial de dguas barrentas Planicie aluvial de aguas claras
L rofund.
q”'f“.'ms e (cm) Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso FLO vs SAT PAvs PA
fsicos FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT Seco Chuvoso Seco Chuvoso
RNXRS* p=0,03  RNxXRS p=0,16
Amonio 0-15 24,88110,28 10,861 5,81 77,69a40,75 20,00a 7,92 4,41b11,91 844+2,79 23,1830t 1,67  12,85ab10,73 6,081 2,85 13,00+ 9,21 31,44+17,96 24,35a15,28 p=0,99 p=0,12 RNXRT p=0,18  RNXRT p=0,41
(mg.Kg-1) RTYRSp=043  RTXRS p=0,23
15-30 8,70¢ 530 4,51£1,90 6,21ba 11,11 1,71bbt 0,72 4,340,65 5,15¢ 2,11 4,38bt 2,69 2,89b£0,08 1,44b£0,52 8,98+9,32 3,41at 0,50 8,22b+5,23
RNXRS p=0,06  RNXRS p=0,6
Nitrato 0-15 2,73t4,41 1,90a% 0,86 0,09+ 0,16 0,00bbz 0,00 0,66b10,77 7,11a042,39 0,00+ 0,00 0,00b0,01 9,33aa0£2,03 4,20ab+1,52 0,25bt 0,20 0,07bbz 0,06 p=0,25 p=0,88 RNXRT* p=0,04 RNXRT p=0,96
(mg.Kg-1) RTXRS p=0,95  RTXRS p=0,57
1530 0,65£0,45 1,15£0,595 0,4010,31 1,45a£0,73 0,62b10,76 7,990t 1,16 0,5910,54 2,19b11,58 1,25bat 0,59 1,93£1,49 0,17bb* 0,26 1,41a010,71
RNXRS* p=0,00 RNxRS* p=0,00
sulfato 0-15 0,29 0,07 0,32£0,05 0,32b+0,03 0,32£0,02 0,44+0,26 0,68aaz 0,06 0,43£0,08 0,43b +0,04 0,51aaa +0,02 0,38b10,04 0,35h+0,04 0,31+ 0,04 p=0,99 p=0,86 RNXRT* p=0,00 RNXRT p=0,58
RTXRS* p=0,02  RTxRS* p=0,01
15-30 0,38£0,10 0,29+ 0,03 0,402 0,02 0,33t 0,04 0,43 40,00 0,50b4 0,06 0,354 0,07 0,440,03 043001004  0,36ab+0,02 0,404 0,10 0,25b+ 0,04
RNXRS* p=0,00 RNxRS* p=0,00
Fosforo 0-15 10,17bb +11,5 34,080 16,06 157,76aa£38,51 111,36164 478,2a0+13,44  446,36bb 110,33 458,79b 15,6 543,21a0£10,77 190,3761,09 213,08£12,84 277,19a168,5 247,04189,37 p=0,61 p=0,74 RNXRT*p=0,00  RNxRT* p=0,00
(mg.Kg-1) RTXRS* p=0,00 RTXRS* p=0,00
15-30 0,00b20,00 19,2116,39 94,33bat8,93 477543873 365,06bbb 5,03 439,79ba £11,95 437,8ab3587 5331304543 153,76¢1499 2311244737 153,57b#32,48 215,74438,81
RNXRSp=0,21  RNxRS* p=0,03
Carbonototal  0-15 4,453t 1,80 45531 0,59 2,12a10,64 0,9610,64 1,353a10,10 1,12a0,21 0,75b10,25 0,8610,35 2,05:1,04 1,37a10,14 1,49:0,69 1,14:0,85 p=0,83 p=0,96 RNXRT p=0,93  RNXRT p=0,35
(%) RTYRSp=028  RTXRS p=0,18
15-30 1,70b£ 0,63 2,46b20,13 0,66b10,07 1,20£1,10 0,76ba£0,01 0,63b10,08 0,56bt 0,15 0,52£0,02 0,7740,36 1,01b£0,04 0,4240,03 0,73:0,31
Carbono RNXRS* p=0,00 RNxRS* p=0,00
organico 0-15 691,67b1140,83 506,67b129,17 1289,17aa0 +10 608,33aab 173,33 368,33b£12,5  409,17a0+19,17 342,5192,5 266,67b+42,5 615,831126,67 466,67a155 691,67a0£156,67  322,5bb 63,33 p=0,94 ¥p=0,02  RNXRTp=045 RNxRT* p=0,04
dissolvido RTXRS* p=0,00  RTxRS* p=0,02
(M) 1530 446,67165 500,83£75 505ba £21,67 341,67bb 5,83 357,5a14,17 380,83a£33,33 257,5bb 43,67 290ba 17,5 477,5a163,33 448,33149,17 335,83bb140,83 358,331119,17
RNXRS p=0,72  RNXRS p=0,23
Nitrogénio  0-15 0,523 0,12 0,43+ 0,06 0,16a£ 0,04 0,0810,05 0,133a£0,00 0,12a£0,02 0,09b0,02 0,09+0,02 0,25:0,06 0,1610,10 0,12+ 0,05 0,100,05 p=0,84 p=0,98 RNXRT p=0,85  RNXRT p=0,37
total (%) RTXRS p=0,59  RTXRS p=0,91
1530 0,30b£ 0,05 0,35+ 0,03 0,07b£ 0,008 0,098+ 0,078 0,08h0,00 0,07b£0,01 0,0810,01 0,07+0,00 0,160 0,03 0,170£0,03 0,03b 10,004 0,080 £0,02

