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Figura 23. Importancia relativa das variaveis ambientais da agua (temperatura, pH,
condutividade elétrica e oxigénio dissolvido) e do sedimento (carbono e nitrogénio totais e
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de 2014 e marco de 2015. A importancia das variaveis foi dada por meio da selecédo de
modelos realizada através do teste GLM. Os efeitos positivo e negativo das variaveis sobre
os grupos de organismos sao indicados acima das colunas pelos sinal “+” e “-7
respectivamente. OD — oxigénio dissolvido na 4gua, CT — carbono total no sedimento, NT —
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Silveira, Rafaella Sousa. Caracterizacdo sazonal de comunidades de Bacteria e Archaea em
sedimentos de lagoas naturais rasas no Cerrado. Mestrado académico em Biologia Microbiana
do Programa de Pos-Graduacédo em Biologia Microbiana, defendido dia 21 de marco de 2016, sob
orientacao da Prof2. Dr2. Mercedes Maria da Cunha Bustamante.

RESUMO

Lagoas naturais rasas e oligotroficas do Cerrado abrigam elevada biodiversidade. No entanto, ainda
nao existem estudos sobre as comunidades microbianas presentes no sedimento desses ambientes
aquaticos. O objetivo deste estudo foi caracterizar a diversidade dos dominios Bacteria e Archaea
presentes no sedimento de duas lagoas naturais do Cerrado (Lagoa Bonita na Estacdo de Aguas
Emendadas - Planaltina/DF e Lagoa Cabocla no Campo de Instrucdo de Formosa - Formosa/GO).
Agua e sedimento (0-5 cm) foram coletados em diferentes estagbes (transigdo chuva-seca, seca,
transicdo seca-chuva e chuva) entre maio de 2014 e marco de 2015. As caracteristicas fisicas e
quimicas das amostras de 4gua e sedimento foram avaliadas. O perfil das comunidades bacterianas
foi analisado usando PCR/DGGE e a riqueza e diversidade de grupos do dominio Bacteria e
Archaea por meio de pirosequenciamento do gene 16S rRNA. A agua nas duas lagoas apresentou
pH levemente acido, baixa condutividade elétrica, concentra¢cdes de oxigénio dissolvido menores
que 7,19 mg/L e temperatura entre 21 e 28°C. O sedimento apresentou pH acido, altos teores de
matéria organica, baixa saturacéo por bases e elevada acidez potencial. As andlises da estrutura da
comunidade bacteriana avaliada (Dice/UPGMA) a partir dos perfis de géis DGGE indicaram alta
similaridade entre as comunidades das duas lagoas com maior diferenciacdo em relacdo as
estacBes. A partir da andlise de sequéncias do gene 16S rRNA, foram identificados o total de 45
filos bacterianos e um grupo de bactérias ndo classificadas na hierarquia taxondmica inferior. Seis
filos (Proteobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Planctomycetes e Nitrospirae) foram
considerados abundantes, com frequéncia = 1% em todas as estagbes, nas duas lagoas. Foram
encontrados outros nove filos abundantes (Actinobacteria, Bacteroidetes, OP8, Chlamydiae,
Chlorobi, Spirochaetae, TM6, Verrucomicrobia e WD272) e o grupo ndo classificado (unclassified
Bacteria) em pelo menos uma estacdo nas duas lagoas. Foi observada ainda a presenca de quatro
filos bacterianos Unicos (Caldiserica, KB1, e WS6 e Synergistetes) em menor abundéancia na Lagoa
Bonita, enquanto na Lagoa Cabocla foi recuperado apenas um filo bacteriano Gnico (BHI80-139).
Quanto aos grupos pertencentes ao dominio Archaea, foram identificados trés filos (Crenarchaeota,
Euryarchaeota e Thaumarchaeota) e dois grupos de Archaea né&o classificadas (uncultured
archaeon e unclassified Archaea). Apenas Euryarchaeota e Thaumarchaeota foram considerados
abundantes nas duas lagoas e nos diferentes periodos. Relacdes dos filos de Bacteria e Archaea
foram avaliadas em associagdo com as variaveis da agua (temperatura, pH, condutividade elétrica,
oxigénio dissolvido e profundidade da coluna d’agua), bem como carbono e nitrogénio totais no
sedimento, além da razdo C:N. O pH da 4gua, a condutividade elétrica e a profundidade foram as
variaveis de maior importancia relativa sobre a abundancia da maioria dos filos testados. A riqgueza
de bactérias foi maior na Lagoa Cabocla, enquanto a riqueza e a diversidade de arqueias foram
maiores na Lagoa Bonita. Nas duas lagoas, a sazonalidade influenciou a rigueza de arqueias e teve
efeito sobre diversidade de bactérias, que foram maiores na estagédo seca em relacao ao periodo de
transicdo chuva-seca. A presenca de microrganismos aerobios e anaerdbios encontrados no
sedimento destas lagoas pode ser um indicativo da ocorréncia de intera¢cbes entre o sedimento e
corpo d’agua gerando micro sitios heterogéneos para o estabelecimento de grupos com uma
ecologia tao diferenciada. Os resultados deste estudo compreendem um conjunto de informacdes
basicas e inéditas a respeito dos ambientes aquaticos pristinos no Cerrado contribuindo na
ampliacdo dos conhecimentos sobre a diversidade e ecologia dos organismos que sdo importantes
componentes das funcBes ecossistémicas. Essa informacédo pode contribuir para a avaliacdo e
planejamento de estratégias de conservacdo dos ecossistemas aquaticos no Cerrado.

Palavras-chave: Lagos tropicais, pirosequenciamento, variacdo temporal, diversidade microbiana,
Brasil Central.



ABSTRACT

Natural shallow and oligotrophic lakes of Cerrado harbor high biodiversity. However, there are no
studies about the microbial communities present in the sediment of these aquatic environments. The
objective of this work was to characterize the diversity of the Bacteria and Archaea domains in the
sediment of two natural lakes of Cerrado (Lagoa Bonita located in Esta¢do de Aguas Emendadas —
Planaltina/DF and Lagoa Cabocla located in Campo de Instrucdo de Formosa — Formosa/GO).
Water and sediment (0-5 cm) samples were collected from different seasons (transition rainy-dry,
dry, transition dry-rainy and rainy season) between May 2014 and March 2015. Physical and
chemical characteristics of water and sediment samples were evaluated. Bacterial communities
profile was analyzed using PCR/DGGE and the richness and diversity of Bacteria and Archaea
domains by pyrosequencing of the 16S rRNA gene. The water in the both lakes showed lightly acidic
pH, low electrical conductivity, dissolved oxygen concentrations less than 7.19 mg/L and
temperature between 21 and 28°C. The sediment showed acid pH, high organic matter content, low
base saturation and high potential acidity. The analysis of the structure of the evaluated bacterial
community (Dice/lUPGMA) from profiles of DGGE gels showed high similarity between the
communities of the two lakes with greater differentiation in relation to the seasons. From the
sequence analyses of 16S rRNA gene, were identified a total of 45 phyla and a group of bacteria not
classified in the lower taxonomic hierarchy. Six phyla (Proteobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi,
Firmicutes, Planctomycetes and Nitrospirae) were considered abundant, with frequency = 1% in all
seasons, in the two lakes. Nine abundant phyla (Actinobacteria, Bacteroidetes, OP8, Chlamydiae,
Chlorobi, Spirochaetae, TM6, Verrucomicrobia and WD272) and the bacterial group not classified
(Unclassified Bacteria) were found in the two lakes at least in one season. We observed the
presence of four single bacterial phyla (Caldiserica, KB1, e WS6 and Synergistetes) in lower
abundance in the Lagoa Bonita, while in Lagoa Cabocla only one single bacterial phyla (BHI80-139)
was recovered. Regarding the groups belonging to the Archaea domain, were identified three phyla
(Crenarchaeota, Euryarchaeota and Thaumarchaeota) and two archaeal groups not classified
(uncultured archaeon and Unclassified Archaea). Only Euryarchaeota and Thaumarchaeota were
considered abundant in the two lakes and in different periods. Relationship of the Bacteria and
Archaea phyla were evaluated in combination with water variables (temperature, pH, electrical
conductivity, dissolved oxygen and depth of water column) as well as carbon and total nitrogen in the
sediment, besides the C:N ratio. The water pH, the electrical conductivity and the depth were the
variables of greater relative importance on the abundance of most phyla tested. The bacterial
richness was greater in the Lagoa Cabocla, while the archaeal richness and diversity were greater in
the Lagoa Bonita. In the two lakes, the seasonality influenced the archaeal richness and had effect
on the diversity of Bacteria, which was higher in the dry season compared to transition rain-dry
period. The presence of aerobic and anaerobic microorganisms found in the sediment of these lakes,
may be indicative the occurrence of interactions between sediment and water body generating
heterogeneous microsites for the establishment of groups with such a differentiated ecology. The
results of this study include a set of basic and novel information about pristine aguatic environments
in the Cerrado, contributing to the expansion of knowledge about the diversity and ecology of the
organisms that are important components of ecosystem functions. This information can contribute to
the evaluation and planning of conservation strategies for aquatic environments in the Cerrado.

Key-words: tropical lakes, pyrosequencing, temporal variation, microbiota diversity, Central Brazil.



1 INTRODUCAO

O Cerrado ocupa cerca de 24% do territorio brasileiro, sendo o segundo maior
bioma do pais (IBGE 2004). E representado por um mosaico de fitofisionomias com a
maior diversidade bioldgica entre as savanas do mundo (Mendonca et al. 1998; Klink &
Machado 2005) e se destaca por abrigar as nascentes de trés das principais bacias
hidrograficas da América do Sul, a bacia do S&o Francisco, bacia do Parana e bacia do
Araguaia/Tocantins, além de outros cursos d’agua (Lima & Silva 2008). Diante da vasta
rede hidrografica que compreende doze bacias no Brasil, oito dependem de recursos do
Cerrado (MMA 2009). A atividade geoldgica dessa rede hidrografica no Brasil é
responsavel pela génese da maioria dos lagos e lagoas brasileiras (Esteves 1998).
Estruturalmente, estes sistemas lacustres sdo formados por uma depressdo natural do
relevo onde a agua é retida (Odum & Barrett 2007), formando um corpo de agua doce com
pouca ou nenhuma corrente (ambientes Iénticos) e sem continuidade com o mar
(Mackenzie et al. 1998), caracterizando-se como ecossistemas pequenos e de pouca
profundidade (Esteves 1998) Estas paisagens estdo distribuidas em diferentes areas
umidas ainda pouco compreendidas, principalmente em relacdo a descricdo das
comunidades microbianas que compdem seus ecossistemas aquaticos.

De acordo com a definicdo pela Convencédo de Ramsar, tratado intergovernamental
estabelecido em 1971, as areas Umidas ocorrem sob superficies cobertas de agua,
abrangendo tanto areas artificiais quanto areas naturais, tais como represas (artificiais),
pantanos, sistemas l6ticos e |énticos de dgua doce ou salobra e agudes, que apresentem
no maximo 6 metros de profundidade. No Cerrado, as areas Umidas sdo encontradas
especialmente em veredas, matas de galeria e campos umidos (Ribeiro & Walter 1998), se
estendendo em diversificadas formagfes de ecossistemas aquaticos naturais de pequeno
a médio porte pouco explorados e cujas caracteristicas peculiares exercem forte influéncia
sobre a biodiversidade nesses ambientes (Padovesi-Fonseca 2005).

No Cerrado, as lagoas naturais sdo formadas pelo afloramento do lencol freéatico e
apresentam vasta colonizagcdo por macrofitas aquaticas (Padovesi-Fonseca 2005).
Algumas propriedades peculiares das lagoas naturais rasas e oligotroficas neste bioma
incluem aguas transparentes, ligeiramente acidas, com baixo teor de nutrientes e baixa
condutividade elétrica (Gomes et al. 2010). Também sao baixas as concentracdes de
nutrientes como nitrogénio e fosforo total (Fonseca & Estrela 2015).

Nas lagoas naturais do Cerrado a compartimentalizagdo das zonas litoral, pelagica
e profunda é quase atipica. Todas as regides do sistema aquéatico sdo componentes
biogeoquimicos que mantém elevada comunicagéo entre si através de trocas de matéria e

energia (Esteves 1998). Carpenter (1988) descreve que estas complexas interacdes
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resultam das mudltiplas vias que ligam os organismos aos recursos abioticos. A relacéo
sedimento e corpo d'agua, por exemplo, ocorre com a atuagao do sedimento como habitat
e substrato para inUmeros organismos e estes, por sua vez, recebem da coluna d'agua a
influéncia direta da sua composicao fisica e quimica (Mackenzie et al. 1998).

Nos ecossistemas lacustres rasos, as flutuacdes entre coluna d’agua e sedimento
de fundo sdo extremamente dindmicas, garantindo rapida recirculagdo de gases e
nutrientes (Likens 2010). Essa interacdo é determinada especialmente pela relagdo da
pouca profundidade com a acdo do vento, e, associada a transparéncia da agua, pode
caracterizar a coluna d’agua como inteiramente representada pela zona eufética. Este tipo
de ambiente ndo forma estratificacdo vertical e ndo h4, portanto, a separacdo da coluna
d’agua por gradientes quimico ou fisico (Esteves 1998).

Considerando a temperatura mais elevada dos sistemas tropicais, lagos e lagoas
dessa regido podem apresentar grandes déficits de oxigénio (O,), o qual é melhor
dissolvido em baixas temperaturas (Nilssen 1984). Nesses casos, 0 vento tem também um
importante papel na distribuicdo e aumento da concentragdo desse gés por toda a coluna
d’'agua (Esteves 1998).

Tanto as condi¢cfes bibticas quanto as condi¢des abioticas controlam processos
dos lagos e lagoas de sistemas naturais (Bréonmark & Hansson 2002). Alguns fatores como
acidez, teor de componentes humicos, carbono, concentragées de nutrientes, por exemplo,
montam uma dimensdao abidtica que pode ser caracteristica da zona de influéncia do lago
ou lagoa (Bronmark & Hansson 2005). A zona de influéncia € a regido de entorno do
sistema aquatico pela qual a chuva, o solo e a vegetacdo sdo responsaveis por grande
parte das entradas de nutrientes, pH e cor da dgua da lagoa (Scheffer & Van Nes 2007).

A transparéncia € caracteristica da baixa concentragdo de substancias dissolvidas e
suspensas na agua (baixa turbidez e baixos niveis de nutrientes), fazendo com que a luz
consiga penetrar a coluna d’agua até chegar ao sedimento (Brénmark & Hansson 2005). A
penetracdo da luz até o fundo da lagoa permite um elevado crescimento de vegetacdo
enraizada e algas por toda extensdo do ambiente aquatico (Esteves 1998). A maior
abundéncia de plantas submersas contribui na reducdo da turbidez por meio de um
conjunto de mecanismos que diminuem a ressuspenséao excessiva do sedimento (Scheffer
& Van Nes 2007).

Além da coluna de agua, o sedimento de fundo que forma o leito da lagoa € um
importante compartimento dos ambientes aquéaticos. E constituido por materiais sélidos
gue se encontram assentados ao fundo do sistema (Kemker 2014) e pode proporcionar
condicBes favoraveis ao estabelecimento de muitos organismos, incluindo populacdes
microbianas (Roske et al. 2008). De acordo com Roske et al. (2008), o sedimento é

possivelmente o maior compartimento dos ecossistemas de agua doce e como descrito
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anteriormente, mantém complexas interagdes com o corpo d’agua (Esteves 1998) podendo
ser nele ressuspenso (Kemker 2014). E nesta interface sedimento-agua que ocorre
expressiva e importante parte da atividade biologica dos sistemas lacustres (Pace & Prairie
2005).

A estrutura quimica do sedimento que integra 0os processos bioldgicos é constituida
por um conjunto de materiais organicos e inorganicos derivados do influxo de rios das
bacias hidrogréficas que alimentam o sistema aquatico, do arraste de particulas através da
enxurrada das chuvas ou da decomposi¢ao de organismos (Pace & Prairie 2005). Segundo
Kalff (2002), os solos, a vegetacdo de cobertura e o intemperismo de rochas na zona de
influéncia, fornecem ao sistema aquatico algumas fracbes de particulas organicas e
inorgénicas que se depositam no fundo e atribuem ao sedimento a condigdo de substrato
fisico e quimico com a maior retengéo de nutrientes para a vida ai existente. Dessa forma,
além de atuar como habitat, cumpre ainda a importante funcdo ecoldgica de servir como
depdsito de nutrientes para as comunidades e tem alta capacidade de reter produtos
toxicos.

Estruturalmente, o sedimento de fundo é constituido por uma camada recente ou
biolégica e uma camada permanente. A primeira estd em contato direto com a agua
detendo maior concentracdo de matéria organica e atividade microbiana enquanto a
camada permanente esta localizada abaixo da camada bioldgica, apresentando potencial
condicdo de anaerobiose (Bronmark & Hansson 2005). Eventualmente, o acumulo de
matéria organica morta, contribui para manter condicbes andxicas na superficie do
sedimento (Scheffer & Van Nes 2007). Porém, quando o sistema é raso e com aguas
transparentes o suficiente para que a luz chegue ao fundo, o crescimento de algas e
cianobactérias que realizam fotossintese podem agregar maiores concentracdes de O, ao
sedimento, juntamente com a acgao do vento (Wetzel 2001).

Nos ecossistemas tropicais rasos em que o corpo d'agua nao apresenta
estratificagdo térmica e a luz solar chega ao fundo, o sedimento mantém temperaturas
acima de 20°C. Essa caracteristica associada a um grande estoque de matéria organica
(MO) leva ao aumento das taxas de mineralizagdo e consequentemente a uma maior
disponibilizacdo de nutrientes do sedimento (Likens 2010), que por sua vez, aumenta o
consumo do oxigénio disponivel no sedimento se o ambiente ndo for redutor. Essa
dindmica se estabelece a partir de interagfes especificas que envolvem a deposicdo de
material particulado da coluna de agua, sua decomposicdo no sedimento e a reposi¢éo
dessas substancias ao corpo d'agua, ja disponiveis para aproveitamento pela biota (Roske
et al. 2008).

Parte do carbono e da matéria organica depositada é liberada no sistema aquatico

a partir do metabolismo de organismos aquaticos, caracterizando a porcao autéctone deste
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material. No entanto, uma porgéo relativa destes compostos, incluindo o material humico, é
oriunda da zona de influéncia da lagoa, o que geralmente € chamado de material al6ctone
(Carpenter 1988). Se por um lado as elevadas concentra¢gfes destes constituintes levam a
diminuicdo do pH e do oxigénio, por outro, caracteriza uma potencial fonte de energia para
a biota onde o baixo teor de nutrientes é comumente limitante (Bronmark & Hansson
2005).

A degradacdo ou decomposi¢cdo da matéria organica aldéctone e autdctone no
sedimento é resultado da atividade microbiana, pela qual os compostos ja mineralizados
sdo liberados (Torres et al. 2011). Além da temperatura que induz maior atividade
catabdlica, entre os outros fatores que contribuem na aceleracdo do processo de
decomposicdo, destacam-se a qualidade da matéria organica, pela qual fontes menos
recalcitrantes sofrem decaimento com maior facilidade e o pH, que condiciona a ocorréncia
das comunidades e atuacdo de enzimas (Bianchini 1999). Quanto as caracteristicas dos
detritos orgéanicos, suas fra¢cdes sdo quimicamente diversas e sua composi¢do depende da
origem e fonte do material depositado. Macréfitas e fitoplancton, por exemplo, podem ser
importantes fontes de nitrogénio e fosforo para o sedimento, enquanto a matéria organica é
a principal fonte de carbono nesses ambientes (Scheffer & Van Nes 2007), que também é
oriundo de macrofitas, do fitoplancton, metafiton e o perifiton.

De acordo com Bianchini (1999), na maioria dos ecossistemas aquaticos, o carbono
também pode ser encontrado como constituinte dos organismos vivos e nos detritos em
suspensdo. Na fracdo inorganica, o carbono esta na forma de carbonatos enquanto na
porcdo organica, se apresenta na forma de aminoacidos, carboidratos, acidos organicos,
celulose, lignina, entre outros, cujas transformacdes envolvem processos de assimilacéo
na sua forma inorganica através da fotossintese e quimiossintese e o0 processo de
decomposicdo aerébia e anaerdbia. A decomposi¢cdo aerébia resulta em produtos finais
mais estaveis enquanto o fracionamento da matéria organica por vias metabdlicas
anaerdbias gera principalmente metano (CH,) e gas carbbdnico (CO,).