Comparagdo 1. (a) Profundidade 1 vs. Profundidade 2 dentro da mesma planicie aluvial (Profundidade)
Comparagdo 2. (a) FLO vs. FLO e SAT vs. SAT dentro de cada profundidade e planicie aluvial. (Sazonalidade)
Comparagdo 3. () FLO vs. SAT dentro de cada periodo sazonal e planicie aluvial. (Uso da terra)
(*) indica diferenga estatistica (p<0,05)
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Tabela 4. Continuacao

Planicie aluvial de dguas negras

Planicie aluvial de dguas barrentas

Planicie aluvial de aguas claras

Fatores
L Profund.
qw’m‘|cose (cm) Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso FLO vs SAT PAvs PA
fisicos FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT FLO SAT Seco  Chuvoso Seco Chuvoso
umidage 8 RNYRS p=0,16  RNXRS p=0,21
rsidual] 488b+2,18  1,980034 42,97a£12,04  30,78aa25,16 4,60b20,44 2,85ab20,07 3792204020 32,99ab1070  8,05b#524  600bbtll6  3374aar278 310at375 p=098 p=030  RNXRT*p=0,00 RNxRT p=0,67
1530 RTYRS* p=0,03  RTXRS* p=0,01
225b£049  194b20,20 24,14b0 4051  21,82bab+ 0,60 37900,11  2,40bbb+0,32 347a£254  30,06batl53  326bb12,01  992aba072  22,8%bar156  26,0at9,43
0415 RNXRS* p=0,01  RNXRS* p=0,00
oH () 3,77b+0,14  4,05ba+0,08 3,79:0,22 4,42+ 035 4,15bb10,05  4,080b40,04 4581025  443at006  3,650b1001 397204004  375ab+001 4080009 p=035 p=028  RNXRT*p=0,00 RNxRT p=0,08
1530 RTYRS* p=0,00 RTXRS* p=0,00
3,98)+0,08  429a0+0,10 399h4007 42704007 43231005  4,31abt 0,03 4724027 450at0,10  367hb0,06  3,80ba+0,04 38521009 4,05£0,20
" RNXRS* p=0,00 RNXRS* p=0,00
Relacio CA 11321086 12,5940,68 12751100 10,83+1,08 1075220068  9,62ab+0,12 78161122 9124136 11540405 10,14b10,4 12521048  1017:2,76 p=081 p=038  RNxRT*p=0,13 RNxRT p=0,89
1530 RTYRS* p=0,00 RTXRS* p=0,00
9616072  11,841,21 9,620:0,33 11,46£1,6 7,4b20,03 7,67b20,31 7,08£0,82 7,5540,17 11250055  9,24b0,41 12430084  9,1b+1,88
015 RNYRS p=0,34  RNXRS p=0,34
i %) 29351508 18,0745,02 29,3545,08 18,0745,02 22,3312 21,821 22,3341,2 21,821 26031334 17,6248,34 26034334 17,624834  *p=0,01 *p=0,01 RNXRTp=027 RNXRTp=027
1530 RTXRS p=0,57  RTXRS p=0,57
2930162 20364334 2930162 203b43,34 2504175 20,32640,91 Barl75 203264091 16874577 24,0847,52 16874577 24,08¢7,52
015 RNXRS* p=0,00 RNXRS* p=0,00
Site 4 720426 434166 720426 434166 74830114 70,00b40,78 74830414  7009ab10,78  4383t125 2899115 4383+125  2899t115 p=066 p=066  RNxRT*p=0,00 RNXRT* p=0,00
1530 RTYRS* p=0,00 RTXRS* p=0,00
483106 4464148 483106 4,46+1,48 72,19+127  68,21b40,65 72,19a+127  6821bb+065  2966:1241  31,29+1418 29,66:12,41  31,29¢14,18
" RNXRS* p=0,00 RNXRS* p=0,00
eia %) 6343:7,65  77,6446,67 63,4347,65 77,6416,67 2,84640,24 8,11042,81 28063024 81104281 30,144,420 53,39+14,92 30,1442,40  53,39:1492 =038 p=038  RNXRT*p=0,00 RNxRT* p=0,00
1530 RTYRS* p=0,00 RTXRS* p=0,00
658764137 752404456 6587137 752404456 281605 11,4801,56 2816405 114804156 534741817  44,63£2144 534741817 44,63£2144

Comparacdo 1. (a) Profundidade 1 vs. Profundidade 2 dentro da mesma planicie aluvial (Profundidade)

Comparagdo 2. (a) FLO vs. FLO e SAT vs. SAT dentro de cada profundidade e planicie aluvial. (Sazonalidade)
Comparagdo 3. (a) FLO vs. SAT dentro de cada periodo sazonal e planicie aluvial. (Uso da terra)

(*) indica diferenga estatistica (p<0,05)
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6.3 COMUNIDADES METANOGENICAS E METANOTROFICAS PRESENTES NO
SOLO

A andlise das comunidades metanogénicas e metanotréficas foi realizada a partir de
amostras de RNA extraido do solo cujos valores médios das concentracGes variaram de 28,4 e
160,7 ng/uL com valor minimo quantificado para as amostras da planicie aluvial de rio de
agua barrenta e valor maximo quantificado para as amostras da planicie aluvial de rio de agua
negra, ambos no periodo seco. Tal analise baseada em RNA permitiu identificar as
comunidades metanogénicas e metanotroficas ativas no momento da amostragem do solo. A
abundancia relativa de grupos microbianos metanogénicos e metanotréficos € mostrada na
Figura 7 acompanhada pelos valores obtidos para a estimativa de riqueza de UTO,
equitatividade e diversidade ao nivel da comunidade.

De maneira geral, as comunidades metanogénicas e metanotréficas encontradas na
camada do solo de 0-15 cm apresentaram maior riqueza de UTOs, equitatividade e
diversidade em comparacdo com comunidades metanogénicas presentes na camada de 15-30
cm do solo, tanto na condi¢édo de seca quanto de inundagdo. Em ambas as camadas (0-15 cm e
15-30 cm), os solos florestais apresentaram maior riqueza de UTOSs, equitatividade e
diversidade para as comunidades metanogénicas e metanotréficas em comparacdo com 0s
solos de sistemas agricolas tradicionais (Figura 7). Contudo, as comunidades metanogénicas e
metanotréficas revelaram particularidades em relacdo as métricas ecoldgicas, ocorréncia e
abundancia de seus grupos ativos nas planicies aluviais de rios de &guas negra, barrenta e
clara, de modo que diferencgas observadas entre os periodos de seca e inunda¢do ndo podem

ser generalizadas para as diferentes planicies aluviais (Figura 7).

Maior nimero de diferencas estatisticas foi mostrado quando comparando as camadas
(0-15 cm vs. 15-30 cm) e os usos da terra (floresta vs. sistema agricola tradicional) do que os
periodos sazonais (seca vs. chuvoso), tanto para as métricas ecolégicas quanto para 0s grupos
metanogénicos e metanotréficos (Figura 7). Contudo, grupos metanogénicos como
Methanosarcinalles revelaram menor abundancia relativa no periodo chuvoso, enquanto
Methanocellales e Methanomassiliicoccales mostraram maior abundancia relativa nesse
mesmo periodo sazonal em comparacdo com o periodo seco na planicie aluvial do rio de 4gua