O sedimento compreende dessa forma, um habitat heterogéneo capaz de abrigar
inUmeros organismos em diferentes nichos ecolégicos e em escala de milimetros. A
microbiota do sedimento apresenta alta complexidade, com participacdo nos processos
metabdlicos na superficie do sedimento que estdo fortemente relacionados ao ciclo de
nutrientes nesses ambientes (Spring et al. 2000).

Toda essa dindmica representa uma rede de interagdes altamente complexa dentro
do ecossistema, afetando tanto o0s organismos aqudticos superiores, quanto as
comunidades microbianas presentes, que respondem de diferentes maneiras as
caracteristicas ambientais. Existem pouquissimos estudos em sedimentos de lagoas

naturais no Cerrado (Rodrigues et al. 2014), embora haja grande diversidade de sistemas
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aquéticos neste bioma (Sousa 2012) e, portanto, € escasso o conhecimento em relacao a
microbiota que participa de processos importantes na manutencdo destes ecossistemas.

Apesar do reconhecimento do papel biogeoquimico de bactérias e arqueias em
sistemas de adgua doce desde 1940 (Newton et al. 2011) os principais estudos envolvendo
0s sistemas l|énticos do Cerrado estdo fortemente relacionados a riqueza dos grupos de
dinoflagelados (Gomes 2007), claddceros (Sousa et al. 2013; Sousa et al. 2014),
desmideas (Estrela et al. 2011; Fonseca & Estrela 2014) e outros organismos aquaticos
tipicos. No entanto, microrganismos sédo seres ubiquos com alto potencial fisiol6gico para
explorar os mais diversos ambientes (Madsen 2008). Estes organismos foram os primeiros
agentes modificadores das condicbes geoquimicas da biofera, participando de processos
fundamentais para a manutencdo dos ecossistemas (Newton et al. 2011). Em &areas
umidas, grupos de bactérias e arqueias realizam servigos ecossistémicos fundamentais,
sendo considerados os agentes mais importantes nos processos de decomposi¢cdo da
matéria organica e ciclagem de nutrientes (Liu et al. 2009). Além disso, associagdes entre
estes organismos garantem a produtividade no sistema aquatico (Paerl & Pinckney 1996).

Somente em 1977, quando Woese e Fox propuseram uma nova divisdo em
dominios para os procariotos baseando-se em analises moleculares do gene 16S rRNA, a
biologia e o0s aspectos ecolégicos de bactérias e arqueias comecaram a ser melhor
elucidados (Madigan et al. 2012). A divisdo dos procariotos nos dominios Bacteria e
Archaea, assim como a classificacdo dos eucariotos no dominio Eukarya, é resultado do
sucesso das ferramentas moleculares em estudos de metagendmica que tornaram
possivel a referida proposta de diferenciacdo dos seres vivos.

A metagenbmica, termo utilizado para designar o conjunto de genomas de
diferentes organismos em uma amostra ambiental, € um campo de estudo que explora as
mais recentes tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) a fim de
caracterizar comunidades microbianas abrigadas em todos os ecossistemas (Hunter et al.
2014). As abordagens metagenémicas tém revolucionado a area da ecologia microbiana,
com emprego de metodologias rapidas, precisas e de custo atualmente acessivel (Oulas et
al. 2015).

Antes do avanco das ferramentas moleculares, a caracterizagdo dos
microrganismos era realizada principalmente a partir do emprego de métodos baseados
em cultivo e microscopia (Ogunseitan 2005). Essas técnicas se utilizavam de comparacdes
morfolégicas e fenotipicas que exigiam do pesquisador uma enorme precisdo para
descricdo das cepas capazes de crescer em meio de cultura (Clarridge 2004). Apesar da
enorme contribuicdo que tiveram para os estudos microbioldgicos, isoladamente, os
métodos tradicionais tem baixo alcance na andlise da diversidade de microrganismos no

ambiente, considerando a estimativa de que menos de 1% do total de bactérias, arqueias e
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outros grupos microbianos sdo passiveis de cultivo em in vitro, fato que ocorre
especialmente devido as exigéncias metabdlicas destes organismos (Madgan 2012).

Assim como a separacdo dos trés dominios da vida, novos padrdes para
identificacdo de bactérias e arqueias também comecaram a ser explorados entre 1970 e
1980, quando Woese e outros pesquisadores conseguiram demonstrar que as relacoes
filogenéticas entre os organismos poderiam ser determinadas pela comparagdo da parte
estavel do cédigo genético dos seres vivos (Clarridge 2004). Este cédigo genético, também
descrito como DNA (acido desoxirribonucleico), contém toda a informacdo genética nos
procariotos e eucariotos (Madgan 2012). Para procariotos, 0s genes candidatos a
inferéncias filogenéticas sdo 0 5S rRNA, o 16S rRNA e também o gene 23S rRNA e os
espacos intergénicos (ITS) entre eles (Clarridge 2004). Esses genes codificam RNA para
as subunidades que compdem o ribossomo (16S para subunidade menor e o 23S para
subunidade maior) em procariotos e séo os crondmetros moleculares mais utilizados desde
sua descoberta (Yarza et al. 2014).

O 16S rRNA, contém cerca de 1500 pares de bases (pb). E um gene
evolutivamente conservado entre 0os microrganismos, sendo um bom marcador molecular
para estudos taxondmicos de grupos bacterianos e arqueias (Oulas et al. 2015). O gene
16S rRNA é constituido por regides extremamente conservadas e regiées hipervariaveis.
As regides hipervariaveis desse gene sédo pequenas suficiente para serem cobertas pelas
novas tecnologias de sequenciamento, com cerca de 100 — 350 bases, mas também
suficientemente grandes para serem informativas (Cardenas & Tiedje 2008).

Yarza et al. (2014) apontam que a quantidade de sequéncias do gene 16S rRNA
tem superado em grande magnitude o numero de microrganismos cultivados. Mas o
conhecimento sobre o papel e a dindmica das comunidades microbianas em ambientes
naturais € ainda um dos maiores desafios para a ciéncia moderna. Com o crescente
avanco da biologia molecular, uma gama de abordagens pode ser empregada no campo
da metagendmica, incluindo estudos de diversidade genética dos organismos, identificacao
de téxons, predicdo de genes codificadores de proteinas e mesmo inferéncia funcional da
comunidade em um dado ecossistema. Desta maneira, estudos em ecologia microbiana
vém ampliando o niumero de dados e informac¢Bes geradas a partir dos trabalhos que
visam o acesso a diversidade de comunidades microbianas, resultando em uma melhor
compreensdo da sua fungdo no ambiente, além de permitir relacionar evolutivamente
esses organismos com base em caracteristicas genéticas das populacoes.

Considerando a importancia ecolégica dos microrganismos para o funcionamento
dos ecossistemas, este trabalho descreve pela primeira vez a composicao, abundancia,
riqueza e diversidade das comunidades microbianas pertencentes aos dominicos Bacteria

e Archaea no sedimento de dois sistemas aquaticos lénticos, rasos e oligotréficos do
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bioma Cerrado em quatro diferentes periodos: transicdo chuva/seca (CS), estacdo seca
(S), transicdo seca/chuva (SC) e estacéo chuvosa (C).
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2 JUSTIFICATIVA

O menor numero de estudos relacionados as comunidades microbianas aquaticas
em escalas temporais e/ou espaciais em comparacdo aqueles aplicados aos organismos
de grande porte se da principalmente devido as presentes limitacbes das técnicas que
permitem 0 acesso a esses organismos. Todavia essa qualidade contrasta com a
abundéncia e com a elevada atividade que o0s microrganismos desempenham nos
ecossistemas.

Na contramao dos desafios associados a abertura da chamada “caixa preta” dos
microrganismos, sabe-se que conhecer a composi¢cdo e a diversidade desses seres nos
ambientes naturais € o primeiro passo para o entendimento e caracteriza¢do das principais
fungBes ecoldgicas e servicos ecossistémicos mediados por eles. Assim, uma investigacao
sistematica da estrutura temporal e da diversidade, riqueza e abundancia de comunidades
microbianas presentes no sedimento de lagoas do Cerrado resulta em uma melhor
compreensdo do perfil dessas comunidades, sua ecologia e seu potencial dentro desse
habitat.

Considerando o importante papel ecolégico dos grupos de bactérias e arqueias,
devemos ponderar a respeito do aumento populacional e da intensificagdo das atividades
agropecuarias e industriais nas cidades, vistas cada vez mais frequentes no bioma
Cerrado. Isto porque essas atividades podem representar fortes pressdes sobre o0s
recursos naturais.

Os resultados obtidos a partir deste trabalho poderdo ser utilizados como referéncia
para sistemas lacustres preservados, subsidiando futuros estudos em ecossistemas
naturais. Além de ampliar o conhecimento sobre a diversidade e papel dos microrganismos
presentes nestes sistemas, espera-se ainda que as informacgdes aqui discutidas possam
em algum momento fornecer suporte no planejamento e gestao de politicas voltadas para

as areas umidas do Cerrado.
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3 OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral

Investigar a variacdo sazonal na estrutura e rigueza das comunidades de bactérias
e arqueias presentes no sedimento de duas lagoas naturais rasas, acidas e oligotréficas da

regido Brasil Central.

3.2  Objetivos especificos

- Caracterizar os sedimentos e a 4gua das lagoas em relacdo as caracteristicas
fisicas e quimicas em diferentes esta¢des do ano;

- Investigar potenciais associa¢des das caracteristicas variaveis fisicas e quimicas
da 4gua e do sedimento com as comunidades de bactérias e arqueias estabelecidas no
sedimento;

- Comparar a abundancia, riqueza e diversidade de bactérias e arqueias entre as
lagoas Bonita e Cabocla;

- Verificar se existe variacdo sazonal na abundéancia, riqueza e diversidade de

bactérias e argueias no sedimento das duas lagoas.
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4 HIPOTESES

1 - A diversidade taxondémica de bactérias e arqueias no sedimento sera maior na
lagoa com maior profundidade.

A maior profundidade nos ambientes aquaticos favorece a heterogeneidade
espacial, que por sua vez leva ao aumento da diversidade de espécies em microescalas.
Dessa forma, o aumento da heterogeneidade pode fazer com que o ambiente suporte

maiores populacdes e maior diversidade de organismos.

2 — A maior diversidade de bactérias e arqueias ocorrerd no inicio do periodo
chuvoso.

As comunidades microbianas do sedimento apresentam variacdes sazonais em
funcdo da sazonalidade da precipitacdo no bioma Cerrado. Durante as primeiras chuvas
ocorrem maiores entradas de matéria organica e inorganica oriunda dos solos da zona de
influéncia que provocam alteragdes na composicao quimica do sedimento. Tais alteracdes
levam a formacdao diferentes nichos pelo aumento da heterogeneidade espacial, que por

sua vez leva ao aumento da diversidade.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Areade estudo

Este estudo foi realizado em duas lagoas oligotréficas naturais do bioma Cerrado
localizadas em duas areas de protecdo na regiao central do Brasil (Figura 1): a Lagoa
Bonita (15°35'01"S 47°41'19"W), localizada na Estacdo Ecologica de Aguas Emendadas
(ESECAE, Planaltina-DF) e a Lagoa Cabocla | (15°48'03"S 47°15'10"W), aqui chamada

apenas por Cabocla, no Centro de Instrucédo de Formosa (CIF, Formosa-GO).
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Figura 1. Localizacdo das &reas de estudo. Lagoa Bonita, ESECAE (Planaltina-DF) e Lagoa
Cabocla, no CIF (Formosa-GO).

O clima da regido de acordo com a classificacdo de Koppen é descrito como Aw,
caracterizado por apresentar um clima tropical quente, com duas esta¢des bem definidas:
uma chuvosa e outra seca. Segundo Silva et al. (2008), a estacdo chuvosa é quente, com
duracéo de outubro a margo, enquanto na seca predominam temperaturas e umidade mais
baixas entre os meses de abril e setembro. Dentro desses periodos, sdo estabelecidas
duas transi¢des. A transicdo seca-chuva compreende os meses de outubro e novembro,
em que a precipitacdo ja ocorre, mas ainda € baixa. A transicdo chuva-seca é atribuida
entre os meses de abril e maio, quando as chuvas sdo mais escassas dando inicio a
estacdo seca. Ainda de acordo com os autores, a pluviosidade média anual no Cerrado é
do tipo sazonal e varia entre 1400 mm e 1600 mm no Distrito Federal e entre 1200 mm a

1400 mm na porcao do entorno onde a cidade de Formosa esta inserida. O periodo mais
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guente concentra cerca de 80% da pluviosidade anual e a temperatura média varia entre
20 - 22°C nestas duas por¢gdes do bioma (Silva et al. 2008). Dados de precipitacdo no
Distrito Federal e Formosa obtidos do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), para o
periodo de coleta sdo demonstrados (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo da precipitacdo mensal (mm) durante o periodo de janeiro de 2014 a dezembro
de 2015. Dados do Instituto Nacional de Metereologia (INMET < http://www.inmet.gov.br/portal/>). As
setas gzuis e vermelhas representam 0s meses de coleta nas lagoas Bonita e Cabocla,
respectivamente.

A Lagoa Bonita (Figura 3 A) encontra-se dentro da Estacdo Ecoldgica de Aguas
Emendadas (ESECAE). Essa estacgédo foi instituida em 1988 com objetivo de delimitar uma
area para preservacdo da biodiversidade no Distrito Federal. Dessa forma,
compreendendo 10.547 hectares, a ESECAE é uma unidade de conservacdo ambiental
localizada na porgédo extremo nordeste do Distrito Federal, na Regido Administrativa de
Planaltina. Essa estacao é delimitada por dois poligonos, onde ocorre o encontro de aguas
das bacias Tocantins-Araguaia e Platina (Seduma 2008). No poligono menor da ESECAE,
como resultado do afloramento do lencol freético, esta a Lagoa Bonita (Figura 3A) um
exutorio da Bacia do Rio Sdo Bartolomeu onde se insere a microbacia Mestre D’Armas,
pertencente a bacia do Alto Rio Parana, a aproximadamente 954 metros de altitude
(Seduma 2008). E considerada a maior lagoa natural do Distrito Federal, com 1.700 m de
comprimento, 1.390 m de largura e perimetro de 4.800 m e uma profundidade que pode

alcancar até 3,5 m (Campos & Senna 1988 apud Fernandes 1981).
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Embora ocorram pequenas variagdes no seu formato entre os periodos de seca e
chuva, o espelho d’agua da Lagoa Bonita é predominantemente circular e seu fundo e
superficie sdo recobertos por macrofitas aquaticas (Fernandes 1981). Em sua zona litoral,
o pH da agua varia entre 5,3 e 6,4, apresentando baixa condutividade elétrica (3,2 — 12,8
uS cm™), baixas concentracdes de oxigénio dissolvido (4,5 a 8,9 mg/L), de nitrogénio (238
-757 pg/L) e de fésforo total (3 - 66 pg/L), segundo dados apontados por Gomes et al.
(2010). Apesar de estar inserida em uma é&rea de preservacdo, observa-se intenso
processo de ocupacao agricola e crescimento urbano nas areas de entorno da ESECAE
(consultar Apéndice A).

O Campo de Instrucdo de Formosa (CIF) esta localizado em Formosa no Estado de
Goias, com limite a leste pelo Distrito Federal. E uma &area que se encontra sob o
gerenciamento do Exército brasileiro desde 1972 e que detém um grande fragmento
preservado de Cerrado, com diferentes ecossistemas aqudaticos, tais como sistemas léticos
e lénticos pertencentes a bacia do rio Sdo Francisco (Sousa 2012). A Lagoa Cabocla
(Figura 3 B) localizada nesta area, € originaria de uma leve depressao topografica em uma
area envolta por campos murundus, e do afloramento do lencol freético, detendo uma area
de 0,97 km? (Sousa 2012). Com uma profundidade de até 0,55 m, demonstra em seu
espelho d’agua uma vasta colonizagédo por macréfitas aquaticas; apresenta baixo pH (5,0),
baixa condutividade elétrica (5,74 pS cm™), e baixas concentracbes de oxigénio
dissolvido (4,73 mg/L), nitrogénio (123,8 ug/L) e fésforo (15,3 pg/L) (Sousa 2012).
Diferentemente do que ocorre na Lagoa Bonita, a Lagoa Cabocla apresenta area de
entorno mais preservada (consultar Apéndice A).

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas das duas lagoas.
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Figura 3. (A) Lagoa Bonita, localizada na Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas
(ESECAE), em Planaltina-DF. (B) Lagoa Cabocla localizada no Campo de Instrucdo de
Formosa (CIF), na cidade de Formosa-GO. As imagens de satélite foram obtidas através do
Google Earth.
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Tabela 1. Caracteristicas das Lagoas Bonita (ESECAE, Planaltina-DF) e Cabocla (CIF,
Formosa-GO).

Caracteristicas Lagoa Bonita Lagoa Cabocla
Unidade ESECAE/DF CIF/GO
Bacia Alto Rio Parana Rio S&o Francisco
Origem Lencol freatico Lencol freatico
Area aproximada (km?2) 1,2 0,97

Crescimento urbano e . .
Pouca interferéncia

Entorno aumento d:fls.atividades antropica
antropicas

Profundidade média (m) 1,80 0,39

Profundidade méxima (m) 3,50 0,55

pH 53-6,4 5,0

Condutividade elétrica (uS cm'l) 3,20-12,80 5,74 uS cm-1

Oxigénio dissolvido (mg/L) 4,50 - 8,90 4,73 mg/L

Nitrogénio total (ug/L) 238,0-757,0 123,8ug/L

Fasforo total (ug/L) 3,0-66,0 15,3ug/L

Os dados da Lagoa Bonita foram obtidos de (Campos & Senna 1988) apud Fernandes (1981) e as
faixas de variacdo para esta lagoa, foram demonstradas por Gomes (2010), por meio de
avaliacdes realizadas na zona litorénea da lagoa a cada 15 dias durante o periodo de abril de 2005
a margo de 2006. Os dados da Lagoa Cabocla foram obtidos de (Sousa 2012), representando a
média entre as estacdes seca (julho e agosto de 2009) e chuvosa (novembro e dezembro de
2009).

5.2 Coletas de agua e sedimento

Amostras de 4gua e sedimento foram coletadas nas referidas areas, em quatro
campanhas de coleta, compreendendo os periodos: transicdo chuva-seca (CS - maio de
2014), seca (S — agosto de 2014), transicdo seca-chuva (SC — novembro/dezembro de
2014) e chuva (C - marco de 2015).

Em cada lagoa foram sorteados por periodo, cinco pontos amostrais baseados em
malhas georreferenciadas de no minimo 20 metros de distancia. O gradeamento foi
elaborado no programa ArcGis por Alvim (2014, em preparacédo). A coordenada geografica
de cada malha gradeada no programa recebeu um ndmero de identificacdo para sorteio
através do site <sorteador.com.br>. Para cada lagoa, foram sorteados dez numeros entre 1
e 0 numero méaximo de coordenadas. Apos 0 sorteio, 0 numero era verificado quanto a sua
coordenada geografica no programa ArcGis e se um ponto fosse muito proximo ao anterior

na sequéncia dos numeros sorteados, 0 nUmero seguinte e sua respectiva coordenada
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foram adotadas (Figura 4). Durante a estacdo chuvosa, para ambas as lagoas, os pontos
foram coletados especialmente nas regibes de margem e suas coordenadas ndo foram

identificadas (ver Apéndice B). A localizacdo dos pontos amostrados nas trés primeiras

campanhas é demonstrada na Figura 4.
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Figura 4. Exemplo de sorteio dos pontos de coleta na Lagoa Cabocla (CIF, Formosa-
GO), com georreferenciamento em malhas de no minimo 20m de distancia, segundo
Alvim (2014, em prepara¢ao).

As amostras de agua foram coletadas em frascos plasticos de 5 litros, com tampa,
previamente higienizados e imediatamente levados a margem para realizacdo das
afericBes in situ de pH, oxigénio dissolvido (OD), condutividade elétrica e temperatura.
Esses valores de foram medidos por meio de instrumentos portateis multiparametro para
medicdes eletroquimicas em campo.