negra.
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As comunidades metanogénicas identificadas no sitio florestal e sistema agricola
tradicional nas planicies aluviais de rio de aguas barrenta e clara foram dominadas por
Methanomassiliicoccales. Este grupo metanogénico mostrou diferenca estatistica quando
comparando os periodos seco e chuvoso na planicie aluvial de rio de dgua barrenta, mas nem
este nem outro grupo revelou diferenca estatistica para esta comparacao na planicie aluvial de
rio de agua clara (Figura 7). Estes resultados divergem daqueles obtidos por Ji et al. (2016),
que revelaram a dominancia da ordem Methanomicrobialles em solo proveniente de planicie
aluvial de rio de agua clara, enquanto as ordens Methanosarcinalles e Methanocelalles foram
predominantes em comunidades identificadas em solo de planicie aluvial de rios de &gua
barrenta e negra, respectivamente. Pode-se especular que esta diferenca seja advinda de
muitos fatores, bem como as profundidades coletadas, os periodos de coleta, os usos da terra,
os locais escolhidos para a coleta, visto que a microbiota do solo pode sofrer variacdo em
escalas milimétricas dependendo de diversos fatores ambientais (DOMSCH, 1983). Outro
importante fator que pode ter contribuido para esta diferenca revelada pelos resultados aqui
reportados e aqueles reportados por Ji et al. (2016) é a abordagem baseada em DNA utilizada
no referido trabalho e a abordagem baseada em RNA utilizada nesse estudo das comunidades

microbianas.

As comunidades metanotroficas foram dominadas por membros ativos da classe NC10
na maioria das amostras de solo coletadas nas diferentes profundidades, usos da terra e
periodos sazonais nas planicies aluviais de rios de aguas negra, barrenta e clara (Figura 7).
Apesar de poucas diferencas estatisticas terem sido observadas para a comparacdo dos
periodos seco e chuvoso no que se refere as comunidades metanotroficas nas diferentes
planicies aluviais estudadas, Methylomonas revelou menor abundéncia relativa em sistemas
agricolas tradicionais no periodo chuvoso em compara¢do com o periodo seco na planicie
aluvial de rio de agua negra. Por sua vez, ‘Candidatus M. nitroreducens’ apresentou maior
abundancia relativa em solo florestal durante o periodo chuvoso em compara¢do com o
periodo de seca neste mesmo solo em planicie aluvial de rio de &gua barrenta. Por sua vez,
Methylocystis diminuiu a abundancia relativa em solo florestal durante o periodo chuvoso em
solo florestal e aumento essa abundancia em solo de sistema agricola tradicional de planicie
aluvial de rio de agua clara. A abundancia relativa da classe NC10 diminuiu no periodo

chuvoso em comparacao com o periodo seco nesta mesma planicie aluvial.

Membros da familia Methylocystis foram presentes e abundantes em amostras de solo
coletadas na camada de 0-15 cm, enquanto ‘Candidatus M. nitroreducens’ foram presentes
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em algumas amostras de solo coletadas na camada de 15-30 cm nas diferentes planicies
aluviais, totalizando maior abundancia entre as amostras de solo coletadas em sitios florestais

e sistema agricola tradicional na planicie aluvial de rio de agua clara.

Para testar a diferenca entre as amostras nos heatmaps da andlise hierarquica de
agrupamento mostrados nas figuras 8, 9 e 10, o teste ndo parametrico ANOSIM foi realizado
(Tabela 5). Esse teste resulta em um valor de R, no qual R=1 significa que a separacdo da
estrutura da comunidade € encontrada, e R=0 quando ndo houve a separacdo. Mais
detalhadamente, valores de R>0,75 sdo comumente interpretados como claramente separados,
R>0,2 como separados, mas valores de R<0,2 sdo interpretados como ndo havendo separacéao
entre os grupos (CLARKE & GORLEY, 2001).

Assim, no heatmap da analise hierdrquica de agrupamento para 0s membros das
comunidades metanogénicas ativas reveladas por sequenciamento do gene 16S rRNA, as
amostras de solo coletadas em sitios florestais nas planicies aluviais de rios de aguas barrenta
(Figura 9A) e clara (Figura 10A) em ambos os periodos sazonais estudados foram claramente
divididas em funcéo da profundidade de coleta (Figuras 9A e 10A, Tabela 5). O mesmo néo
foi observado para as amostras coletadas em sistemas agricolas tradicionais nas trés diferentes
planicies aluviais nem para aquelas amostras coletadas em sitio florestal na planicie aluvial de
agua negra (Figura 8A). Grupos distintos foram revelados para as comunidades
metanogénicas em amostras de solo coletadas na camada de 0-15 cm em sistema agricola
tradicional da planicie aluvial de rio de dgua negra (Figura 8A), havendo a dominancia dos
grupos Methanocellales e Methanosarcinales. No sitio florestal em planicie aluvial de rio de
agua barrenta (Figura 9A) em funcgéo do periodo de coleta (ndo inundado e inundado) houve
dominancia do grupo Methanomassiliicoccales. As comunidades metanogénicas néo
formaram grupos claramente separados em funcdo do uso da terra (floresta e sistema agricola
tradicional), exceto para as amostras de solo coletadas na camada de 15-30 cm na planicie
aluvial de agua negra (Figura 8A), onde houve o agrupamento claro do grupo