Utilizando-se um amostrador Kajak, em cada ponto sorteado (Figura 5) foi coletado
o intervalo de profundidade de 0-5 cm do sedimento em sacos plasticos, mantidos
refrigerados até a chegada ao laboratério para posterior analise de nutrientes, matéria
organica e parametros fisico-quimicos, bem como para analise da diversidade das
comunidades bacterianas presentes nesse compartimento. As amostras para analise de
nutrientes foram secas em estufa a temperatura de 60°C, enquanto as amostras para
andlise de diversidade foram armazenadas e mantidas no freezer a -20°C até a realizagéo

das analises moleculares.
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Periodo Lagoa Bonita Lagoa Cabocla

Chuva-seca

Seca

Seca-chuva

Chuva XXX XXX

Figura 5. Localizacdo dos pontos sorteados para coleta de agua e sedimento das Lagoas Bonita
(Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO), nos trés primeiros periodos amostrados. Na estacao
chuvosa as coordenadas ndo foram marcadas. Os pontos envoltos pelo retangulo em vermelho
representam as amostras que foram submetidas ao pirosequenciamento (ver item 5.4.3).

53 Analise de nutrientes no sedimento

As amostras de cada ponto de coleta ja secas em estufa a 60°C, passaram por
destorroamento em peneiras com malha de 2 mm. Composi¢cdes de 100 gramas do
sedimento seco, com 20 gramas de cada um dos cinco dos pontos amostrais das lagoas,
foram feitas para mensurar o pH e as concentracdes dos nutrientes fosforo (P), potassio
(K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e do metal aluminio (Al). O sedimento composto também

foi utilizado para determinacdo da matéria organica e analise granulométrica.
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Os elementos P, K foram extraidos com o extrator Mehlichl e os elementos Ca, Mg
e Al com o extrator KCI (1mol/L). Para determinacdo do carbono orgéanico foi empregado o
método Walkley-Black. A concentracdo de P disponivel foi determinada por colorimetria, K
trocavel por fotometria de chama, Ca e Mg trocaveis por espectrofotometria de absor¢éo
atdbmica. O elemento Al por titulometria. As andlises realizadas seguiram o protocolo
estabelecido por Embrapa (1997). Nao houve material suficiente para perfazer estas
andlises no periodo de transicdo seca-chuva e, portanto, as andlises foram realizadas
somente para os periodos de transicdo chuva-seca, seca e chuva.

A granulometria foi determinada pelo método do densimetro (Bouyoucos, 1926)
apenas no periodo de transicdo chuva-seca. As andlises quimicas do sedimento em cada
ponto de coleta e a avaliacdo da granulometria do sedimento composto foram realizadas
na Universidade Federal de Vigosa (UFV-MG), no laboratorio de Solos Florestais.

Andlises adicionais de carbono e nitrogénio totais de cada ponto de coleta nas
Lagoas, nos diferentes periodos (transicdo chuva-seca, seca, transicdo seca-chuva e
chuva), foram realizadas em triplicatas utilizando o método de combustdo total em

Analisador Elementar CN 628 da Leco.

5.4 Analise das comunidades de Bacteria e Archaea

As andlises para avaliagdo do perfil e estrutura das comunidades microbianas
(Bacteria e Archaea) presentes no sedimento das duas lagoas foram realizadas no
Laboratério de Enzimologia da Universidade de Brasilia, sob orientacdo do Prof. Ricardo
Kruger. Para esta avaliacdo, foram realizadas as etapas de extracdo de DNA, reacdo de
polimerase em cadeia (PCR) do gene 16S rRNA, DGGE e posterior sequenciamento, pela

técnica de pirosequenciamento.

5.4.1 Extracdo de DNA total

As extracBes de DNA foram realizadas utilizando o kit de extragdo FastDNA™ SPIN
Kit for Soil da MP Biomedicals segundo recomendacdes do fabricante, com uso do
equipamento Fast Prep® 24 (MP Bio, USA). A eficiéncia da extracdo do material genético
obtido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo brometo de etideo
(2ug/ml) e o tamanho do DNA foi estimado por comparagdo com o marcador 1kb plus
ladder (Invitrogen®).

Confirmada a presenca de material genético na amostra, estas foram submetidas a
purificacao utilizando-se o PowerClean® DNA Clean-Up Kit da Mo Bio Laboratories, Inc. A
purificacdo foi necessaria porque uma vez que o kit utilizado para extracdo de DNA

emprega o principio de extragdo direta, a lise celular ocorre junto a matriz do sedimento,
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fazendo com que &cidos humicos e outras substancias organicas presentes na amostra
fiquem retidas, inibindo procedimentos posteriores, tais como a submissdo do DNA a PCR,
por exemplo. A presenca desses componentes pode ser detectada visualmente quando ha
coloracdo marrom no produto da extracdo. ApOs a purificacdo, as concentracdes dos
acidos nucleicos foram mensuradas por fluorometria através do Qubit® (Life Tecnologies)

e padronizadas a 3,5 ng e 5,0 ng antes da submissdo a amplificagéo via PCR para
emprego no DGGE e pirosequenciamento, respectivamente.

5.4.2 Eletroforese em gel de gradiente desnhaturante — PCR/DGGE

As reacBes de PCR foram realizadas utilizando 28,12 yL de é&gua utltra pura
(MilliQ®), solucdo tampédo 10X (Invitrogen®), 50 mM de MgCI; (Invitrogen®), 2,5 mM de
dNTP, 5,0 pmol de cada um dos iniciadores para DGGE especificos para o dominio
Bacteria, 968F (5-AACGCGAAGAACCTTAC-3) com cauda GC (5-
CGCCCGGGGCGLCGLCLCCCG GGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3) e 1392R  (5'-
ACGGGCGGTGTGTAC-3’) (Ferris et al. 1996), 2,5 U de taqg DNA polimerase Platinum®
(Invitrogen®) e 3,5 ng de DNA em um volume total de 50 pL. A amplificacdo foi realizada
em termociclador Veriti 96 well thermal cycler da Applied Biosystems, com 0 seguinte
programa: 5 minutos de desnaturacgédo incial a 94°C, seguida de 30 ciclos de desnaturagéo
de 45 segundos a 94°C, anelamento (1 minuto a 63°C), extensdo (2 minutos a 72°C), e
posteriormente a extensao final por 10 minutos a 72°C (Moreira 2013).

Para cada reagéo de PCR, houve um controle negativo, sem acréscimo de qualquer
amostra de DNA, a fim de se verificar possivel contaminag¢do. Os amplicons gerados foram
submetidos a uma corrida eletroforética em gel de agarose 1%, com 10% do volume final
do produto de PCR obtido e as bandas foram visualizadas em transluminador U.V. (Alpha
Innotech®) apos coloragdo do gel com brometo de etideo.

Para screening e andlise da diversidade bacteriana nas lagoas, foi empregada a
técnica da eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Os géis de
poliacrilamida a 6% foram feitos com o gradiente de desnaturacdo ureia (40%) e
formamida (70%), e os produtos de PCR foram aplicados na quantidade de 20 pl
adicionados a 20 pl de corante (2% de azul de bromofenol, 2% de xileno cianol, glicerol
100%, agua Mili-Q) (Sartori Silva 2004).

Para corrida eletroforética foi utilizado o sistema de eletroforese vertical Bio-Rad
Dcode Dcode™ Universal Mutation Dectection (fonte Bio-Frad Power Pac 1000), com
voltagem constante de 60V e temperatura de 55°C por um periodo de 18 horas em tampéo
1X TAE. Uma pré-corrida de 1 hora foi realizada com os mesmos parédmetros para uma

limpeza inicial do gel (Sartori Silva 2004). Apds a corrida, os geéis foram devidamente
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corados com brometo de etideo (2ug/mL) por 20 minutos e posteriormente descorados em
agua destilada por igual periodo. As bandas foram visualizadas em transiluminador U.V.
(Alpha Innotech®) com posterior fotografia do gel através do programa Alphaview.

Os perfis obtidos através dos géis de DGGE foram analisados com o software
BioNumerics (Applied Maths), com base no coeficiente Dice de similaridade e a partir do
método da distancia média ndo ponderada ou UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic) para analise dos agrupamentos.

5.4.3 Pirosequenciamento

Para as analises de pirosequenciamento, trés das cinco réplicas das amostras de
sedimento em cada periodo amostrado, foram selecionadas para submissdo ao
sequenciamento. As amostras enviadas foram escolhidas a partir do screening inicial pela
técnica de DGGE, na tentativa de identificar maior nimero de grupos microbianos com
base nos perfis mais diferenciados das comunidades. Essa selecdo de amostras foi
necessaria devido ao custo deste tipo de sequenciamento.

Antes do envio para sequenciamento, fragmentos do gene 16S rRNA das amostras
de sedimento de cada lagoa foram amplificados utilizando-se os oligonucleotideos
iniciadores que flanqueiam as regides hipervariaveis V5 a V9 desse gene (Roesch et al.
2007). Os pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados foram 787F (5'-
ATTAGATACCCNGGTAG - 3’) e 1492 R (5'- GNTACCTTGTTACGACTT - 3’), desenhados
com os adaptadores A ou B da 454 Life Sciences, que sao apropriados para
pirosequenciamento (Roesch et al. 2007) e os barcodes identificadores apresentados na
Tabela 2.

Para cada amostra, dez reagbes de PCR com volume final de 20uL, cada, foram
realizadas e reunidas em tubos Eppendorf estéreis de 1,0 mL, a fim de se alcancar a
concentracdo adequada para 0 pirosequenciamento. As reacfes foram feitas utilizando
solugdo tampéo 10X (Invitrogen®), 0,25 mM dNTP, 3 mM MgCl,, 0,175 pmol de cada
primer, 1,5 U de Tag DNA polimerase Recombinante (Invitrogen®) e 5,0 ng de DNA em um
mix com agua deionizada ultra pura (MilliQ®). Em cada conjunto de reacdes, um controle
negativo foi inferido contendo todos os reagentes da reacdo, exceto o DNA. A amplificacdo
foi realizada em termociclador Veriti 96 well thermal cycler da Applied Biosystems®, com
as seguintes condi¢cfes: 7 minutos de deshaturacéao inicial a 95°C, seguida de 25 ciclos de
desnaturagdo por 30 segundos a 95°C, anelamento a 57°C por 30 segundos, extensao por

2 minutos a 72°C e extenséo final a 72°C durante 7 minutos (Santana et al. 2015).
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Tabela 2. Sequéncia dos adaptadores (A e B) e barcodes (M1 - M13) ligados aos iniciadores foward
(787F) e reverse (1492R) adotados para construcéo da biblioteca de amplicons sequenciados na
plataforma 454.

Adaptador da 454 Life Sciences Barcodes Sequéncia dos iniciadores (5 — 3’)
A-787F-M1 cgtatcgcctecctcgegecatcag {ACGAGTGCGT} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M2 cgtatcgcctccctcgegecatcag {ACGCTCGACA} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M3 cgtatcgcctccctcgegecatcag {AGACGCACTC} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M4 cgtatcgcctccctcgegecatcag {AGCACTGTAG} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M5 cgtatcgcctccctegegecatcag {ATCAGACACG} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M6 cgtatcgcctecctegegecatcag {ATATCGCGAG) ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M7 cgtatcgcectccctcgegecatcag {CGTGTCTCTA} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M8 cgtatcgcctecctegegecatcag {CTCGCGTGTC} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M9 cgtatcgcectccctcgegecatcag {TAGTATCAGC} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M10 cgtatcgcctecctegegecatcag {TCTCTATGCG} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M11 cgtatcgcectccctcgegecatcag {TGATACGTCT} ATTAGATACCCNGGTAG
A-787F-M13 cgtatcgcctecctcgegecatcag {CATAGTAGTG} ATTAGATACCCNGGTAG
B-1492R-M12 ctatgcgccttgccagceccgetcag {TACTGAGCTA} GNTACCTTGTTACGACTT

Apo6s amplificacdo e agrupamento das amostras, estas foram purificadas usando o
Kit de purificacdo de PCR GeneJET® (Fermentas Life Sciences, Lithuania). Os produtos de
PCR purificados foram quantificados através do Qubit® (Life Tecnologies). Para
sequenciar mais de uma amostra em uma Unica corrida, todos os barcodes demonstrados
na Tabela 2 foram utilizados. O pirosequenciamento dos amplicons de cada lagoa foi
realizado em 1/8 de placa usando GS-FLX Titanium (454 Life Sciences; Roche, Basel,
Switzerland) pela empresa Macrogen Inc. (Seoul, Korea).

5.4.4 Analise das sequéncias

O processamento dos dados foi realizado por meio do pipeline QIIME (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al. 2010), com a verséo 1.9.1 do programa. O
QIIME contém um pacote completo de programas livres utilizados para comparacéo e
andlises de sequéncias das comunidades microbianas obtidas a partir de plataformas de
sequenciamento de alto desempenho, como a 454. As analises foram realizadas

empregando os principais filtros para reducéo de vieses.

35



Inicialmente, as sequéncias foram demultiplexadas e os reads foram renomeados
de acordo com a identificacdo das amostras através do processo split_libraries.py.
Sequéncias menores que 200 pares de bases (bp) e com indice de qualidade inferior a 30
foram removidas. Também foram removidas sequéncias ambiguas com mais de 6 pb e os
homopolimeros com mais de 6 pb. Um segundo filtro de qualidade para remocao de
residuos gerados durante o processo de sequenciamento foi empregado através do
algoritmo denoise_wrapper.py. O processo truncate_reverse_primer.py foi utilizado para
remocao dos iniciadores reversos e sequéncias subsequentes.

Para construcdo da tabela de unidades taxonémicas operacionais (OTUs), o
algoritmo pick otus.py foi empregado. Sequéncias representativas foram classificadas
usando o parametro uclust_ref (Edgar 2010) contra o conjunto de referéncias do banco de
dados SILVA (versdo 119), adotando-se o limiar =2 97% de similaridade entre as
sequéncias. O conjunto de sequéncias representativas foi selecionado baseando-se no
parametro de maior abundancia de sequéncias de cada OTU. O passo de alinhamento
multiplo das sequéncias representativas de cada OTU foi realizado pelo método PyNAST
(Caporaso et al. 2010) com o arquivo core set aligned do SILVA, disponivel em

http://www.arb-silva.de/download/archive/giime/, e o tamanho minimo de sequéncia para

incluir no alinhamento foi de 150 nucleotideos.

Posteriormente ao alinhamento, uma busca para identificacdo e exclusdo de
sequéncias quiméricas foi realizada através do método Chimera Slayer (Haas et al. 2011)
com o script identify_chimeric_seqs.py. O comando filter_alignment.py foi utilizado para
filtrar as sequéncias alinhadas a partir da remocéo de lacunas (gaps) com limiar de 0.99,
remocao das sequéncias com falhas geradas no align_segs.py e remocao das sequéncias
identificadas como quimeras pelo método Chimera Slayer.

A taxonomia foi atribuida com o sistema de classificacdo RDP (Wang et al. 2007)
baseado no banco de dados SILVA (versdo 119), com limiar de confianga de 80%. A
arvore filogenética foi construida pelo método FastTree (Price et al. 2010). Finalmente, a
tabela de OTUs foi gerada através do script make_otu_table.py, contendo a quantidade de
OTUs em cada amostra e sua atribuicdo taxonémica. A tabela de OTU’s produzida no
QIIME contendo a abundancia dos taxons foi utilizada como arquivo de entrada no
programa STAMP® (verséo 2.1.3).

55 Andlises de diversidade

Os indices de diversidade alpha correspondentes & dominancia, equabilidade
(Simpson 1-D), riqueza (Chao-1) e diversidade (Shannon-Weiner) foram calculados no

programa Past (versdo 3.10) (Hammer et al. 2001). Para avaliar diferencas entre os
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indices, os dados obtidos foram testados quanto & normalidade através da analise dos
graficos de residuos gerados e homocedasticidade da variancia pelo teste de Levene. Os
dados que obedeceram aos pressupostos da normalidade foram testados quanto as
interacbes dos fatores lagoa e estagdo pelo teste Anova fatorial no programa Statistica
(versdo 13). Para os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado o teste

n&do parameétrico de Friedman utilizando o pacote “agricolae” no software R (versdo 3.2.3).

5.6 Analises estatisticas

Os dados referentes as caracteristicas da dgua, bem como os dados de carbono e
nitrogénio total, além da razao C:N no sedimento foram testados quanto a normalidade por
meio da analise dos graficos de residuos gerados e homocedasticidade da variancia
usando teste de Levene. Os dados que atenderam aos pressupostos referidos foram
submetidos a analise de variancia por meio de Anova fatorial para testar a significancia das
interacdes entre lagoa e estacdo do ano no software Statistica (versdo 13). Os dados que
ndo apresentaram homogeneidade da variancia foram testados pelo teste ndo paramétrico
de Friedman utilizando o pacote “agricolae” no programa R (versao 3.2.3). Para determinar
a distribuicdo das variaveis associadas a agua entre as lagoas e estagbes do ano, 0s
dados de oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica e pH da agua foram
utilizados também para gerar uma analise de componentes principais (PCA) no software
Past (verséo 3.10) (Hammer et al. 2001).

Para verificar se haviam diferengas na abundancia dos grupos de bactérias e
Archaea entre as estacdes, foi aplicado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis H-test (p <
0,05) para multiplas categorias, com teste Post-hoc Tukey-Kramer e método de correcao
de Bonferroni. Para testar diferencas na abundéancia dos grupos apenas entre as lagoas,
pares de grupos foram comparados por meio do teste nao paramétrico White’s t-test (p <
0,05) que também assume uma distribuicdo ndo-normal dos dados. Este teste foi
empregado em conjunto com o classico método de correcao Bonferroni para determinacao
da significancia. O intervalo de confianca adotado para todas as comparacoes (estacdes e
lagoas) foi de 95% no programa STAMP® (verséo 2.1.3).

Para descrever quais variaveis ambientais preditoras (profundidade da coluna
d’agua, temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da agua, carbono,
nitrogénio totais e razdo C:N do sedimento) melhor explicam a abundéancia dos principais
grupos pertencentes a Bacteria e Archaea em nivel taxondmico de filo, os dados
correspondentes foram submetidos a uma sele¢cdo de modelos GLM (Generalized linear
model) utilizando o pacote “glmulti” no software R (versdo 3.2.3). Os modelos sé&o

ordenados pelo menor valor do AIC (Akaike information criterion) (Calcagno &
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Mazancourt). A constru¢do do grafico de importancia relativa das variaveis que
representam o melhor modelo explicativo (parametros ambientais) para a variavel resposta
(abundancia dos grupos) foi realizada através do pacote “MuMIn” e da fung¢do “dredge”
para comparacdes de modelos Calcagno & Mazancourt).
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6 RESULTADOS
6.1 Avaliacao das variaveis fisicas e quimicas da agua

As anadlises fisicas e quimicas da agua indicaram temperaturas elevadas, pH
ligeiramente &cido, baixa condutividade elétrica e concentracdes de oxigénio dissolvido
(OD) abaixo de 7,19 mg/L. A temperatura média da agua variou entre 25°C e 28°C na
Lagoa Bonita e entre 21°C e 28°C na Lagoa Cabocla. Os menores valores de temperatura
coincidiram com o periodo mais seco e frio do ano. Dessa maneira, a temperatura foi maior
na estacdo chuvosa quando comparada a seca (F= 9; p = 0,0003), mas ndo houve
diferenca entre as duas transi¢des ou entre as lagoas (F = 0; p = 1) (Tabela 3).

O pH foi levemente acido variando entre 6,13 e 6,40 na Lagoa Bonita, enquanto na
Lagoa Cabocla, o pH foi mais acido, variando entre 5,42 e 6,22. Para as duas lagoas, 0s
valores de pH tem seus extremos nas duas transi¢des, sendo a transicdo chuva-seca com
caracteristica mais acida enquanto na transi¢cao seca-chuva os valores sdo mais elevados.
O pH foi significativamente diferente entre as estac¢des (F = 10,758; p = 0,00005) e entre as
lagoas (F = 46,487; p = 0,00000), mas ndo houve interacdo entre os efeitos lagoa e
estacdo (F = 2,6767; p = 0,06386). Assim, podemos afirmar que durante o periodo de
transi¢cdo chuva-seca e chuvoso, o pH nessas lagoas diminui tornando a agua ligeiramente
mais acida, enquanto na transi¢cdo seca-chuva e na seca, a agua apresenta menor acidez.
Podemos inferir ainda que a Lagoa Cabocla detém dguas mais acidas que a Lagoa Bonita
(Figura 7).