Methanosarcinales em funcéo da profundidade.

As comunidades metanotroficas ativas apresentaram maior numero de grupos
claramente separados em amostras de solo coletadas nas camadas de 0-15 cm e 15-30 cm na
planicie aluvial de rio de agua clara em funcéo principalmente do periodo de coleta e uso da
terra (Figura 10B, Tabela 5). Grupos distintos também foram revelados para estas
comunidades em amostras de solo coletadas em sistema agricola tradicional nas planicies

aluviais dos rios de aguas negra (Figura 8B) e barrenta (Figura 9B) em funcdo da
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profundidade da amostragem.

Hernandéz et al (2019) mostraram um padrdo semelhante na composicdo das
comunidades metanogénicas em areas de lgarapé da Amazbdnia, em que mais de 30 % da
comunidade total de Archaea presente no solo foi composta pelos grupos Methanobacteriales,
Methanocellales,  Methanomicrobiales, = Methanosaetaceae, = Methanosarcinaceae e
Methanomassiliicoccus.
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Figura 8. Heatmaps da analise de agrupamento hierarquico para a abundancia relativa de membros
das comunidades metanogéncias (A) e metanotrdficas (B) ativas em amostras de solo coletadas em
sitios florestais (FLO) e sistemas agricolas tradicionais (SAT) localizados na planicie aluvial de rio de
agua negra da Amazodnia durante periodo ndo inundado (PNI) e periodo inundado (PI). P1, ponto
amostral 1; P2, ponto amostral 2; P3, ponto amostral 3; D1, camada 0-15 cm; D2, camada 15-30 cm.
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Figura 9. Heatmaps da analise de agrupamento hierarquico para a abundancia relativa de membros
das comunidades metanogéncias (A) e metanotrdficas (B) ativas em amostras de solo coletadas em
sitios florestais (FLO) e sistemas agricolas tradicionais (SAT) localizados na planicie aluvial de rio de
agua barrenta da Amazonia durante periodo ndo inundado (PNI) e periodo inundado (PI). P1, ponto
amostral 1; P2, ponto amostral 2; P3, ponto amostral 3; D1, camada 0-15 cm; D2, camada 15-30 cm.
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Figura 10. Heatmaps da andlise de agrupamento hierarquico para a abundéancia relativa de membros
das comunidades metanogéncias (A) e metanotréficas (B) ativas em amostras de solo coletadas em
sitios florestais (FLO) e sistemas agricolas tradicionais (SAT) localizados na planicie aluvial de rio de
agua clara da Amazénia durante periodo ndo inundado (PNI) e periodo inundado (PI). P1, ponto
amostral 1; P2, ponto amostral 2; P3, ponto amostral 3; D1, camada 0-15 cm; D2, camada 15-30 cm.
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Tabela 5. Valores R obtidos com a andlise de similaridade (One-way ANOSIM) da composicao das comunidades metanogénicas e metanotréficas presentes em
amostras de solo coletadas em diferentes camadas do solo, uso da terra e periodos sazonais

Planicie Aluvial de 4guas negras Planicie Aluvial de aguas barrentas Planicie Aluvial de &guas claras