Quanto a condutividade elétrica da agua, os maiores valores foram observados na
Lagoa Bonita, variando entre 6,02 uS/cm e 11,28 uS/cm enquanto na Lagoa Cabocla os
valores variaram de 4,62 uS/cm a 10,64 uS/cm. A condutividade elétrica foi
significativamente maior na Lagoa Bonita (F = 7,820; p = 0,000000) (Figura 6). Nas duas
lagoas, as maiores médias na condutividade elétrica, assim como observado para 0s
valores de pH da &gua, foram registradas no periodo de transicdo seca-chuva, sendo
significativamente diferentes das demais estacdes (F = 9; p = 0,000269), exceto na
comparagao com a seca.

As concentracdes médias de oxigénio dissolvido na agua variaram entre 5,40 mg/L
e 6,88 mg/L na Lagoa Bonita, enquanto na Lagoa Cabocla foi observada uma variagéo de
5,51 mg/L a 7,19 mg/L. Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre as médias de
OD na agua entre as lagoas (F = 1; p = 0.3298768) ou entre as estacfes (F = 0,4285714; p
=0,7341595) (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas da agua nas Lagoas Bonita
(Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO), nos periodos de transicdo chuva-seca (CS), seca (S),
transicdo seca-chuva (SC) e chuva (C) (maio/2014 - mar¢o/2015). Valores médios e seus
respectivos desvios sdo demonstrados para temperatura da agua, pH, condutividade elétrica e
oxigénio dissolvido. Diferencas sdo indicadas para a comparacdo entre as estacbes pelas
diferentes letras.

] Temperatura Condgtiyidade Qxigénio
Lagoa Periodo °C) pH elétrica Dissolvido
(uS/cm) (mg/L)
cs 26 + 1,23ab 6,13 + 0,10ad 6,02 + 1,57b 5,40 + 1,29a
Bonita S 25+ 1,21b 6,37 + 0,23bcd 10,70 +6,72ab 6,88 + 0,30a
sC 26 £+ 0,63ab 6,40 + 0,40bc 11,28 £ 6,59a 5,83 + 0,56a
C 28 £ 1,22a 6,17 +0,12abd 10,52+2,36b 6,11 + 0,30a
CS 26 £ 1,33ab 5,42 +0,3lad 4,82+ 1,92b 7,19 £ 0,72a
Cabocla S 21 +£1,61b 5,82 +0,15bcd 6,72 +4,22ab 5,76 £ 0,86a
sC 27 + 1,88ab 6,22 + 0,14bc 10,64 +5,15a 5,51+ 0,37a
C 28 £ 0,70a 5,73 +0,06abd 4,62 +1,32b 5,86 + 0,21a

Diferentes letras indicam diferencas entre as médias pelos testes Anova fatorial e método Post-hoc com
corre¢cdo de Bonferroni na determinacéo das diferengas entre as médias de pH e teste ndo paramétrico
de Friedman com diferencas entre as médias de condutividade elétrica, OD e temperatura da agua.

Uma andlise de componentes principais (PCA) para caracterizagdo da influéncia
dessas variaveis sobre as duas lagoas nas diferentes estagfes é demonstrada na Figura 8.
Percebe-se que o OD foi a variavel que melhor explicou a separagdo da Lagoa Cabocla
em relacdo a Lagoa Bonita (PC2 — 28,7%), exceto na transigcdo seca-chuva. As demais
variaveis (pH, condutividade elétrica e temperatura) explicaram melhor a variacdo na
distribuicdo dos pontos relacionados a Lagoa Bonita (PCl1 — 31,5%), entretanto, sem
demonstrar algum agrupamento referente as estagoes.

Os dois primeiros eixos da PCA explicaram 60,2% da variabilidade dos dados
fisicos e quimicos da agua relacionados as diferencas entre as lagoas Bonita e Cabocla
nas diferentes estacdes. O primeiro eixo apresenta o pH como variavel mais importante na
separacdo das amostras da Lagoa Bonita, enquanto a condutividade elétrica, a
temperatura da agua e o oxigénio dissolvido foram mais representativos no segundo eixo,
com OD sendo a principal variavel na separacdo das amostras da Lagoa Cabocla. Os

coeficientes gerados pela analise sdo demonstrados na Tabela 4.

41



4

1.8
Condutividade

1.2 Temperatdra

. 0.6 .

28.7%

1.2

-1.8- v

-3.0-

31.5%
cs 8 sC C

Lagoa Bonita v O A °

Lagoa Cabocla v ) A L ]

Figura 8. Andlise de componentes principais (PCA) representando a distribuicdo das variaveis fisico-
quimicas da &gua das lagoas Bonita (azul) e Cabocla (vermelho), nos periodos de transi¢cdo chuva-
seca (CS - triangulo invertido), seca (S - circulo aberto), transicdo seca-chuva (SC - triangulo
preenchido) e chuva (C - circulo preenchido).

Tabela 4. Coeficientes de explicacdo da variancia dos dois primeiros eixos de
ordenacdo da analise de componentes principais (n=5) para as variaveis
abidticas medidas para a agua nas lagoas Bonita e Cabocla nos quatro
diferentes periodos.

Variaveis PC1 PC 2

pH 0.75377 -0.14048
Condutividade 0.50711 0.49945
oD -0.33506 0.74822
Temperatura 0.24982 0.41350

6.2  Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos do sedimento

A andlise granulométrica do sedimento (0-5 cm) a partir de uma amostra composta

pelos cinco pontos de cada lagoa no periodo de transicdo chuva-seca demonstrou que
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ambas as lagoas apresentam sedimento argiloso, com pequenas fracbes de silte e areia
(Tabela 5).
Tabela 5. Analise granulométrica de amostras de sedimento (0-5 cm) nas lagoas

Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO) coletadas no més de maio de
2014 (transicdo chuva-seca).

Lagoa

Granulometria

Bonita Cabocla
Areia grossa (dag/kg) 14 13
Areia fina (dag/kg) 6 8
Silte (dag/kg) 24 32
Argila (dag/kg) 56 47
Classe textural Argilosa Argilosa

Nas lagoas Bonita e Cabocla, no periodo de transicdo chuva-seca e nas estacdes
seca e chuvosa, o sedimento apresentou pH &cido. Na Lagoa Bonita os valores de pH
variaram entre 5,21 (seca) e 4,90 (chuva) e na Lagoa Cabocla a variagédo foi de 5,33 (seca)
a 4,74 (chuva-seca) (Tabela 6).

A matéria organica (MO) variou entre 16,48% e 42,22% na Lagoa Bonita. Nos
periodos de transicdo chuva-seca, seca e seca-chuva, a Lagoa Cabocla parece apresentar
teores de MO mais elevados que a Lagoa Bonita, variando entre 42,29 % e 49,26 %
(Tabela 6).

A soma de bases (SB) variou entre 0,71 cmolc/dm?3 (chuva-seca) e 0,88 cmolc/dm?3
(seca) na Lagoa Bonita, enquanto na Lagoa Cabocla, os valores variaram entre 0,26
cmolc/dm? (seca) e 0,65 cmolc/dm? (chuva). A saturacéo por bases (V%) foi menor que 7%
no sedimento das duas lagoas, com valor mais representativo na Lagoa Bonita durante a
seca (6,80%). Na Lagoa Cabocla, o valor maximo foi determinado na estagdo chuvosa
(5,40%). A capacidade de troca catibnica efetiva foi mais acentuada na Lagoa Bonita,
variando entre 1,48 cmolc/dm?3 (chuva-seca) e 2,02 cmolc/dm3 (chuva) enquanto na Lagoa
Cabocla a variagdo foi de 1,32 cmolc/dm?3 (chuva-seca) a 1,55 cmolc/dm? (chuva) (Tabela
6).

A acidez potencial (H + Al) em ambas as lagoas foi maior que 11 cmolc/dm?3, com
maiores indices na primeira transicdo (chuva-seca) para as duas lagoas. A saturacdo por
aluminio (m%) na Lagoa Bonita variou entre 50% e 64,20% nas esta¢fes seca e chuvosa,
respectivamente. Na Lagoa Cabocla, os valores variaram entre 58,10% na chuva e 83%,

na seca (Tabela 6).
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Tabela 6. Caracteristicas quimicas das lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO)
nos periodos de transicdo chuva-seca, seca e chuva (maio de 2014 a margco de 2015). Séo
demonstrados pH, matéria organica (MO), soma de bases trocaveis (SB), indice de saturacao
por bases (V), capacidade de troca catibnica efetiva (t), potencial de acidez (H + Al) e indice de
saturacao por aluminio (m). Em negrito estdo indicados os valores maximos e minimos dos
diferentes parametros.

Lagoa Bonita Cabocla

Propriedade quimica C?:Z:' seca chuva ng(\:/:' seca Chuva
pH 5,05 5,21 4,90 4,74 5,33 5,20
MO (dag/kg) 42,22 16,48 31,00 49,26 42,29 45,21
SB (cmolc/dm3) 0,71 0,88 0,72 0,36 0,26 0,65
V (%) 4,50 6,80 5,20 2,40 2,00 5,40
t (cmolc/dms3) 1,48 1,76 2,02 1,32 1,53 1,55
H + Al (cmolc/dm3) 14,90 12,10 13,00 14,80 12,60 11,40
m (%) 52,00 50,00 64,40 72,70 83,00 58,10

As concentracdes de fosforo remanescente (P-Rem) no sedimento da Lagoa Bonita
variaram entre 7,30 mg/kg durante a seca e 16,50 mg/kg na estacdo chuvosa, enquanto na
Lagoa Cabocla as concentrages variaram entre 9,50 mg/kg e 20,10 mg/kg no periodo de
transicdo chuva-seca e chuva, respectivamente. As concentragfes de fosforo disponivel
aumentaram da estagdo seca para a estagdo chuvosa no sedimento das lagoas Bonita (2,1
— 4,3 mg/kg) e Cabocla (4,3 — 7,6 mg/kg). De modo geral, para os periodos avaliados
(exceto na transi¢cdo seca-chuva), as concentragdes de P disponivel no sedimento da
Lagoa Cabocla foram aproximadamente o dobro em relagdo as da Lagoa Bonita (Figura 9
A).

Maiores concentracdes de potassio foram observadas no sedimento da Lagoa
Cabocla durante a estacao chuvosa (32 mg/kg) e na transicdo chuva-seca (13 mg/kg). Na
Lagoa Bonita, as maiores concentracfes desse nutriente foram de 8 mg/kg (transicao
chuva seca e estacao chuvosa) e 9 mg/kg (seca). As concentracbes de magnésio variaram
de 9,7 mg/kg (chuva) a 14,6 mg/kg (transicdo chuva-seca e seca) na Lagoa Bonita e de 7,3
mg/kg (seca) a 13,4 mg/kg (transi¢cdo chuva-seca e chuva) na Lagoa Cabocla (Figura 9 B).

Entre os cations basicos, as concentracfes de calcio apresentaram 0s maiores
valores no sedimento de ambas as lagoas. As concentraces de Ca®" no sedimento da
Lagoa Bonita (114,22 — 148,29 mg/kg) em todas as estacdes foram maiores que no
sedimento da Lagoa Cabocla (36,07 — 88,17 mg/kg). A avaliacdo das concentracdes de

aluminio no sedimento demonstrou uma variagdo de 69,25 mg/kg (transi¢cdo chuva-seca) a
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116,92 mg/kg (chuva) na Lagoa Bonita e de 80,94 mg/kg (transi¢cdo chuva-seca) a 114,22

mg/kg (seca) na Lagoa Cabocla (Figura 9 C).
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Figura 9. Concentracdes (mg/kg) de nutrientes no sedimento (0-5 cm) das lagoas Bonita, localizada em
Planaltina-DF e Cabocla , localizada na cidade de Formosa-GO. As concentra¢des foram mensuradas entre
maio de 2014 e margo de 2015 compreendendo os periodo de transicdo chuva-seca (CS), seca (S) e chuva
(C) em cada lagoa. (A) Fosforo remanescente e fosforo disponivel; (B) potassio e magnésio; (C) célcio e
aluminio. A Lagoa Bonita é representada pela letra inicial B nas colunas em preto e a Lagoa Cabocla é
representada pela letra inicial C nas colunas sem preenchimento.
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As afericbes de carbono total (CT), nitrogénio total (NT) e a raz&o carbono-
nitrogénio (C:N) foram realizadas para os quatro periodos. Na Lagoa Bonita, a
concentracao de CT variou entre 14% (chuva) e 24% (transicdo seca-chuva), enquanto na
Lagoa Cabocla a variacao foi de 21% (seca) a 23% (chuva). Em relacdo as concentracdes
de nitrogénio total (NT), a variacdo na Lagoa Bonita esteve entre 1% (chuva) e 1,6%
(transicdo seca-chuva) e na Lagoa Cabocla a variacdo foi de 1,6% (transicdo seca-chuva)
a 2% (chuva). Na Lagoa Bonita, a razéo C:N variou entre 14 (transi¢do chuva-seca) e 15
(chuva). Ja na Lagoa Cabocla os valores foram inferiores, variando entre 12 (chuva) e 13
(transicdo seca-chuva). Esses resultados s@o apresentados na Figura 10 A-C.

Para as concentra¢cfes de CT, nao foi encontrada interacéo entre lagoa e estacdes
pelo teste ANOVA fatorial (F = 0,7114; p = 0,552399). Do mesmo modo, ndo houve
diferencas entre as médias de CT observadas entre as lagoas (F = 1,8992; p = 0,177726)
(Figura 11 A) nem entre as estagdes (F = 0,3321; p = 0,802176).

Para as concentracdes de NT também n&o houve interagéo entre lagoa e estacdes
(F = 0,9450; p = 0.430470) e ndo diferiram entre as esta¢6es (F = 0,1587; p = 0,923296).
No entanto, considerando apenas as lagoas, as concentracdes meédias de NT
apresentaram diferencas (F = 5,8368; p = 0,021577), sendo maior na Lagoa Cabocla
(Figura 11 B). Diferencas na razdo C:N também foram encontradas apenas entre as lagoas
(F =7,82; p=0,0000), sendo menor na Lagoa Cabocla (Figura 11 C).
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Figura 10. Percentual médio (n=5) das concentra¢8es totais de carbono (A) e nitrogénio (B) e razao C:N (C) no sedimento (0-5 cm) das lagoas Bonita,
localizada em Planaltina-DF e Cabocla, localizada na cidade de Formosa-GO. As concentracdes foram mensuradas entre maio de 2014 e marcgo de 2015,
compreendendo os periodos de transi¢do chuva-seca (CS), seca (S), transicdo seca-chuva (SC) e chuva (C) em cada lagoa. A Lagoa Bonita é
representada pela letra inicial B nas colunas em preto e a Lagoa Cabocla é representada pela letra inicial C nas colunas sem preenchimento.
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Figura 11. Diferencas nas concentragdes totais (%) (n=5) de carbono (A)
e nitrogénio (B) e razdo C:N (C) na fracdo 0-5 cm do sedimento entre as
lagoas Bonita, localizada em Planaltina-DF e Cabocla, localizada na
cidade de Formosa-GO. Para CT (F = 0,7114; p = 0,552399) e NT (F =
5,8368; p = 0,021577) as diferencas foram avaliadas pelo teste Anova
Fatorial. Para a razdo C:N as diferencas foram dadas pelo teste nao
paramétrico de Friedman (F = 7,82; p = 0,0000). As diferentes letras
indicam as diferencas.
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6.3  Analise do perfil das comunidades microbianas por meio de DGGE

Nas duas lagoas e em todas as estacdes (transicdo chuva-seca, seca e transicao
seca-chuva e chuva), os perfis eletroforéticos das comunidades microbianas obtidos por
meio de PCR-DGGE apresentaram grande numero de bandas para a maioria das
amostras.

Na transicdo chuva-seca, as duas lagoas mantém cerca de 70% de similaridade
para o cluster que as agrupa. Neste periodo as maiores distancias de similaridade sdo
observadas entre as amostras da Lagoa Bonita (aproximadamente 42%), enquanto na
Lagoa Cabocla os perfis gerados das comunidades sdo altamente similares entre as
amostras avaliadas (cerca de 80%).

Na estacdo seca, as amostras foram agrupadas claramente em dois clusters
principais que separam as duas lagoas com aproximadamente 65% de similaridade. Nesta
estacdo, a distribuicdo das amostras entre os agrupamentos gerados revela um perfil de
distribuicdo dos agrupamentos das amostras mais homogéneo dentro de cada lagoa,
porém com menor similaridade.

Na segunda transicdo (seca-chuva), as lagoas foram agrupadas com 85% de
similaridade. No entanto, duas amostras da Lagoa Bonita se agruparam em um cluster
separado que compartilha cerca de 80% de similaridade com o cluster de agrupamento
das duas lagoas.

Na estacdo chuvosa, as lagoas se agrupam com aproximadamente 73% de
similaridade. Uma amostra da Lagoa Cabocla foi melhor agrupada com as amostras da
Lagoa Bonita. Ao contrario do padréo observado nos periodos anteriores em que a Lagoa
Cabocla apresenta maior similaridade entre os agrupamentos das suas amostras, na
estacao chuvosa, o perfil observado aponta para maior diversidade de bandas nesta lagoa
guando comparada a Lagoa Bonita no mesmo periodo.

As analises multivariadas dos perfis da comunidade microbiana avaliada com base
no coeficiente Dice de similaridade e método UPGMA para construcdo dos agrupamentos

no programa BioNumerics® séo representadas nas Figuras 13 e 14.
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Figura 12. Dendograma dos perfis eletroforéticos de DGGE com base no gene 16S rRNA das
comunidades microbianas presentes no sedimento (0-5 cm) das lagoas Bonita (Planaltina-DF)
e Cabocla (Formosa-GO). As letras iniciais B e C representam as lagoas Bonita e Cabocla,
respectivamente. [A] transicao chuva-seca (CS); [B] estacao seca (S). Os nimeros entre lagoa
e estagdo indicam o ponto de coleta. Os cddigos em negrito indicam os pontos cujas amostras
foram submetidas ao pirosequenciamento.

50



B1SC
| B3sC

| B4sC
| B5SC
~ B2sC
c5sC
ll cisc
c2sc
c3sc
. c4sc

Chuya

- 60

B2C
B3C
B1C
B4C
BS5C
c4c
o e
c2c
- c3c
B CscC

Figura 13. Dendograma dos perfis eletroforéticos de DGGE com base no gene 16S rRNA das
comunidades microbianas presentes no sedimento (0-5 cm) das lagoas Bonita (Planaltina-DF) e
Cabocla (Formosa-GO). As letras iniciais B e C representam as lagoas Bonita e Cabocla,
respectivamente. [A] transicdo seca-chuva (SC); [B] estacdo chuvosa (C). Os nimeros entre lagoa e
estacdo indicam o ponto de coleta. Os cédigos em negrito indicam os pontos cujas amostras foram
submetidas ao pirosequenciamento.
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6.4  Descrigcdo das comunidades microbianas

O pirosequenciamento gerou um total de 281.205 sequéncias (132.326 da Lagoa
Bonita e 148.879 da Lagoa Cabocla) a partir das 12 amostras de cada lagoa (trés amostras
por periodo de coleta). Apés aplicacdo dos filtros e checagem de quimeras,
aproximadamente 19% do total de sequéncias foram descartadas, enquanto 103.896 e
125.148 sequéncias de alta qualidade das lagoas Bonita e Cabocla, respectivamente, com
comprimento médio de 400 pb, foram mantidas e analisadas.

A taxonomia atribuida aos grupos microbianos a partir da comparagdo com
sequéncias representativas do banco de dados SILVA (2013) abrangeu os dominios

Bacteria e Archaea, como demonstra a Figura 14.

Sequéncias
nao
classificadas

0.12%

Bacteria
64.59%

Figura 14. Percentual de classificacdo das sequéncias do gene 16S rRNA nos
dominios Bacteria e Archaea, ap0s aplicacdo dos filtros de qualidade por
meio do pipeline QIIME e atribuicdo taxondmica por meio do banco de dados
SILVA.

O nudmero total de taxons bacterianos foi 943, enquanto para Archaeas foram
observados 78 taxons (Figura 15). Esses numeros equivalem a quantidade de taxons
determinados a partir da analise taxondmica do conjunto de sequéncias, considerando 3%

de distancia evolutiva (nivel taxonémico de género).
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Archaea
7.64%

Figura 15. Percentual relativo ao nimero de taxons observados para os
dominios Bacteria e Archaea apés classificagdo taxondmica baseada no
nivel taxonémico de género em amostras de sedimentos (0-5 cm) coletadas
entre maio de 2014 a marco de 2015 nas lagoas Bonita (Planaltina-DF) e
Cabocla (Formosa-GO).