Periodos sazonais (Nao-inundado vs. Inundado)
Floresta SAT Floresta SAT Floresta SAT
Camada 0-15cm 0,096" (P=1) 0,741 (P=0,1) 0,741 (P=0,1) 0,185 (P=0,4) 0,259 (P=0,2) 0,096 (P=0,7)
0,022% (P=0,9) 0,519 (P=0,1) 0,074 (P=0,3) 0,037 (P=0,4) 0,556 (P=0,1) 0,852 (P=0,1)
15-30 cm 0,067 (P=1) 0,222 (P=0,2) 0,481 (P=0,1) 0,074 (P=0,4) 0,444 (P=0,1) 0,037 (P=1)
0,074 (P=0,6) 0,074 (P=0,6) 0,018 (P=1) 0,074 (P=1) 0,074 (P=0,7) 0,722 (P=0,1)
Camada (0-15 vs. 15-30 cm)
Floresta SAT Floresta SAT Floresta SAT
Periodos Nao- 0,111 (P=0,3) 0,241 (P=0,2) 0,704 (P=0,1) 0,019 (P=0,5) 0,741 (P=0,1) 0,111 (P=0,3)
Sazonais inundado 0,222 (P=0,2) 0,926 (P=0,1) 0,111 (P=0,5) 0,093 (P=0,4) 0,333 (P=0,2) 0,018 (P=1)
Inundado 0,015 (P=0,8) 1(P=0,1) 0,593 (P=0,1) 0,037 (P=0,4) 0,556 (P=0,1) 0,111 (P=0,4)
0,333 (P=0,2) 0,815 (P=0,1) 0,37 (P=0,1) 0,074 (P=0,4) 0,035 (P=1) 0,63 (P=0,1)
Usos da terra (Floresta vs. Sistema Agricola Tradicional)
Nao-inundado Inundado N&o-inundado Inundado Nao-inundado Inundado
Camada 0-15cm 0,333 (P=0,1) 0,148 (P=0,2) 0,093 (P=0,7) 0,037 (P=0,6) 0,033 (P=1) 0,259 (P=0,3)
0,111 (P=0,3) 0,074 (P=0,4) 0,014 (P=1) 0,111 (P=0,4) 0,741 (P=0,1) 0,667 (P=0,1)
15-30 cm 0,020 (P=0,7) 1(P=0,1) 0,296 (P=0,3) 0,556 (P=0,1) 0 (P=0,5) 0,444 (P=0,1)
0,037 (P=0,5) 0,037 (P=0,4) 0,185 (P=0,4) 0,222 (P=0,2) 0,889 (P=0,1) 0,685 (P=0,1)

SAT, Sistema Agricola Tradicional
R-valores para comunidade metanogénica
SR-valores para comunidade metanotrofica

R- valores para cada termo e sua significancia séo apresentados conforme determinado pela analise permutacional usando 999 permutacées.
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A aproximacdo filogenética entre a comunidade metanogénica e a comunidade
metanotrofica nas amostras sequenciadas sdo mostradas nas Figuras 11, 12 e 13. A
comunidade metanogénica revelou menor aproximacao filogenética nas amostras coletadas na
planicie aluvial de rio de agua clara (Figura 13) em comparacdo com aquelas coletadas nas
planicies aluviais de rios de &guas negras (Figura 11) e barrentas (Figura 12). Por sua vez, as
comunidades metanogénicas das amostras coletadas na planicie aluvial de rio de 4gua negra
(Figura 11) foram proximas filogeneticamente entre si. O mesmo foi observado para as
comunidades metanogénicas das amostras coletadas na planicie aluvial de rio de agua
barrenta (Figura 12). Por sua vez, as comunidades metanotroficas ndo apresentaram padrdo
para a aproximacdo filogenética entre as amostras sequenciadas nem em funcdo do tipo de
agua, profundidade de coleta das amostras, uso da terra e periodo de coleta (Figuras 11, 12 e
13).

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito de associar a atividade de
micro-organismos metanotréficos com a utilizacdo de aceptores de elétrons, tais como o
nitrato, nitrito e sulfato (HE et al, 2015; KRAVCHENKO et al, 2014; SU et al, 2017; ZHU et
al, 2012). Podendo-se especular que a falta de padrédo na aproximacao filogenetica para a
comunidade metanotrofica ativa no solo deve-se a outros condicionadores do comportamento
desta comunidade microbiana, em que mesmo ndo havendo um padrdo de aproximacao
filogenética, pode haver o agrupamento motivado por outros fatores ambientais e até mesmo
pela presenca de outros micro-organismos, como comunidades de micro-organismos
nitrificantes ativas no solo (KAMIRA et al, 2018; MOHAMMADI et al, 2017).

Hernandéz et al (2019) fizeram um experimento em que amostras de solos de uma
area inundavel foram submetidas a uma dessecacdo de curto prazo para investigar se 0s
efeitos sobre a composicdo microbiana seriam os mesmos ou maiores do que os efeitos
causados pelas condi¢fes de seca e inundacdo em um ritmo anual. Ao final, os autores
encontraram que a dessecacdo de curto prazo teve um efeito mais dramatico sobre as
composicdes da comunidade microbiana do que as condi¢cGes de seca e umidade nos
diferentes locais de campo, onde a inundagdo e a drenagem costumam mudar em um ritmo
anual. Eles ainda encontraram que as potenciais atividades metanogénicas nos solos antes e
apos o tratamento de dessecacdo foram bastante semelhantes, apesar das grandes diferencas
na composicdo da comunidade microbiana. Por fim, concluiram que existe uma resiliéncia
funcional bastante robusta para alguns grupos de bactérias fermentadoras (por exemplo,
Firmicutes) e metanogénicos hidrogenotréficos (Methanocellales, Methanosarcinaceae) e

57



acetoclasticos (Methanosarcinaceae) dominantes.
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Figura 11. Diagrama de ordenacdo de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada na matriz
de distancia UniFrac ponderada (weighted) para UTOs componentes das comunidades metanogénica
(A) e metanotroficas (B) ativas em sitios florestais (FLO) e sistemas agricolas tradicionais (SAT)
localizados na planicie aluvial de rio de dgua negra da Amazonia durante periodo ndo inundado (PNI)
e periodo inundado (PI).
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Figura 12. Diagrama de ordenacdo de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada na matriz
de distancia UniFrac ponderada (weighted) para UTOs componentes das comunidades metanogénica
(A) e metanotroficas (B) ativas em sitios florestais (FLO) e sistemas agricolas tradicionais (SAT)
localizados na planicie aluvial de rio de 4gua barrenta da Amaz6nia durante periodo ndo inundado
(PNI) e periodo inundado (PI).
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Figura 13. Diagrama de ordenagdo de Anéalise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada na matriz
de distancia UniFrac ponderada (weighted) para UTOs componentes das comunidades metanogénica
(A) e metanotroficas (B) ativas em sitios florestais (FLO) e sistemas agricolas tradicionais (SAT)

localizados na planicie aluvial de rio de agua clara da Amazonia durante periodo ndo inundado (PNI) e
periodo inundado (PI).
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6.4 RELACOES DAS COMUNIDADES METANOGENICAS E METANOTROFICAS
COM FATORES FISICOS E QUIMICOS DO SOLO

A estrutura das comunidades metanogénicas e metanotréficas ativas foi explicitamente
relacionada com os fatores fisicos e quimicos das amostras de solo coletadas nas planicies
aluviais de rios de aguas negra, barrenta e clara da Amazodnia (Figura 14). As comunidades
metanogénicas ativas em amostras de solo coletadas na camada de 0-15 cm nos sitios
florestais e em sistema agricola tradicional na planicie de rio de &guas negras foram
positivamente relacionadas com a razdo C:N e os teores de C, N, COD, aménio, argila e areia
no solo (Figura 14). O teor de nitrato no solo foi positivamente relacionado com as
comunidades metanogénicas ativas presentes em solo coletado em ambas as camadas
estudadas em sitio florestal e sistema agricola tradicional na planicie aluvial de rio de aguas
claras. O pH, a umidade, o teor de sulfato, teor de fosforo e silte foram positivamente
relacionados com as comunidades metanogénicas de amostras de solo coletadas em ambas as
camadas estudadas em sitio florestal e em sistema agricola tradicional na planicie aluvial de
rio de agua barrenta. A explicabilidade da variagdo na composi¢cdo das comunidades
microbianas metanogénicas pelos fatores fisicos e quimicos do solo avaliados nas planicies
aluviais de rios de aguas negra, barrenta e clara da Amazonia foi de 53,3 %.

Os teores de fosforo, silte e sulfato apresentaram relagdo positiva com as comunidades
metanotroficas de amostras de solo coletadas em ambas as camadas (0-15 cm e 15-30 cm) da
planicie aluvial de rio de aguas barrentas, nos dois usos da terra (Figura 14). As comunidades
metanotroficas em solos coletados na camada de 0-15 cm de profundidade nos sitios florestais
e em sistema agricola tradicional na planicie de rio de agua clara foram positivamente
relacionadas com a razdo C:N e os teores de C, N, COD e amonio no solo. Enquanto que, o
teor de areia foi positivamente relacionado com as comunidades metanotréficas em amostras
de solo coletadas em ambas as camadas analisadas na planicie aluvial de rio de dgua negra. O
teor de argila foi positivamente relacionado com as comunidades metanotroficas em amostras
de solo coletadas na camada de 15-30 cm de profundidade nos sitios de sistema tradicional
agricola de aguas claras e negras. O pH e a umidade do solo foram relacionados
positivamente com as comunidades metanotréficas em amostras de solos coletadas em ambas
as camadas em sitios florestais nas planicies aluvias de rios de aguas claras e barrentas.
Contudo, a explicabilidade da variagdo na composicdo da comunidade microbiana
metanotrofica pelas caracteristicas fisicas e quimicas do solo nas diferentes planicies aluviais