6.5 Composicdo da comunidade Bacteriana
6.5.1 Filos

Foram identificados 45 filos bacterianos e um grupo de bactérias nao classificado.
Destes filos, apenas seis (Proteobacteria, Acidobacteria, Firmicutes, Chloroflexi,
Planctomycetes e Nitrospirae) foram abundantes (frequéncia igual ou superior a 1%) em
todas as lagoas e em todas as estacfes (Tabela 7).

Outros nove filos (Verrucomicrobia, Actinobacteria, Chlorobi, Spirochaetae, OPS8,
Chlamydiae, WD272, Bacteroidetes, TM6) e o grupo néo classificado (Bacteria; NC) foram
abundantes em pelo menos um dos quatro periodos avaliados (Tabela 8).
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Tabela 7. Abundancia relativa dos filos com frequéncia = 1% no sedimento (0-5 cm) das lagoas
Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO), nos periodos de transicdo chuva-seca, seca,
transicdo seca-chuva e chuva (maio de 2014 a marco de 2015), acessados através de
pirosequenciamento do gene 16S rRNA.

Lagoa Bonita Lagoa Cabocla
Filo chuva- seca- chuva- seca-
seca chuva seca chuva

seca chuva seca chuva
Proteobacteria 11,04 - 14,01 14,30
Acidobacteria 5,50 9,45 6,82 10,07 13,81 13,43
Firmicutes BN 722 450 937 1029 240 224 1,75
Chloroflexi 1,73 2,61 2,11 2,68 11,32 4,28 3,90 6,00
Planctomycetes 3,92 5,50 3,60 5,06 7,89 4,67 5,20 4,87
Nitrospirae 1,70 1,92 1,08 1,33 2,32 2,72 3,30 4,38

|
1 6 11 16 221%

Tabela 8. Filos bacterianos considerados abundantes (frequéncia = 1%) em pelo menos um dos
quatro periodos (transi¢do chuva-seca, seca, transicdo seca-chuva e chuva) avaliados entre maio
de 2014 a marco 2015 para o sedimento (0-5 cm) nas lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla
(Formosa-GO). Bacteria;NC — grupo nao classificado.

Lagoa Bonita Lagoa Cabocla
Filo chuva- seca- chuva- seca-
seca seca chuva chuva seca seca chuva chuva
Verrucomicrobia 1,39 2,62 0,82 1,31 1,63 2,84 3,09 2,42
Actinobacteria 0,72 1,04 0,56 0,77 2,37 1,82 1,45 1,43
Chlorobi 0,61 1,24 0,85 1,34 0,68 2,06 1,40 1,56
Spirochaetae 0,76 1,81 1,11 1,70 0,34 1,42 1,12 1,38
Bacteria;NC 0,70 1,65 0,96 2,18 0,56 1,06 0,89 0,80
OP8 0,41 1,28 1,05 1,39 0,18 0,47 0,50 0,34
Chlamydiae 0,22 0,70 0,20 0,34 1,16 0,79 0,68 1,12
wWD272 0,01 0,15 0,01 0,01 1,00 0,37 0,28 0,25
Bacteroidetes 208" o092 o035 053 030 097 074 036
TM6 0,08 0,39 0,09 0,20 0,46 1,09 0,43 0,31
]
<0.99 1 2 3 2 4%
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Outros filos bacterianos menos abundantes e comuns nas duas lagoas (Figura 16)
foram Armatinomadetes, candidatos as divisbes BD1-5, BRC1, OD1, OP11, OP3, SR1,
TM7, WS3, Cyanobacteria, Deferribacteres, Deinococcus-Thermus, Dictyoglomi,
Elusimicrobia, Fibrobacteres, GAL08, GOUTA4, Gemmatimonadetes, Lentisphaerae, NPL-
UPA2, SHA-109, TAO6, Thermatogae, WCHB1-60.

SR1 foi recuperado somente na estacao chuvosa na Lagoa Bonita e no periodo de
transicdo seca-chuva na Lagoa Cabocla. Dictyoglomi foi identificado na Lagoa Bonita
somente na seca e na transicdo entre esta estacdo e o periodo chuvoso, enquanto na
Lagoa Cabocla, foi observado na mesma transicdo e na chuva. Na Lagoa Bonita o filo
GALO8 nao aparece na estacdo seca e na Lagoa Cabocla, o mesmo filo ndo aparece na
estacao chuvosa. SHA-109 também n&o aparece na Lagoa Bonita no periodo de transi¢ao
seca-chuva. Thermatogae ndo foi recuperado na estacdo chuvosa na Lagoa Bonita e
finalmente WCHB1-60 néo foi identificado na estagdo seca e na chuva, nesta lagoa, bem

como também néo foi observado na estacdo seca na Lagoa Cabocla.
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Figura 16. Representacdo dos filos menos abundantes no sedimento (0-5 cm) das lagoas Bonita
(Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GQO) nos periodos de transi¢cdo chuva-seca (CS), seca (S), transicao
seca-chuva (SC) e chuva (C) (maio de 2014 a mar¢o de 2015). As letras iniciais B e C representam as
lagoas Bonita e Cabocla, respectivamente.
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Apesar da variacdo na abundancia relativa dos filos entre as estacdes, ndo foi
encontrada diferenca estatistica (p > 0,05) na abundancia de nenhum grupo quando os
periodos foram associados na andlise. Por outro lado, foram observadas diferencas na
abundancia de alguns filos entre as lagoas. Entre os grupos mais abundantes nas duas
lagoas, houve diferencas estatisticas na propor¢cdo de sequéncias apenas dos filos
Chloroflexi (p = 0,015), WD272 (p = 0,015) que apresentaram maior propor¢cdo na Lagoa
Cabocla, OP8 (p = 0,015) e do grupo nao classificado denominado como Bacteria;NC (p =
0,030), que ao contrario, foram maiores na Lagoa Bonita (Figura 17 e Figura 18). Entre os
filos menos abundantes, foram observadas diferencas nas propor¢cdes de sequéncias
afiliadas a BD1-5 (p = 0,030), com maior propor¢cado ha Lagoa Bonita e Gemmatimonadetes
(p = 0,030), com maior proporcdo de sequéncias ha Lagoa Cabocla (Figura 19).

Observou-se ainda a presenca de quatro filos bacterianos Unicos (Caldiserica, KB1,
e WS6 e Synergistetes) na Lagoa Bonita, enquanto na Lagoa Cabocla foi recuperado
apenas um filo bacteriano Unico (BHI80-139). Todos esses grupos tiveram frequéncia
inferior a 1% e n&o apareceram em todas as estagfes, como demonstra a Tabela 9. A
maior presenca de filos Unicos na Lagoa Bonita é observada especialmente na estagcéo
chuvosa, seguida da estagcdo seca. Somente os filos KB1 e Synergistetes sdo exclusivos
nos periodos de chuva e na transicdo chuva-seca, respectivamente. Ja na Lagoa Cabocla,
o filo anico recuperado (BHI80-139) aparece na primeira transi¢éo (chuva-seca), na seca e
na chuva.

Tabela 9. Filos bacterianos Unicos recuperados em baixa abundancia (frequéncia < 1%) a partir
de amostras de sedimento (0-5 cm) coletadas entre maio de 2014 e marco de 2015,
compreendendo os periodos de transi¢cdo chuva-seca, seca, transi¢cdo seca-chuva e chuva nas
lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO). O sinal “+” indica a presenca dos
respectivos filos.

Bonita Cabocla
Filo chuva- seca- chuva- seca-

seca seca chuva chuva seca seca chuva chuva
BHI80-139 + + +
Caldiserica 4 + 4
KB1 o
WS6 4 4
Synergistetes A
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Figura 17. Diferencas (p < 0,05) na proporgdo relativa de sequéncias dos filos bacterianos
Chloroflexi (A) e OP8 (B) em cada amostra de sedimento (0-5 cm) coletadas entre maio de 2014 e
mar¢o de 2015 nas lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO) utilizando o teste nédo
paramétrico White's t-teste com correcéo de Bonferroni no programa STAMP. O valor médio para
cada grupo é demonstrado em forma de linha.
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Figura 18. Diferencas (p < 0,05) na proporcéo relativa de sequéncias dos filos bacterianos
WD272 (A) e do grupo néo classificado Bacteria;NC (B) em cada amostra de sedimento (0-5 cm)
coletadas entre maio de 2014 e marco de 2015 nas lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla
(Formosa-GO) utilizando o teste nao paramétrico White’s t-teste com corre¢cdo de Bonferroni no
programa STAMP. O valor médio para cada grupo é demonstrado em forma de linha.
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Figura 19. Diferencas (p < 0,05) na propor¢éo relativa de sequéncias dos filos bacterianos
BD1-5 (A) e Gemmatimonadetes (B) em cada amostra de sedimento (0-5 cm) coletadas entre
maio de 2014 e marco de 2015 nas lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO)
utilizando o teste ndo paramétrico White’s t-teste com corre¢do de Bonferroni no programa
STAMP. O valor médio para cada grupo € demonstrado em forma de linha.
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6.5.2 InteracBes entre a composicdo bacteriana em nivel de filo e variaveis
ambientais

Demonstramos neste estudo a importancia relativa das variaveis ambientais sobre
a abundancia dos principais filos de bactérias encontrados. Os resultados da selecédo de
modelos indicou que todas as variaveis da 4gua e do sedimento foram importantes para
explicar a abundancia dos grupos, embora os diferentes grupos tenham apresentado
diferencas na ordem de importancia relativa de cada varidvel mensurada.

A condutividade elétrica da agua foi a varidvel mais importante entre aquelas
medidas para explicar a abundancia do filo Proteobacteria, seguida da razdo C:N no
sedimento. Ja para Acidobacteria, a profundidade da coluna d’agua foi a variavel com
maior poder explicativo sobre a abundancia do grupo, seguida novamente da razao C:N. A
abundancia do filo Firmicutes foi explicada principalmente pelas varidveis NT e OD. Quanto
aos filos Chloroflexi e Planctomycetes, as variaveis de maior importancia relativa foram pH
e OD da agua. Ja o filo Nitrospirae foi principalmente associado as variaveis CN e OD.
Esses resultados séo demonstrados na Figura 20.

Entre os grupos descritos como abundantes em pelo uma estacdo e lagoa, o filo
Verrucomicrobia foi associado especialmente a condutividade elétrica da agua, que
apresentou influéncia positiva sobre este filo. O pH foi a variavel de maior importancia
relativa para explicar a abundancia do filo Actinobacteria no sedimento, seguido da variavel
profundidade. A abundéancia do filo Chlorobi foi melhor explicada pela temperatura da agua
e NT. Spirochaetae foi determinado principalmente pela condutividade elétrica da agua,
gue apresentou efeito positivo sobre a abundéancia desse grupo. A abundéancia do grupo de
bactérias nao classificadas (Bacteria;NC) foi determinada pela condutividade elétrica da
agua, seguida da razdo C:N, ambas com efeito positivo. Para o filo candidato a divisao
OP8, a variavel profundidade foi a de maior importéancia relativa, seguida da condutividade
elétrica da agua para explicar a abundancia deste grupo, ambas com efeito positivo. Em
relacdo ao filo Chlamydiae, as variaveis OD e CN foram as mais importantes sobre a
abundancia do filo. WD272 foi melhor determinado pelo pH, NT e CT. A abundancia de
Bacteroidetes foi melhor explicada pelo OD. Finalmente, a abundancia filo TM6 foi melhor
descrita pela temperatura da agua, seguida das concentra¢gfes de. Os resultados podem
ser visualizados nas Figuras 21 e 22.

Devido a quantidade de dados gerados, entre os filos menos abundantes, a selecéo
de modelos foi realizada apenas para o grupo BD1-5 e Gemmatimonadetes, 0s quais
apresentaram diferencas na propor¢cdo de sequéncias entre as lagoas. A razdo C:N no
sedimento, seguida da condutividade elétrica da agua e do CT no sedimento, foram as

variaveis que melhor explicaram a abundancia do filo BD1-5. Somente o CT apresentou

61



efeito negativo sobre o grupo. Ja a profundidade e o pH da agua e mais uma vez a razao
C:N foram determinantes na abundéancia do filo Gemmatimonadetes. Para este grupo, o
CT no sedimento teve efeito positivo. Para estes dois grupos os resultados séo
demonstrados na Figura 23.

As tabelas do teste de selecédo de modelos podem ser consultadas no Apéndice C.
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Figura 21. Importancia relativa das variaveis ambientais da agua (temperatura, pH, condutividade elétrica e oxigénio dissolvido) e do sedimento (carbono e nitrogénio totais e
razdo C:N) sobre a abundéncia dos filos bacterianos com frequéncia acima de 1% em pelo menos esta¢éo, identificados no sedimento (0-5 cm) das lagoas Bonita (Planaltina-
DF) e Cabocla (Formosa-GO), entre os meses de maio de 2014 e marco de 2015. A importancia das variaveis foi dada por meio da selecao de modelos realizada através do
teste GLM. Os efeitos positivo e negativo das variaveis sobre os grupos de organismos sdo indicados acima das colunas pelos sinal “+” e “-”, respectivamente. OD — oxigénio
dissolvido na agua, CT — carbono total no sedimento, NT — nitrogénio total no sedimento, CN — razdo C:N no sedimento.
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Figura 22. Importancia relativa das varidveis ambientais da agua (temperatura, pH, condutividade elétrica e
oxigénio dissolvido) e do sedimento (carbono e nitrogénio totais e razdo C:N) sobre a abundancia dos filos
bacterianos com frequéncia acima de 1% em pelo menos estacéo, identificados no sedimento (0-5 cm) das lagoas
Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO), entre os meses de maio de 2014 e margo de 2015. A importancia
das variaveis foi dada por meio da selecdo de modelos realizada através do teste GLM. Os efeitos positivo e
negativo das variaveis sobre os grupos de organismos sao indicados acima das colunas pelos sinal “+” e “-”,
respectivamente. OD — oxigénio dissolvido na dgua, CT — carbono total no sedimento, NT — nitrogénio total no
sedimento, CN — razdo C:N no sedimento.
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Figura 23. Importancia relativa das varidveis ambientais da dgua (temperatura, pH, condutividade elétrica e oxigénio
dissolvido) e do sedimento (carbono e nitrogénio totais e razéo C:N) sobre dois filos bacterianos menos abundantes
identificados no sedimento (0-5 cm) das lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO), entre os meses de
maio de 2014 e mar¢o de 2015. A importancia das variaveis foi dada por meio da sele¢cdo de modelos realizada
através do teste GLM. Os efeitos positivo e negativo das variaveis sobre os grupos de organismos séo indicados
acima das colunas pelos sinal “+” e “-”, respectivamente. OD — oxigénio dissolvido na agua, CT — carbono total no
sedimento, NT — nitrogénio total no sedimento, CN — razdo C:N no sedimento.

6.5.3 Classes e géneros

As classes mais abundantes do filo Proteobacteria foram Deltaproteobacteria e
Alphaproteobacteria, respectivamente. Na classe Deltaproteobacteria, houve dominéncia
dos géneros Anaeromyxobacter, Desulfobacca e géneros indicados como “n&o cultivaveis”.
Na classe Alphaproteobacteria predominaram o género Rhodomicrobium e géneros nao
classificados.

No filo Acidobacteria, predominaram os géneros Bryobacter e Candidatus
Solibacter, e ainda varios grupos de organismos nao cultiviveis pertencentes a classe
também denominada Acidobacteria.

As classes mais abundantes dentro do filo Firmicutes foram Clostridia,
Negativicutes, Bacilli e OPB54. A analise de frequéncia dos géneros afiliados a estas
classes indicou a dominéncia de Clostridium sensu stricto 1 e de géneros néo cultivaveis e
outros trés indicados como ndo classificados dentro da classe Clostridia. Outros géneros
abundantes foram Bacillus (classe Bacill) e grupos nao classificados pertencentes as
classes Negativicutes e OPB54.

No filo Chloroflexi, diferentes classes de bactérias ndo cultivaveis foram
identificadas, das quais, JG37-AG-4 e Ktedonobacteria, tiveram maior abundancia de

géneros indicados apenas como “nao cultivaveis”.
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O filo Planctomycetes foi principalmente representado pela classe
Planctomycetacia. Dentro desta classe, predominou o género Isosphaera e outros dois
grupos com géneros descritos como néo cultivaveis e ndo classificados. O filo Nitrospirae
foi inteiramente representado pela classe Nitrospira, com géneros bacterianos néo
cultivaveis.

Dos filos apresentados na Tabela 8, apenas Verrucomicrobia, Chlorobi e
Spirochaetae apresentaram classes com frequéncia igual ou acima de 1%. Analise de
frequéncia das sequéncias em nivel taxondmico de género indicou ainda a presenca de um
género desconhecido (ndo classificado) cuja sequéncia foi afiliada a classe OPB35 soil
group (filo Verrucomicrobia). O género Spirochaeta (classe Spirochaetes/filo Spirochaetae)
e um grupo indicado como néo classificado em nivel de género dentro da classe
Ignavibacteria (filo Chlorobi) também foi recuperado em abundancia, além de grupos ndo

classificados, indicados apenas como pertencentes ao dominio Bacteria.

6.6 Composicdo da comunidade Archaea

Foram identificados trés filos pertencentes ao dominio Archaea (Crenarchaeota,
Euryarchaeota e Thaumarchaeota) e dois grupos de Archaea nao classificadas (uncultured
archaeon e Archaea;NC). Destes filos, apenas Euryarchaeota e Thaumarchaeota foram
considerados abundantes (frequéncia = 1%) nas duas lagoas e nos diferentes periodos
(Tabela 10).

Em relagdo aos grupos menos abundantes, mas comuns nas duas lagoas (Figura
24) foram encontrados o filo Crenarchaeota e um grupo de Archaea néo classificado. A
Lagoa Bonita apresentou um grupo Unico do dominio Archaea identificado como nao
cultivavel (uncultured archaeon), exclusivamente na estacdo chuvosa, em frequéncia
inferior a 1%. Um heatmap com o agrupamento e distribuicdo da abundéncia de todos os

filos em cada amostra é representado na Figura 25.
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Tabela 10. Abundéancia relativa dos filos pertencentes a Archaea com frequéncia = 1% no sedimento
(0-5 cm) coletado entre maio de 2014 e marco de 2015, compreendendo os periodos de transicao
chuva-seca, seca, transicdo seca-chuva e chuva, nas lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla
(Formosa-GO), acessados através de pirosequenciamento do gene 16S rRNA.

Lagoa Bonita Lagoa Cabocla
Filo R R R -

chuva seca seca chuva chuva seca seca chuva

seca chuva seca chuva
Euryarchaeota 17,25
Thaumarchaeota 4,97 4,24 10,01 7,34 4,52 10,56 8,76 8,88
| I
<4 10 20 30 2 31%

0.8

0.6 -

0.5 -
m Archaea;NC

03 - m Crenarchaeota
0.2
0.1 I I

0 1 T T T T . T T T

BCS BS BSC BC CCS CS (CSC cCC

Figura 24. Representacdo dos filos menos abundantes (frequéncia < 1%) pertencentes
ao dominio Archaea no sedimento (0-5 cm) coletado entre maio de 2014 e mar¢o de
2015, compreendendo os periodos de transi¢cdo chuva-seca (CS), seca (S), transicao
seca-chuva (SC) e chuva (C), nas lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-
GO). As letras iniciais B e C representam as lagoas Bonita e Cabocla, respectivamente,
seguida das iniciais que representam as estacdes.
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Figura 25. Heatmap construido no programa STAMP com a abundéancia dos filos
pertencentes a Archaea classificados a partir na analise do gene 16S rRNA em cada
amostra de sedimento (0-5 cm) das lagoas Bonita (letra inicial B) (Planaltina-DF) e
Cabocla (letra inicial C) (Formosa-GO), nos periodos de transicdo chuva-seca (CS),
seca (S), transicdo seca-chuva (SC) e chuva (C).

Assim como para os filos bacterianos, para os filos pertencentes ao dominio
Archaea também ndo houve diferengas estatisticas (p > 0,05) na abundéancia dos filos
entre as estagdes. Entretanto, foram observadas diferencas na proporgdo de sequéncias
dos dois filos mais abundantes de Archaea entre as lagoas, sendo Euryarchaeota mais
abundante na Lagoa Bonita que na Lagoa Cabocla (p = 0.035) enquanto Thaumarchaeota,
ao contrario, € significativamente mais representativo no sedimento da Lagoa Cabocla (p =
0.030). As diferencas nas proporcdes de sequéncias afiliadas ao nivel taxonémico de filo

dentro de cada lagoa sdo demonstradas na Figura 26.
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Figura 26. Diferencas (p < 0,05) na proporc¢éo relativa de sequéncias dos filos Euryarchaeota (A)
e Thaumarchaeota (B) em cada amostra de sedimento (0-5 cm) coletado entre maio de 2014 e
marc¢o de 2015, compreendendo os periodos de transi¢cdo chuva-seca (CS), seca (S), transicédo
seca-chuva (SC) e chuva (C), nas lagoas Bonita (Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO)
utilizando o teste ndo paramétrico White’s t-teste com corre¢do de Bonferroni no programa
STAMP. O valor médio para cada grupo é demonstrado em forma de linha. Amostras da Lagoa
Bonita sdo demonstradas em azul e da Lagoa Cabocla em rosa.
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Figura 27. Importancia relativa das variaveis ambientais da dgua (temperatura, pH, condutividade elétrica e oxigénio
dissolvido) e do sedimento (carbono e nitrogénio totais e razdo C:N) sobre a abundancia dos filos pertencentes ao
dominio Archaea mais representativos identificados no sedimento (0-5 cm) das lagoas Bonita (Planaltina-DF) e
Cabocla (Formosa-GO), entre os meses de maio de 2014 e marco de 2015. A importancia das variaveis foi dada por
meio da selecdo de modelos realizada através do teste GLM. Os efeitos positivo e negativo das varidveis sobre os
grupos de organismos sdo indicados acima das colunas pelos sinal “+” e “-”, respectivamente. OD — oxigénio
dissolvido na agua, CT — carbono total no sedimento, NT — nitrogénio total no sedimento, CN — razdo C:N no

6.6.1 Interacbes entre a composicdo de Archaea em nivel de filo e variaveis
ambientais

Por meio do modelo linear generalizado (GLM) demonstramos a importancia
relativa das variaveis ambientais também sobre a abundéncia dos dois principais filos de
Archaea encontradas. Para o0 dominio Archaea, assim como foi observado para o dominio
Bacteria, todas as varidveis da agua e do sedimento foram importantes para explicar a
abundancia dos grupos, embora os diferentes grupos tenham apresentado diferencas na
ordem de importancia relativa de cada variavel mensurada.

A profundidade da coluna d’dgua foi o fator mais importante entre aqueles
mensurados, com efeito positivo para explicar a abundancia do filo Euryarchaeota na
fracdo 0-5 cm do sedimento nas duas lagoas, seguida do pH. Ja para o filo
Thaumarchaeota, as variaveis NT, CT e pH tiveram maior importancia relativa para explicar
a abundancia desse grupo (Figura 27).
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6.6.2 Classes e géneros

Dentro do filo Euryarchaeota, trés classes foram identificadas (Halobacteria,
Thermoplasmata e Methanomicrobia), sendo Methanomicrobia a que mais se destacou. Os
géneros mais abundantes afiliados a esta classe foram Methanocella, Rice Cluster I,
Methanolinea, Methanoregula, Methanosaeta, Methanosarcina e outros indicados como
ndo cultivaveis e ndo classificados.

Nas duas lagoas, o filo Thaumarchaeota foi notadamente representado por
sequéncias indicadas como Miscellaneous Crenarchaeotic e Terrestrial group, com OTU’s
correspondentes a grupos de arqueias nao cultivaveis e sem classificacdo em niveis

inferiores da hierarquia taxonémica.

6.7 Andlises de diversidade
6.7.1 Diversidade dos géneros relacionados ao dominio Bacteria

O caélculo dos indices de alfa-diversidade demonstrou baixo nivel de dominancia
dos géneros do dominio Bacteria e elevada equitabilidade através do indice de Simpson 1-
D. A Lagoa Cabocla apresentou maior rigueza de géneros bacterianos que a Lagoa Bonita
pelo indice Chao-1 (F = 6,00; p = 0,000). Entretanto, a diversidade medida pelo indice
Shannon-Winer ndo apresentou diferenca estatistica entre as lagoas (F = 0,252; p =
0,622).

Considerando a sazonalidade, nas duas lagoas a equitabilidade (Simpson 1-D) foi
maior na seca e menor na transicdo chuva-seca (F = 9,000; p = 0,001), entretanto ndo
diferiram entre as demais estacdes. A riqueza (Chao-1) dos géneros bacterianos néo foi
diferente entre as estac¢des (F = 2,333; p = 0,115). Por outro lado, a diversidade (Shannon-
Wiener) foi maior na seca e menor na transicdo chuva-seca para as duas lagoas (F =
3,614; p = 0,036), ndo diferindo nas demais estacdes.

As diferencas entre as medidas de diversidade entre as lagoas e estacfes sdo

demonstradas nas Tabelas 11 e 12, respectivamente.
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Tabela 11. Sumario das medidas de diversidade relacionadas aos géneros do dominio
Bacteria com base em dados de sequéncias do gene 16S rRNA nas amostras de
sedimento (0-5 cm) coletadas entre maio de 2014 e marco de 2015 nas lagoas Bonita
(Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO).

Lagoa Dominancia Simpson 1-D Chao-1 Shqnnon—
Wiener

Bonita 0.02 0.98a 424.42a 4.71a

Cabocla 0.02 0.98a 496.71b 4.76a

Diferentes letras indicam diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste de Friedman para os indices
Simpson e Chao-1 e diferengas (p < 0,05) pelo teste Anova Fatorial para o indice Shannon-Wiener.

Tabela 12. Suméario das medidas de diversidade relacionadas aos géneros do dominio
Bacteria com base em dados de sequéncias do gene 16S rRNA nas amostras de
sedimento (0-5 cm) coletadas entre maio de 2014 e marco de 2015 nas lagoas Bonita
(Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO).

Lagoa Estacdo Dominadncia Simpson 1-D Chao-1 S\r/]\?igzg?-
Chuva-seca 0.03 0.97b 420.47a 4.46a
. Seca 0.01 0.99a 476.23a 5.00b
Bonita
Seca-chuva 0.02 0.98ab 371.03a 4.62ab
Chuva 0.02 0.98ab 429.93a 4.77ab
Chuva-seca 0.03 0.97b 428.87a 4.52a
Seca 0.01 0.99a 548.67a 4.92b
Cabocla
Seca-chuva 0.02 0.98ab 519.83a 4.88ab
Chuva 0.02 0.98ab 489.47a 4.74ab

Diferentes letras indicam diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste de Friedman para os indices
Simpson e Chao-1 e diferencas (p < 0,05) pelo teste Anova Fatorial para o indice Shannon-Wiener,
considerando apenas as estagdes.

6.7.2 Diversidade dos géneros relacionados ao dominio Archaea

O calculo dos indices de alfa-diversidade relacionados aos géneros pertencentes
ao dominio Archaea também demonstrou baixo nivel de dominancia dos géneros e
elevada equitabilidade através do indice de Simpson 1-D. Para a diversidade de géneros
de Archaea, a Lagoa Bonita apresentou maior equitabilidade (F = 6,00; p = 0,000) pelo
indice Simpson 1-D, maior riqueza (F = 6,00; p = 0,000) pelo indice Chao-1 e maior
diversidade (F = 506,827; p = 0,000) pelo indice de Shannon-Wiener que a Lagoa Cabocla.

Considerando a sazonalidade, a equitabilidade (Simpson 1-D) néo diferiu entre as

estacbes (F = 1,500; p = 0.255). Ja a riqueza (Chao-1) dos géneros de Archaea, assim
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como Visto para o0s grupos bacterianos, foi maior no periodo de seca (F = 9; p = 0.001) em
relacdo as duas transi¢des. Por outro lado, a diversidade (Shannon-Wiener) de géneros do
dominio Archaea nao foi estatisticamente diferente em nenhuma estacéo (F = 3,409; p =
0,05).

As diferencas nos indices de equitabilidade, riqueza e diversidade dos grupos
taxondmicos entre lagoas e estacbes sdo demonstradas nas Tabelas 13 e 14,

respectivamente.

Tabela 13. Sumario das medidas de diversidade relacionadas aos géneros do dominio
Archaea com base em dados de sequéncias do gene 16S rRNA nas amostras de
sedimento (0-5 cm) coletadas entre maio de 2014 e margo de 2015 nas lagoas Bonita
(Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO).

Coa . Shannon-
Lagoa Dominancia Simpson 1-D Chao-1 Wiener
Bonita 0.02 0.98a 424.42a 4.71a
Cabocla 0.14 0.86b 51.76b 2.47b

Diferentes letras indicam diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste de Friedman para os indices
Simpson e Chao-1 e diferengas (p < 0,05) pelo teste Anova Fatorial para o indice Shannon-Wiener.

Tabela 14. Sumério das medidas de diversidade relacionadas aos géneros do dominio
Archaea com base em dados de sequéncias do gene 16S rRNA nas amostras de
sedimento (0-5 cm) coletadas entre maio de 2014 e margo de 2015 nas lagoas Bonita
(Planaltina-DF) e Cabocla (Formosa-GO).

Lagoa Estacéo Dominéncia Simpson 1-D Chao-1 S\?\zgﬂg?
Chuva-seca 0.03 0.97a 420.47b 4.46a
, Seca 0.01 0.99a 476.23a 5.00a
Bonita
Seca-chuva 0.02 0.98a 371.03b 4.62a
Chuva 0.02 0.98a 429.93ab 4.77a
Chuva-seca 0.16 0.84a 34.94b 2.21a
Seca 0.14 0.86a 63.11a 2.51a
Cabocla
Seca-chuva 0.13 0.87a 53.92b 2.58a
Chuva 0.13 0.87a 55.08ab 2.59a

Diferentes letras indicam diferengas significativas (p < 0,05) pelo teste de Friedman para os indices
Simpson e Chao-1 e diferencas (p < 0,05) pelo teste Anova Fatorial para o indice Shannon-Wiener.

73



7 DISCUSSAO

A maior dindmica nas trocas quimicas que ocorrem pela interacdo sedimento —
coluna d’agua nos sistemas lacustres tropicais rasos influencia a composicédo e abundancia
da microbiota estabelecida no sedimento, que também sofre alteracbes em relacdo a
sazonalidade bem marcada no bioma Cerrado.

As variaveis fisicas e quimicas da agua determinadas neste trabalho, tais como
temperatura elevada (= 21°C) nas duas lagoas, pH levemente &cido, baixa condutividade
elétrica e baixas concentracfes de oxigénio dissolvido (OD) séo caracteristicas tipicas dos
ecossistemas aquaticos tropicais, especialmente aqueles oligotréficos (Esteves 1998). Este
resultado é coerente com a regido de localizag&o e teor de nutrientes que as lagoas Bonita
e Cabocla apresentam.

A temperatura mais elevada da agua nas duas lagoas ocorreu no periodo chuvoso
(Tabela 3), tipicamente mais quente no bioma Cerrado (Silva et al. 2008). Esse padrédo
também foi observado por Gomes (2007) em amostras de agua da Lagoa Bonita, cuja
temperatura foi medida entre as estagfes seca e chuvosa no ano de 2005. Segundo
Esteves (1998), a alta temperatura da dgua nos ecossistemas lacustres tropicais, aumenta
a velocidade das reacdes quimicas, aumentando as taxas de decomposi¢do da matéria
organica (MO), com consequente deple¢cdo nas concentracdes de oxigénio na coluna
d’agua e reducdo do pH. Todos os valores médios de pH da agua encontraram-se dentro
da faixa de variacdo apontada por Gomes et al. (2010) para a Lagoa Bonita e por Sousa
(2012) para a Lagoa Cabocla.

Dada a importancia das interagcbes entre a coluna d’agua e o sedimento nos
sistemas lacustres rasos, a maior acidez na agua da Lagoa Cabocla pode estar associada
aos maiores teores de MO no sedimento desta lagoa. Além disso, considerando a menor
condutividade elétrica da agua encontrada na Lagoa Cabocla, juntamente com as maiores
concentracdes de nitrogénio e menor razao C:N, é possivel inferir que nesta lagoa a troca
de nutrientes entre sedimento e coluna d"agua, bem como a mineralizagdo da MO sejam
mais dinamicas e rapidas que na Lagoa Bonita.

Quanto a influéncia da sazonalidade sobre a condutividade elétrica, os maiores
valores para este parametro durante a segunda transi¢cdo (seca-chuva) nas duas lagoas,
sugere que no inicio das primeiras chuvas, com antecedéncia ao periodo chuvoso, ha
maior disponibilidade de ions dissolvidos na coluna d’agua, provavelmente pela maior
entrada de nutrientes do sistema terrestre para 0 meio aquético por meio da chuva. Este
resultado corrobora com a ideia de que no inicio da estagdo chuvosa o fluxo e aporte de
nutrientes para dentro da lagoa é maior, como também foi demonstrado por Silva (2008)

para a 4gua de cOrregos em areas urbanas e rurais do Distrito Federal.
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Os valores de pH, MO, acidez potencial (H + Al), soma de bases trocaveis (SB),
capacidade de troca catibnica efetiva (t), indice de saturacdo por bases (V), fésforo
remanescente (P-Rem) e indice de saturacdo por aluminio (m) (Tabela 6), ndo séo
comumente referidos para amostras de sedimento. Por esta razdo, serdo discutidos a
seguir, a luz das interpretacdes propostas para solos de Cerrado em Ribeiro et al. (1999),
Embrapa (2000) e (Ronquin 2010).

O pH é um importante pardmetro quimico no estabelecimento e composi¢édo da
comunidade microbiana nos diferentes ecossistemas, favorecendo ou dificultando o
estabelecimento de um grupo em detrimento de outro (Newton et al. 2011). Os resultados
de pH indicaram nivel de acidez ativa elevada (< 5.0 cmolc/dm3) (Ribeiro et al. 1999) no
sedimento das lagoas. Embora esta caracteristica seja tipica em solos do bioma Cerrado,
segundo Esteves (1998), os baixos niveis de pH em ambientes aquaticos podem ser
resultado do aumento nas concentragdes do ion H* pela dissociacdo do acido carbdnico
em moléculas de H' e CO5? e também quando ha maior quantidade de MO.

Ao contrario do que se espera em sistemas oligotréficos (Esteves 1998), os teores
de MO no sedimento foram altos (> 10% do peso seco). Para este resultado é importante
considerar a vasta cobertura por macréfitas aquaticas enraizadas tanto na Lagoa Bonita,
guanto na Lagoa Cabocla, que nos permite inferir a grande contribuicdo da MO de origem
autéctone. Dois estudos recentemente publicados demonstraram que a presenca de
macrofitas nos ecossistemas lacustres rasos constitui a principal fonte de matéria organica
autoctone encontrada (Fonseca et al. 2015; Marinho et al. 2015).

A SB é determinada pelo somatério das concentracdes dos cétions Al**, Ca?*, Mg**
e K, dando uma indicacdo do numero de cargas negativas dos coloides que estdo
ocupados pelos cétions basicos trocaveis (Ronquin 2010). Os baixos valores encontrados
para SB no sedimento das lagoas estdo de acordo com a relacédo entre o baixo pH e as
elevadas concentracdes de aluminio. Menores valores de SB foram vistos na Lagoa
Cabocla, com o mesmo padrdo para os valores na saturagéo por bases (V%). Esta medida
expressa a porcentagem da capacidade de troca de cations representada pela soma das
bases trocaveis. De acordo com Ronquin (2010), baixos valores na V% sugerem a
existéncia de pequenas quantidades de cations como Ca®*, Mg® e K" e maior
neutralizagéio das cargas negativas por meio da saturacdo por H* e AI**, o que representa
ainda grande probabilidade de acidez, e relaciona-se aos resultados anteriormente
discutidos.

A CTC efetiva (t) (SB + AI**) nas amostras do sedimento composto das suas lagoas
também apresentou valores considerados baixos (< 2,31 cmolc/dm3) segundo comparacao
com solos em Ribeiro et al. (1999) e Embrapa (2000). Esses valores refletem a baixa

capacidade desses sedimentos em reter cations e consequentemente, sua menor
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capacidade em reter nutrientes. A baixa CTC efetiva pode estar associada aos elevados
teores de MO e ao pH acido encontrados para o sedimento dessas lagoas.

A acidez potencial (H + Al) em ambas as lagoas foi maior que 5,0 cmolc/dms3, com
maiores indices na primeira transicdo (chuva-seca) para as duas lagoas. Contudo, a alta
acidez observada é tipica da regido de Cerrado. A acidez potencial (H + Al) se refere ao
total de ions H" e A" retidos e que se encontram ligados a capacidade de troca catiénica
(CTC) (Embrapa 2000). A informacéo de acidez potencial € comumente associada a outras
variaveis (saturacdo por aluminio e por bases e teor de MO) e juntamente com a acidez
ativa determinada pelo pH, influencia a disponibilidade de minerais como Ca e Mg. Com o
aumento da acidez, aumenta também a solubilidade de metais e a capacidade de
transporte desses elementos a outros locais (Amaral et al. 2014).

A variacdo na saturacgdo por aluminio (m%) no sedimento da Lagoa Bonita pode ser
classificada nas categorias médio (30 — 50%) e alto/muito alto (> 50%) segundo Ribeiro et
al. (1999) e Embrapa (2000). Comparado as determinagfes para solos de Cerrado, na
Lagoa Cabocla, esses valores para o sedimento foram considerados alto/muito alto
(Ribeiro et al. 1999; Embrapa 2000). O percentual de saturagdo por aluminio indica a
proporcdo de Al em relagdo a CTC efetiva e sugere os niveis de toxidez que podem ser
causados pelo aluminio.

Em solos acidos como os do Cerrado, Ca™ e Mg™ competem por sitios de adsor¢éo
do solo, onde Ca?* geralmente tem preferéncia no complexo de troca (Salvador & Carvalho
2011). Essa caracteristica pode explicar os maiores teores deste cation em relacdo ao
magnésio no sedimento das duas lagoas, cujo padrdo também foi observado por Amaral et
al. (2014) em amostras de sedimento de cérregos no Espirito Santo.

O fésforo remanescente (P-Rem) é uma medida que representa a capacidade de
retencdo do P e esta relacionada ao teor de argila (Embrapa 2000). Considerando que o P
€ um nutriente chave na produtividade primaria dos ecossistemas aquaticos (Dodds &
Whiles 2010), a disponibilidade de P em func&o do P-Rem, indicou que as concentra¢des
de P disponivel foram muito baixas (< 6,1 mg/kg) nas duas lagoas, exceto no periodo
chuvoso na Lagoa Cabocla, onde o valor € maior, porém ainda considerado baixo. Os
maiores valores de P disponivel na estacdo chuvosa, para as duas lagoas, acompanhou o
padrdo observado para o P-Rem, refletindo novamente que provavelmente, a maior
disponibilidade de nutrientes ocorre em funcdo do carreamento de particulas para dentro
do sistema por meio da chuva.

Podemos observar que as variagbes nas caracteristicas quimica da agua e do
sedimento nas duas lagoas séo influenciadas pela sazonalidade bem marcada no Cerrado
e que as mudancas nesses componentes podem ser capazes de provocar alteracdes na

composicao dos grupos de bactérias e arqueias presentes no sedimento. Segundo Zhou et
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al. (2015) o entendimento de como as comunidades microbianas se organizam na natureza
€ um dos maiores desafios para a atual ciéncia. As ferramentas moleculares tém
contribuido para uma melhor abordagem a respeito da diversidade de microrganismos nos
mais distintos ecossistemas, mas pouco ainda se sabe a respeito do papel desses
organismos e quais fatores ambientais regulam a abundéancia, riqueza e diversidade dos
grupos mais representativos e especialmente daqueles considerados raros.

Numericamente, 0s procariotos dominam 0s ecossistemas aquaticos,
desempenhando importantes funcbes para a salde do ambiente (Hunt & Ward 2015).
Vérios estudos tem demonstrado a diversa composi¢cdo de bactérias e de arqueias no
sedimento de sistemas lacustres rasos ( Liu et al. 2009; Billard & Domaizon 2015; Zhang et
al. 2015). A variedade de microrganismos do sedimento divide espaco com
macroinvertebrados, moluscos e outros seres aquaticos. Aos grupos de bactérias e
arqueias que habitam este compartimento, cabe o papel ecologico de decomposicédo e
mineralizacdo da matéria organica depositada, com forte participagdo na ciclagem de
nutrientes. Além disso, estes organismos representam importantes componentes da cadeia
alimentar, contribuindo fortemente na manutencéo e equilibrio dos ecossistemas aquaticos
(Hunt & Ward 2015).