da Amazonia foi baixa (menos de 22,6 %).
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E possivel observar que houve uma correlagio positiva entre o teor de nitrato no solo e
a abundancia absoluta da comunidade microbiana nitrificante com as amostras de solo
coletadas na camada de 0-15 cm em sistema agricola tradicional na planicie aluvial de rio de
agua barrenta no periodo chuvoso. Vale destacar que essas amostras de solo apresentaram
dominancia do grupo NC10. Alguns trabalhos mostram que membros do grupo NC10 sdo
oxidadores anaerdbicos do metano envolvidos com nitrato e nitrito no solo
(RAGHOEBARSING et al, 2006; ETTWIG et al, 2008; KNITTEL & BOETIUS, 2009; HE et
al, 2015; KRAVCHENKO et al, 2014; SU et al, 2017; ZHU et al, 2012).
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Figura 14. Diagrama de ordenacéo da analise de redundancia (RDA) relacionando os fatores fisicos e quimicos do solo e as comunidades metanogénicas e

metanotrdficas em planicies aluviais de aguas negra (PAAN), barrenta (PAAB) e clara (PAAC) da Amazoénia durante periodo ndo inundado (PNI) e inundado
(PI) revelada com base em sequenciamento do gene 16S rRNA.
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7 CONCLUSAO

Anélises baseadas em RNA permitiram conhecer a composi¢cdo das comunidades
metanogénica e metanotrofica ativas envolvidas na producéo e consumo de CHs4 em planicies
aluviais de rios de aguas negra, barrenta e clara na Amazodnia brasileira, tendo como base
amostragens de solo feitas em sitios florestais e sistemas agricolas tradicionais, nas camadas
de 0-15 cm e 15-30 cm em periodos de seca e inundagdo nas areas de estudo.

Com base nos resultados obtidos, aceitou-se a hipdtese de que areas inundaveis
florestais e sob sistemas agricolas tradicionais nas planicies aluvias de rios de aguas negra,
barrenta e clara da Amazénia diferem quanto a composi¢do das comunidades microbianas
metanogénica e metanotrofica ativas presentes no solo, com ocorréncia e abundancia
diferenciadas de seus membros em diferentes profundidades e periodo sazonal (Hipdtese ).
As variaveis ‘uso da terra’, ‘profundidade’ e ‘periodo sazonal’ cooperaram diferentemente
para a estruturacdo das comunidades metanogénicas e metanotroficas presentes no solo das
planicies aluviais, revelando maior influéncia da ‘profundidade’, seguida do ‘uso da terra’ e
do ‘periodo de sazonal’.

A explicabilidade da variagdo na composicdo das comunidades microbianas
metanogénicas pelos fatores fisicos e quimicos do solo avaliados nas planicies aluviais de rios
de aguas negra, barrenta e clara da Amazonia foi de 53,3 %, enquanto que essa
explicabilidade foi de 22,6 % para as comunidades metanotréficas nessas mesmas areas.
Assim, aceita-se parcialmente a hipdtese de as caracteristicas fisicas e quimicas do solo em
areas inundaveis florestais e sob sistemas agricolas tradicionais nas diferentes planicies
aluviais explicam a maior parte da variacdo observada na composicdo das comunidades
microbianas metanogénicas e metanotroficas presentes em diferentes camadas de solo e
periodo sazonal (Hipdtese Il). O aceite parcial deve-se a explicabilidade de mais de 50 % da
variacdo observada para as comunidades metanogénicas. Contudo, a baixa explicabilidade
revelada pelos fatores fisicos e quimicos do solo para a variagdo observada nas comunidades
metanotroficas indica que outros fatores (p.e., concentracdo total e biodisponivel de ferro —
total, Fe(ll) e Fe(lll) — e manganés no solo) ndo analisados podem estar contribuindo com a

variagdo encontrada.
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