A maioria dos filos bacterianos identificados neste estudo sdo grupos ubiquos, ja
observados em diferentes ambientes. Newton et al. (2011) discutem uma gama de
trabalhos que apontam para uma distribuicdo global de muitos filos microbianos que
aparecem em sistemas de agua doce. Segundo o autor, apés a analise de dados de
sequéncia depositados nho GenBenk de 69 artigos publicados e dados néo publicados de
dois laboratorios, 21 filos foram identificados como comuns em amostras de diferentes
lagos. Destes 21 grupos, cinco (Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Cyanobacteria e Verrucomicrobia) foram os mais representativos em termos de maior
abundéncia. Com excecdo de Cyanobacteria, todos os demais filos também foram
identificados como abundantes em pelo menos uma lagoa e estagdo no presente trabalho.

Neste estudo, dentro do dominio Bacteria, o filo Proteobacteria foi predominante em
todas as amostras, seguido do filo Acidobacteria (Tabela 7). Este padrdo parece ser
comum em sistemas aquaticos, como demonstraram Cheng et al. (2013) ao avaliar a
composi¢do da comunidade bacteriana em um reservatorio de 4gua potavel na China, mas
é diferente das observacdes para solos de Cerrado, onde comumente € relatada a maior
dominancia do grupo Acidobacteria seguido de Proteobacteria (Araujo et al. 2012; Sartori
Silva 2012; Castro et al. 2016). Os grupos pertencentes ao filo Proteobacteria séo
bactérias gram-negativas amplamente distribuidas em seis classes que compreendem

organismos com grande variabilidade morfolégica e fisiolégica atribuida pela enorme
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plasticidade genémica que apresentam e cujos membros podem ter importantes papéis na
ciclagem do nitrogénio (Newton et al. 2011).

NoOs demonstramos que a abundancia do filo Proteobacteria no sedimento das
lagoas tem como determinante a condutividade elétrica da &gua que aparece como
variavel de maior importancia relativa, seguida da razdo C:N. Essa determinacdo sugere
que a presenca desse grupo estd positivamente associada as maiores concentragcfes de
sais ou ions dissolvidos na 4gua que podem atuar como nutrientes para a microbiota do
sedimento por meio da constante interacdo sedimento-coluna d’agua. Porém, sendo a
condutividade elétrica da A&gua menor na Lagoa Cabocla, onde sdo observados os maiores
nameros na abundancia de Proteobacteria, outras variaveis ainda ndo estudadas podem
ter influéncia sobre a dominancia deste filo. Dado o efeito negativo da maior razdo C:N no
sedimento como a segunda variavel com maior poder explicativo sobre a abundancia do
grupo, temos um indicativo que maiores concentragfes de nitrogénio desfavorecem o
sucesso no estabelecimento do filo Proteobacteria nesses ambientes. Esse resultado
aponta novamente para a possibilidade de influéncia de outras variaveis pouco estudadas
gue possam justificar essa contradigao.

O filo Acidobacteria é constituido por um conjunto de bactérias acidéfilas cuja
elevada abundancia nos diferentes ecossistemas sugere tracos funcionais importantes nos
servicos ecossistémicos (Madsen 2008). Algumas especulacdes sobre o papel deste filo na
natureza, por exemplo, indicam sua participacdo na ciclagem do carbono (Ward et al.
2009). Este filo vem sendo bastante descrito em estudos envolvendo solos do Cerrado
(Quirino et al. 2009; Araujo et al. 2012), mas também é comum e numericamente
importante na maioria dos ecossistemas de agua doce (Newton et al. 2011). Nos
encontramos o filo Acidobacteria em elevada abundancia neste estudo, nas duas lagoas.
Por meio de uma sele¢do de modelos, demonstramos que a maior abundéancia deste filo
estd negativamente associada a profundidade da coluna d’agua e a razdo C:N no
sedimento. Este resultado nos ajuda a compreender os maiores valores na abundancia
deste filo no sedimento da Lagoa Cabocla, que apresenta menor profundidade e menor
razéo C:N que a Lagoa Bonita.

O filo Firmicutes também tem sido encontrado em abundancia em sedimentos de
diferentes sistemas aquéticos (Song et al. 2012; Tsuboi et al. 2014; Zhang et al. 2014a).
Compreendem grupos gram-positivos de bactérias que podem ser tanto anaeroObias
obrigatérias como os membros da classe Clostridia, quanto podem ser anaerdbias
facultativas ou aerdbias obrigatérias, como alguns organismos afiliados a classe Bacilli
(Zzhang et al. 2014b). Essas duas classes pertencentes ao filo Firmicutes foram

encontradas em abundancia neste estudo. Os maiores valores na abundancia deste filo na
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Lagoa Bonita foram explicados pelas menores concentragbes de NT no sedimento, que
aparece como variavel de maior importancia relativa.

Quanto ao filo Chloroflexi, sdo grupos de bactérias tipicamente filamentosas e
fotossintéticas, ja recuperadas em sedimentos de lagos rasos (Song et al. 2012). Além da
menor profundidade que leva a uma maior influéncia do vento na interagdo sedimento-
coluna d’agua, a presenca deste organismo em maior abundancia especialmente no
sedimento da Lagoa Cabocla sugere a maior agregacéo de O, ao sedimento desta lagoa.
Neste estudo, o pH da agua foi a variavel de maior importancia relativa sobre a abundancia
de Chloroflexi, seguida das concentracées de OD neste compartimento. Logo, a maior
acidez da agua na Cabocla é o fator que favorece o maior estabelecimento deste grupo
nesta lagoa e justifica as diferengas encontradas na proporgdo de sequéncias entre as
duas lagoas.

O filo Planctomycetes também foi encontrado em abundancia em sedimentos de
lagos rasos da China demonstrando alta correlagdo positiva com as concentracdes de
fosforo total (Song et al. 2012). E descrito como um grupo ubiquo de bactérias aquéticas
encontradas em sistemas de agua doce, salobra e marinhos e cuja aparéncia morfolégica
filamentosa o assemelha mais aos fungos (Fuerst 2010). Ainda de acordo com Fuerst
(2010), apresentam caracteristicas incomuns de compartimentalizacao intracelular em
relacdo aos demais grupos do dominio Bacteria e alguns membros de Planctomycetes
conseguem gerar energia a partir da oxidacdo da amoénia, como fazem grupos envolvidos
no processo de nitrificacdo. Neste trabalho, o filo Planctomycetes foi mais fortemente
influenciado pela efeito da acidez da agua, seguida das maiores concentracbes de OD,
com predominéncia na Lagoa Cabocla.

O Jultimo filo encontrado com frequéncia acima de 1% no sedimento das duas
lagoas e em todas as estacdes foi o filo Nitrospirae. E constituido por um grupo de
bactérias gram-negativas, que contem uma Unica classe, ordem e familia e estédo
envolvidos no processo de ciclagem do nitrogénio. Os menores valores na abundancia
desse filo encontrados para a Lagoa Bonita foram explicados pela menor razdo C:N no
sedimento e o efeito positivo de OD na agua.

Entre os grupos que foram abundantes em pelo menos uma (ou mais) estacao
neste trabalho, o filo Verrucomicrobia ja foi apontado por Wihelm et al. (2013) como um
grupo sensivel as varia¢cdes na condutividade elétrica da 4gua. Esta descricdo é coerente
com o fato da abundancia desse grupo no sedimento das lagoas ter sido melhor explicada
pelos maiores valores na condutividade elétrica da agua.

Com vasto espectro morfolégico e metabdlico, o filo Actinobactéria é representado
por bactérias gram-positivas com alto conteldo G+C (guanina+citosina) em seu DNA

(Newton et al. 2011). Foram descritas como grupos indigenas que tem preferéncia por
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areas mais preservadas e oligotréficas em sistemas aquaticos rasos (Liu et al. 2009).
Segundo Newton et al. (2011), apesar de ubiquos tém crescimento abaixo da média de
outros organismos e sua abundancia geralmente diminui com a menor concentracédo de
oxigénio e maior disponibilidade de nutrientes. Alguns grupos podem produzir esporos e
apresentar pigmentagéo tornando-se resistentes a UV, o que explicaria sua ubiquidade. De
modo geral, Actinobacteria € um grupo de organismos de vida livre, estilo de vida foto e
heterotréfico. Neste estudo, a maior abundancia deste grupo observada na Lagoa Cabocla,
foi relacionada ao pH mais acido, o qual atua como variavel de maior importancia no
estabelecimento do filo Actinobacteria, seguido da menor profundidade.

Em relacdo as varidveis ambientais associadas aos demais filos categorizados
como abundantes em pelo menos uma estagéo, a temperatura da agua foi a variavel que
melhor explicou a abundancia de Chlorobi e do filo TM6. Chlorobi € uma populacdo de
bactérias fotoautotréficas anaerébias obrigatérias, que sédo evolutivamente relacionadas ao
filo Bacteroidetes (Madsen 2008), enquanto TM6 é um filo de linhagem independente no
dominio bactéria, pobremente caracterizada até o momento (Yeoh et al. 2015). A variavel
OD explicou melhor a abundancia dos filos Bacteroidetes e Chlamydiae. Bacteroidetes
formam um grupo com elevada diversidade filogenética e sdo descritos como bactérias
competitivas, capazes de transformar moléculas complexas em compostos mais simples,
especialmente em ambientes anaerdbios (Liu et al. 2009). O grupo Chlamydiae tem sido
encontrado como raro em solos de Cerrado e sdo conhecidos como patégenos
intracelulares obrigatérios, com fungéo ambiental desconhecida (Araujo et al. 2012).

NO6s demonstramos ainda que a condutividade elétrica da éagua foi uma
determinante positiva sobre a abundéancia do filo Spirochaetae e do grupo de bactérias ndo
classificadas (Bacteria;NC). Spirochaetes sdo um grupo de bactérias que tem forma
helicoidal, sdo capazes de se mover por meio de movimentos ondulatérios e ja foram
reportados em sedimentos (Zhang et al. 2014b). A falta de classificacdo para alguns
grupos indica que o ambiente apresenta uma diversidade ainda inexplorada. A abundéancia
do filo OP8 foi determinada pela maior profundidade, seguida da condutividade elétrica,
enquanto o filo WD272, foi influenciado pelo menor pH da &gua, seguido das
concentracdes de NT e CT. O filo OP8 ou candidato ao filo OP8 € composto por membros
informalmente reconhecidos como Aminicenantes, que apresentam padrfes de distribuicdo
distintos (Farag et al. 2014). Neste trabalho ndés identificamos que sua maior abundancia
na Lagoa Bonita esta relacionada a maior profundidade da sua coluna d’agua em relagéo a
Lagoa Cabocla. Ja o grupo WD272 é um filo ainda pouco descrito na literatura, e ndo
foram encontradas maiores detalhes a seu respeito.

Entre os dois filos categorizados como menos abundantes (frequéncia < 1%), BD1-

5 foi influenciado pela maior razéo C:N no sedimento, seguida da condutividade elétrica da
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agua. Neste sentido, a maior razdo C:N no sedimento e a maior condutividade elétrica da
agua na Lagoa Bonita explicam as diferengas na propor¢édo de sequéncias deste filo, que
foi maior nesta Lagoa. O filo BD1-5 também pode ser considerado um grupo raro, cujo
papel e caracteristicas permanecem desconhecidos. Ja o grupo Gemmatimonadetes, que
foi mais abundante na Lagoa Cabocla, teve a profundidade, seguida do pH da agua como
variaveis com maior importancia relativa para justificar sua abundéancia. O resultado é
coerente com as caracteristicas observadas para esta lagoa que apresenta menor
profundidade e menor pH da 4gua. DeBruyn et al. (2011), relata que a distribuicdo desse
grupo é cosmopolita nos sistemas terrestres e ao contrario do observado neste estudo,
demonstraram que a maior abundancia relativa deste filo em solos esta relacionada a um
pH mais neutro e menor umidade.

Entre os dois filos mais representativos pertencentes ao dominio Archaea, a
abundancia de Euryarchaeota é claramente maior na Lagoa Bonita. Este resultado
representa uma caracteristica muito importante na diferenciacdo das comunidades
presentes no sedimento entre uma lagoa e outra. O filo Euryarchaeota inicialmente
reconhecido como um reino dentro do dominio Archaea, foi formalmente proposto para
reunir linhagens metanogénicas (Woese, Kandler, & Wheelis 1990). Constitui um grupo
amplamente recuperado em sedimentos de sistemas de agua doce (Berdjeb et al. 2013;
Zhang et al. 2014a), cujos membros podem estabelecer parcerias sintréficas na remocao
do hidrogénio e acetato durante a metanogénese, com papel importante na degradacéo da
biomassa orgénica em sedimentos (Liu et al. 2009).

A maior abundancia de Euryarchaeota no sedimento da Lagoa Bonita foi
influenciada pela maior profundidade da coluna d’agua e pelo pH menos acido da agua
nesta lagoa em relagdo a Cabocla. Os membros do filo Euryarchaeota séo em sua maioria,
grupos metanogénicos anaerdbios, o que justifica a influéncia da maior profundidade da
coluna d’agua sobre a maior abundancia deste filo. Briée et al. (2007) também
encontraram maior proporcao de grupos metanogénicos pertencentes a Euryarchaeota em
sedimentos de sistemas de agua doce coletados em por¢gBes mais profundas do lago. A
elevada presenca de macrdfitas deve ser considerada novamente, ja que elas beneficiam a
metanogénese no sedimento, por meio do fornecimento de MO a partir da deposicéo de
tecidos vegetais e especialmente pela disponibilizacdo de exsudatos das raizes vivas para
o sedimento (Fonseca et al. 2015; Marinho et al. 2015). Ao contrario do observado aqui,
nos poucos estudos sobre arqueias em solos de Cerrado tém-se demonstrado que ocorre
maior abundancia de grupos pertencentes ao filo Crenarchaeota (Castro 2013; Catéo et al.
2013)

O filo Thaumarchaeota, até recentemente classificado como Crenarchaeota

mesofilicas, foi representado principalmente por sequéncias descritas como Miscellaneous
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Crenarchaeatic e Terrestrial group, com OTU’s correspondentes a grupos de arqueias nao
cultivaveis e sem classificagdo em niveis inferiores da hierarquia taxonémica. A maior
abundancia desse grupo na Lagoa Cabocla foi melhor explicada pela maior quantidade de
NT no sedimento desta lagoa em relacdo a Lagoa Bonita, seguido das concentractes de
CT. Apesar de ndo termos encontrado diferencas estatisticas que demonstrassem a
influéncia sazonal sobre a abundéncia dos filos nas lagoas Bonita e Cabocla, este
resultado converge com um estudo recentemente realizado para verificar os efeitos da
sazonalidade sobre a comunidade de Archaea no sedimento de um lago raso no Cerrado
(Rodrigues et al. 2014). Neste estudo os autores identificaram o filo Thaumarchaeota em
maior abundancia no periodo de transicdo seca-chuva, com a especulacdo de que o
aumento nas concentracdes de N disponivel durante este periodo poderiam ter favorecido
0 maior crescimento dessa populagdo. Em outro trabalho, Vissers et al. (2013)
demonstraram que Thaumarchaeota apresenta menor abundéncia em relagdo a outros
grupos de arqueias quanto maior a profundidade da coluna d’agua em um lago oligotrofico
na Suica. Esse fato reforca a indicagdo sobre a ecologia deste grupo, visto que no
presente estudo a sua menor abundancia também foi observada no sedimento da lagoa de

maior profundidade.

7.1 Biodiversidade de Bacteria e Archaea no sedimento

Nés conseguimos acessar os dominios Bacteria e Archaea através de um Unico
conjunto de oligonucleotideos iniciadores (787F/1492R) empregado para o
pirosequenciamento, que amplificam a regido V5 — V9 do gene 16S rRNA (Roesch et al.
2007). Apesar do desenho desses iniciadores ter sido realizado com o objetivo de
amplificar bactérias do solo, Roesch et al. (2007), pioneiros e autores do desenho, também
conseguiram caracterizar grupos de arqueias utilizando este par de iniciadores. Embora
em abundancia muito inferior a que foi encontrada para os filos de Archaea identificados no
presente estudo, Castro (2013) também identificou grupos pertencentes a este dominio em
solos de diferentes fitofisionomias do Cerrado empregando o mesmo conjunto de
oligonucleotideos para pirosequenciamento. Aqui, a elevada representatividade do dominio
Archaea esta relacionada ao tipo de ambiente estudado, que favorece o crescimento e
sucesso destes grupos no sedimento.

Quanto a caracterizacdo da diversidade das comunidades bacterianas, o uso da
ferramenta de PCR-DGGE foi empregada neste estudo especialmente para um screening
geral do perfil e comportamento dos membros do dominio Bacteria no sedimento das duas
lagoas, nos diferentes periodos (transicdo chuva-seca, seca, transicdo seca-chuva e

chuva). A técnica foi util para apontar a elevada riqueza de bactérias no sedimento através
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da grande quantidade de bandas observadas nas amostras. O melhor agrupamento das
amostras com menor similaridade entre elas na estagéo seca, ja sugeria que haveria maior
diversidade nesta estacdo. Por meio do pirosequenciamento, conseguimos indicar que
existe maior riqueza de grupos bacterianos no sedimento da Lagoa Cabocla, mas sem
diferencas entre as estagfes. Entretanto, ao contrario do observado para o indice de
riqueza, ndo houve diferenga significativa na diversidade de bactérias entre as duas
lagoas, somente entre as estagdes, com a seca representando o periodo em que 0s
grupos bacterianos sdo mais diversos, nas duas lagoas. Com esses resultados, rejeitamos
a hipétese de que a diversidade das comunidades bacterianas do sedimento € maior na
Lagoa Bonita, que tem maior area, maior profundidade da coluna d’agua e entorno mais
antropizado. Contrario ao que esperavamos, refutamos também hipdtese de que a
diversidade dos grupos bacterianos € maior no inicio do periodo chuvoso e sugerimos que
no sedimento de lagoas rasas, as primeiras chuvas caracterizam um distlrbio que afeta a
comunidade de bactérias, mesmo sendo maior a disponibilidade de nutrientes durante este
periodo.

Interessantemente, embora ndo tenha sido observada diferengca na diversidade
grupos afiliados ao dominio Bacteria entre as lagoas, a Lagoa Bonita apresentou maior
namero de filos Unicos de baixa abundancia (grupos raros) que a Lagoa Cabocla.
Provavelmente, esse numero maior de filos esteja ligado a caracteristicas da Lagoa Bonita
gue nao foi identificada neste estudo. No mesmo sentido, apesar da diversidade ter sido
maior na estagcdo seca para 0s grupos bacterianos, a presenca de filos Unicos na Lagoa
Bonita é vista especialmente na estacdo chuvosa, com o grupo KB1 sendo encontrado
exclusivamente nesta estacdo. Ja na Lagoa Cabocla, o unico filo recuperado (BHI80-139)
s6é nao aparece na transicdo seca-chuva. Pode-se dizer que os filos bacterianos
Caldiserica, KB1,WS6 e Synergistetes na Lagoa Bonita, bem como o filo BHI80-139 na
Lagoa Cabocla, sdo populagbes de organismos raros nestes ambientes e assinalam outra
importante diferengca na composi¢do dos grupos bacterianos entre as duas lagoas.

Em relagé@o aos grupos de arqueias, a representatividade dos géneros pertencentes
ao filo Euryarchaeota pode ter sido fundamental na determinacdo da maior riqueza e
diversidade de organismos do dominio Archaea na Lagoa Bonita. Considerando que este
filo compreende membros com metabolismo anaerdbio, a maior profundidade da coluna de
dgua na Lagoa Bonita associada a reducdo da interacdo entre o sedimento e a agua,
estabelece uma condicao favoravel para o sucesso desses grupos metanogénicos.

Contrario ao observado para o dominio Bacteria onde ndo houve diferenca na
riqueza dos géneros entre as estacdes, 0S grupos pertencentes a Archaea tiveram maior
riqueza na estacdo seca. Por outro lado, nas duas lagoas ndo foram encontradas

diferencas sobre a diversidade de Archaea entre as esta¢des. A maior rigueza do dominio
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Archaea na estagdo seca é comparavel ao que foi demonstrado por Rodrigues et al. (2014)
no sedimento (0 — 6 cm) de um sistema lético raso em Minas Gerais (Brasil). No presente
estudo, a diversidade de grupos de Archaea na Lagoa Bonita e Cabocla durante a estacéo
seca (Shannon-Wiener 5,00 e 4,92, respectivamente), superou a diversidade de arqueias
encontrada por Rodrigues et al. (2014) para o sedimento do sistema aquatico em Minas
Gerais, na mesma estacdo. Com estes resultados, nés corroboramos parte da primeira
hipotese de que diversidade dos grupos pertencentes ao dominio Archaea é maior na
Lagoa Bonita, mas refutamos a segunda, de que a diversidade é maior no periodo que
corresponde as primeiras chuvas.

A ocorréncia do grande numero taxons pertencentes aos dominios Bacteria e
Archaea neste estudo ilustra a variedade de microrganismos que o0 sedimento dessas
lagoas abriga. Segundo Dudhagara et al. (2015), esta diversidade sugere a ocorréncia de
complexas interacdes que conectam diferentes ciclos biolégicos em microescalas
suficientemente heterogéneas para atender as exigéncias metabolicas desses grupos.

Para finalizar essa discussao, buscamos entender quais as peculiaridades da
estacdo seca para que a diversidade de grupos de bactérias e a riqueza de grupos de
arqueias tenham sido maiores durante este periodo nas duas lagoas. Entre as variaveis
consideradas, durante a seca, as principais diferencas foram dadas pela menor
temperatura da agua e os menores valores para o teor de MO no sedimento, como
caracteristica nas duas lagoas. A menor temperatura da agua foi a varidvel explicativa
mais importante apenas para a abundéncia dos filos Chlorobi e TM6, como descrito
anteriormente e, portanto, ndo parece ser o melhor fator ambiental para explicar a maior
diversidade na seca. Ja em relacdo a matéria organica, Ye et al. (2009) discutem que altos
niveis de MO no sedimento estimulam a atividade microbiana e resultam em maior
diversidade de popula¢des. Entretanto, no presente estudo, embora a MO seja elevada,
ndo parece ter sido o componente mais importante na determinacdo da diversidade na
estacdo seca porque € neste periodo em que os valores de MO é menor nas duas lagoas,
especialmente na Lagoa Bonita. Considerando os padrbes de abundancia de todos os
grupos dos dominios Bacteria e Archaea nas duas lagoas em associagdo com as
estacOes, apenas dois filos bacterianos (Proteobacteria e Spirochaetae) entre os 20 grupos
discutidos aqui, apresentaram maior abundancia relativa (porém sem diferencas
significativas) na estacdo seca. A resposta para a total compreensdo deste resultado,
portanto, pode estar associada a outras variaveis ambientais e ainda as interacdes
ecoldgicas entre as populacdes que constituem as comunidades de bactérias e arqueias
no sedimento.

De modo geral, a influéncia da sazonalidade na abundancia, na riqueza e na

diversidade dos grupos deve ser considerada, mas com cautela uma vez que nao é tao
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marcante para microrganismos do sedimento como € vista para 0S microrganismos
estabelecidos nos sistemas terrestres do bioma Cerrado (Sartori Silva 2012; Castro 2013;
Castro et al. 2016). Isso pode estar relacionado ao fato das lagoas ndo secarem durante a
estacdo seca e a outros fatores ndo explorados. Devemos ponderar, por outro lado, que
algumas regides do Brasil, incluindo o Centro-Oeste, entre os meses que compreenderam
0 periodo chuvoso no ano 2015, janeiro foi marcado por um longo veranico que ocasionou
uma baixa na precipitagdo acumulada segundo dados do INMET (disponivel em
<http://www.inmet.gov.br>). A precipitacdo acumulada para o primeiro trimestre de 2015 foi
de 556 mm na regido do Distrito Federal e de 527 mm na porcéo do Estado de Goias onde
a cidade de Formosa estd inserida. Comparado ao mesmo periodo do ano anterior, estes
valores corresponderam a uma queda de aproximadamente 12% e 7% na precipitagdo
acumulada nas duas regides, respectivamente (INMET). Neste sentido, podemos inferir
gue as diferencas mais acentuadas envolvendo as comunidades de bactérias e arqueias
no sedimento sdo observadas principalmente na comparagéo entre as duas lagoas, que
apresentaram diferencas no pH e condutividade elétrica da agua, nitrogénio total e razéo

C:N do sedimento.
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8 CONCLUSOES

Este trabalho descreve pela primeira vez a elevada diversidade das comunidades
de bactérias e arqueias presentes em sedimentos de sistemas |énticos, rasos, acidos e
oligotréficos no Cerrado, bem como retrata a influéncia da sazonalidade sobre a
abundancia, a riqueza e a diversidade desses grupos de microrganismos.

A hipétese de que diversidade taxonbémica de bactérias e arqueias no sedimento
seria maior na lagoa com maior profundidade foi corroborada somente para arqueias. Ja
para bactérias, a diversidade ndo diferiu entre as duas lagoas.

A segunda hip6tese que preconizava maior diversidade de bactérias e arqueias no
inicio do periodo chuvoso foi refutada para os dois dominios. O dominio Bacteria
apresentou maior diversidade na estacdo seca e o dominio Archaea ndo apresentou
diferengas na diversidade entre as estagoes.

Os resultados contribuem para o conhecimento sobre a diversidade microbiana em
ambientes aquaticos no Cerrado e fornecem uma base significativa para estudos
subsequentes. A presenca dos filos bacterianos Proteobacteria, Acidobacteria, Nitrospirae
e do filo Euryarchaeota pertencente ao dominio Archaea, por exemplo, nos levaram a
perspectiva de estudar como estes ambientes, por meio de suas comunidades
microbianas, contribuem para importante funcdes ecossistémicas como a ciclagem
biogeoquimica do nitrogénio. Adicionalmente, os resultados representam uma linha de
base para diversidade microbiana em ambientes aquaticos pouco antropizados que podera
nortear estudos futuros de impactos ambientais e conservagdo desses ecossistemas no

Cerrado.
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APENDICE A — MAPASDE USO DA TERRA" NO ENTORNO DAS LAGOAS BONITA
(ESECAE/DF) E CABOCLA (CIF/GO)

15°36'19°S, 47°41'05.2°WM]

Uso e cobertura Cerrado - TerraClass 2013
Agricultura anual
Corpo d'agua

Area urbanizada
Natural

Pastagem

Silvicultura

Dados cartograficos ©2016 Google

15°48'02.9°S, 47°17326"W

Uso e cobertura Cerrado - TerraClass 2013
B Corpoadiigua

Area urbanizada
Natural

Pastagem

Imagens ©2016 CNES /Astrium, Cnes/Spot image. DigitaiGlobe. Landsat, U.S. Geological Survey

! Imagens obtidas por meio do Sistema de Observacdo e Monitoramento da Agricultura no Brasil
(SOMA BRASIL 2014) - Embrapa, monitoramento por satélite
(mapas.cnpm.embrapa.br/somabrasil/webgis.html).
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APENDICE B - QUADRANTES DE COLETAS NAS CAMPANHAS CHUVA-SECA, SECA
E SECA-CHUVA COM OS PONTOS E COORDENADAS GEOGRAFICAS SORTEADAS
PARA AS LAGOAS BONITA E CABOCLA.

Data de

Periodo coleta Lagoa Ponto  Cddigo  Longitude (W) Latitude (S)
1 B1CS* 47°41'30,4" 15°35'7,32"
02/05/2014 Bonita 2 B2CS* 47°41'11,7" 15°35'33,8"
3 B3CS 47°41'14,6" 15°35'50,5"
4 B4CS* 47°41'47,4" 15°35'33,4"
g:(:':?c-:S) 5 B5CS 47°41'29,6" 15°35'27,6"
1 Ci1Cs* 47°15'14,5" 15047'54,5"
2 c2Cs* 47°15'19,5" 15°47'53,4"
12/05/2014 Cabocla 3 C3CS 47°15'13,0" 15047'44,1"
4 Cc4Cs* 47°15'15,1" 15°47'34,3"
5 C5CS 47°15'00.5" 15°48'15,4"
1 B1S* 47°41'07,01" 15034'43,75"
2 B2S 47°41'13,1" 15°34'44,85"
08/08/2014 Bonita 3 B3S 47°41'14,0" 15934'45,8"
4 B4S* 47°41'49,2" 15°34'22,3"
5 B5S* 47°41'56,9" 15°34'22,3"
Seca (S)
1 C1s* 47°15'25,95" 15047'29,58"
2 C2S 47°15'20,68" 15°47'38,74"
16/08/2014 Cabocla 3 C3S 47°15'34,51" 15°47'13,88"
4 C4S* 47°15'17,57" 15°48'1,54"
5 C5S* 47°15'26,61" 15047'28,27"
1 B1SC* 47°41'50.02" 15034'55.37"
2 B2SC* 47°41'53.23" 15034'44.93"
03/12/2014 Bonita 3 B3SC 47°41'48.33" 15034'29.38"
4 B4SC* 47°41'55.94" 15034'46.85"
Seca- 5 B5SC 47°41'54.38" 15°35'45.90"
chuva (SC) 1 cisc* 47°15'08.0" 15°48'01.1"
2 C2sC* 47°15'07.9" 15°47'56.4"
29/11/2014 Cabocla 3 C3sC 47°15'16.3" 15°47'57.8"
4 C4sC* 47°15'11.0" 15°47'53.4"
5 C5SC 47°15'11.1" 15°47'54.3"
1 B1C* - -
2 B2C - -
11/03/2015 Bonita 3 B3C* - -
4 B4C - -
Chuva (C) S BSC - -
1 cic - -
2 cac* - -
24/03/2015 Cabocla 3 c3c* - -
4 c4cC - -
5 C5C* - -

* representam as amostras submetidas ao pirosequenciamento, como descrito no item 5.4.3 (pag. 34).



APENDICE C — TABELAS DA SELECAO DE MODELOS LINEAR GENERALIZADOS (GLM)

Selecéo de modelo para o filo Proteobacteria

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund  Temp df logLik AlC delta weight
36 8014 -208.8 84.79 -678.8 5 -169.22 3484 0 0.202
164 9393 -201.2 78.14 -647.2 -62.48 6 -168.48 349 0.52 0.155
68 4570 -196.9 57.15 -698.1 5 -169.69  349.4 0.94 0.126
100 6940 -178.4 73.73 -500.4 -394.1 6 -168.8  349.6 1.16 0.113
196 6059 -193 52.42 -644.7  -59.74 6 -169.05  350.1 1.67 0.088
228 8357 -174.9 68.85 -492.2 -346.8  -58.38 7 -168.14  350.3 1.83 0.081
52 7367 -215.8 81.46 65.94 -617.6 6 -169.15  350.3 1.86 0.08
44 8289 -218.3 83.5 -55.26 -686.8 6 -169.17  350.3 1.89 0.078
40 8168 -212.6 83.58  -3.39 -682.3 6 -169.18  350.4 1.92 0.077

Models ranked by AIC(x)
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Selecdo de modelos para o filo Acidobacteria

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund  Temp df logLik AIC delta weight
66 4217 -167.9 -818.2 4 -170.29  348.6 0 0.157
98 6023 -142.6 -381.3 -629.9 5 -169.7  349.4 0.82 0.104
194 2765 -167.5 -886 58.23 5 -169.71  349.4 0.83 0.103
34 7554 -190 -611.1 4 -170.86  349.7 1.14 0.089
97 5144 -529.9 -858.4 4 -170.96  349.9 1.34 0.08
65 2216 -1200 3 -172.03  350.1 1.47 0.075
226 4555 -143.4 -364.1 -703.1 55.6 6 -169.14  350.3 1.7 0.067
74 3778 -143.1 92.44 -869.4 5 -170.16  350.3 1.73 0.066
70 3914 -152.2 6.459 -871.6 5 -170.16  350.3 1.73 0.066
73 1879 216.4 -1188 4 -171.17  350.3 1.76 0.065
82 3786 -178.2 83.3 -740.6 5 -170.18  350.4 1.77 0.065
68 4217 -156.4 -13.01 -862.8 5 -170.18  350.4 1.78 0.064
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Sele¢do de modelos para o filo Firmicutes

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund  Temp df logLik AlC delta weight
11 2129 -61.3 -583.8 4 -177.78  363.6 0 0.092
25 3436 -491 -330.1 4 -177.968  363.9 0.38 0.076
9 1435 -504.8 3 -178.976 364 0.39 0.075
21 3547 -36.71 -347.9 4 -178.03  364.1 0.5 0.071
27 3671 -52.35 -561 -271.2 5 -177.059  364.1 0.56 0.069
7 2072 -58.26  -42.07 4 -178.072  364.1 0.58 0.068
) 1421 -36.9 3 -179.14  364.3 0.72 0.064
23 3772 -49.02  -41.09 -295.2 5 -177.232  364.5 0.9 0.058
57 6735 -561.1 -409 -447.9 5 -177.444  364.9 1.33 0.047
8 425.1 117.7 -63.76  -38.28 5 -177.47  364.9 1.38 0.046
24 2124 118.3 5452  -37.27 -296.2 6 -176.573  365.1 1.59 0.041
54 5898 183.5 -35 -481.9  -676.1 6 -176.589  365.2 1.62 0.041
22 2140 99.44 -33.08 -353.7 5 -177.594  365.2 1.63 0.041
12 1150 66.14 -63.2 -527.1 5 -177.613  365.2 1.67 0.04
15 2122 -61.76  -13.38  -756.2 5 -177.763  365.5 1.97 0.034
53 5813 -38.99 -404.3  -309.7 5 -177.769  365.5 1.98 0.034
139 2431 -62.24 -583.3 -11.39 5 -177.769  365.5 1.98 0.034
43 2325 -60.51 -588.1 -32.5 5 -177.777  365.6 1.99 0.034
75 2133 -61.35 -584 -4.424 5 -177.78  365.6 2 0.034

Models ranked by AIC(x)
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Sele¢do de modelos para o filo Chloroflexi

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund  Temp df logLik AIC delta weight
33 5870 -895 3 -159.707 325.4 0 0.206
49 4616 131.1 -820.5 4 -158.892  325.8 0.37 0.171
34 5733 52.88 -992.8 4 -159.177 326.4 0.94 0.129
35 5975 10.12 -928 4 -159.536  327.1 1.66 0.09
50 4682 40.58 113.3 -905.7 5 -158.575  327.2 1.74 0.087
97 5628 -840.7  -107.8 4 -159.606  327.2 1.8 0.084
41 6018 -31.18 -911.8 4 -159.659  327.3 1.9 0.08
161 6003 -892.8 -5.676 4 -159.692  327.4 1.97 0.077
37 5895 -0.5418 -897.3 4 -159.704  327.4 1.99 0.076

Models ranked by AIC(x)
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Selecdo de modelos para o filo Planctomycetes

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AIC delta weight
51 2024 17.11 98.19 -375.1 5 -147.8  305.6 0 0.141
35 3015 22.16 447 4 4 -148.92  305.8 0.24 0.125
49 1543 130 -301.2 4 -149.02 306 0.44 0.113
59 1760 18.46 56.35  99.13  -348.6 6 -147.34  306.7 1.08 0.082
35 1855 18.53  3.923 98.52 -362.8 6 -147.39  306.8 1.18 0.078
43 2767 23.51 54.93 -422.2 5 -148.52 307 1.45 0.068
39 2851 23.58 3.884 -435.5 5 -148.56  307.1 1.51 0.066
179 1864 18.13 95,55 -383.1 8.333 6 -147.71  307.4 1.82 0.057
113 1369 120.7 -247.4 -117.3 5 -148.71  307.4 1.83 0.056
115 1927 15.98 96.83 -350.2 -43.73 6 -147.76  307.5 1.92 0.054
52 2007 -8.431 16.98 102.1  -356.8 6 -147.76  307.5 1.93 0.054
163 2765 23.34 -455.6 11.2 5 -148.77 307.5 1.94 0.053
57 1313 4295 1326 -276.6 5 -148.78 307.6 1.96 0.053

Models ranked by

AIC(x)
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Sele¢do de modelos para o filo Nitrospirae

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AlC delta  weight
18 711.9 -69.97 79.7 4 136?385 280.8 0 0.281
50 406.6 -77.16 90.36 56.03 5 -136.1 282.2 1.43 0.138
146 512.5 -71.1 79.68 8.336 5 136?119 282.2 1.47 0.135
82 719.3 -64.18 71.72 -47.01 5 136?239 282.5 1.71 0.12
26 661.3 -67.39 12.82 79 5 136?324 282.6 1.88 0.11
20 706 -69.16 -1.789 81.57 5 136339 2827 191  0.108
22 683.7 -68.93 0.7286 79.57 5 136?345 282.7 1.92 0.108

Models ranked by AIC(x)
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Sele¢do de modelos para o filo Verrucomicrobia

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AlIC delta weight
36 1127 -34.09 18.28 -102.6 5 -133.698 277.4 0 0.068
52 1546 -29.6 20.44 -42.69 -142.2 6 -132.908 277.8 0.42 0.055
4 690.9 -45.96 16 4 -134.938 277.9 0.48 0.054
143 448.8 14.98 -26.68 405.7 -17.56 6 -133.029 278.1 0.66 0.049
164 1381 -32.68 17.06 -96.76 -11.51 6 -133.068 278.1 0.74 0.047
132 1002 -43.65 14.78 -12.83 5 -134.232 2785 1.07 0.04
68 620.3 -34.57 14.42 -87.82 5 -134.278 278.6 1.16 0.038
63 1068 21.06 -18.29 283.9 -53.39 -130.3 7 -132.309 278.6 1.22 0.037
180 1750 -28.62 19.17 -39.81 -134.2 -10.53 7 -132.347  278.7 1.3 0.036
175 824.2 16.65 -20.69 319 -70.87 -15.73 7 -132.439 278.9 1.48 0.033
207 456.3 14.06 -19.52 311.2 -78.7 -15.13 7 -132.445  278.9 1.5 0.032
44 1018 -30.34 18.79 21.87 -99.4 6 -133.478 279 1.56 0.031
15 -16.7 16.42 -26.54 403 5 -134.479 279 1.56 0.031
123 1114 18.88 47.64 -59.59 -114 -122.6 7 -132.488 279 1.58 0.031
95 364.7 16.14 -16.95 279.7 -45.71 -131.6 7 -132.493 279 1.59 0.031
40 1061 -32.45 18.8 1.456 -101.1 6 -133.501 279 1.61 0.031
51 1607 20.91 -56.57 -206.4 5 -134.54 279.1 1.68 0.029
79 77.44 14.96 -17.2 279.9 -103 6 -133.542 279.1 1.69 0.029
159 607.7 16.02 -28.18 427.4 -29.26 -17.25 7 -132.557 279.1 1.72 0.029
75 127.9 13.69 56.6 -164.4 5 -134.566 279.1 1.74 0.029
91 418.8 14.91 59.74 -46.41 -192.6 6 -133.583 279.2 1.77 0.028
60 1440 -25.22 21.1 24.6 -44.33 -140.1 7 -132.609 279.2 1.82 0.028
100 1031 -31.37 17.3 -86.67 -35.16 6 -133.614 279.2 1.83 0.027
47 511 18.31 -19.1 295.5 -88.2 6 -133.644  279.3 1.89 0.027
12 578.6 -41.1 16.69 25.82 5 -134.662 279.3 1.93 0.026
56 1483 -27.79 21.03 -1.548 -43.41 -141.3 7 -132.668 279.3 1.94 0.026
116 1433 -24.89 19.08 -46.63 -120.6 -55.66 7 -132.688 279.4 1.98 0.025
115 1374 18.18 -59.86 -146.1 -105.7 6 -133.693 279.4 1.99 0.025
196 905.6 -33.84 13.52 -77.59 -11.44 6 -133.694 279.4 1.99 0.025

Models ranked by AIC(x)
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Sele¢do de modelos para o filo Actinobacteria

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AIC delta weight
98 827.2 24.99 -154.6  -134.9 5 -129.843  269.7 0 0.114
109 1356 19.1 -279.7 -180 -129.6 6 -128.963  269.9 0.24 0.101
33 1193 -176.4 3 -132.267 2705 0.85 0.075
97 981.2 -128.6  -94.82 4 -131.279  270.6 0.87 0.074
226 1056 25.12 -157.3  -123.4  -8.685 6 -129.331  270.7 0.98 0.07
41 1361 -35.24 -195.3 4 -131.501 271 1.31 0.059
161 1444 -172.3 -10.68 4 -131.62  271.2 1.55 0.053
35 1249 5.358 -193.8 4 -131.677 271.4 1.67 0.05
237 1492 18.07 -265.4 -1795  -119.7  -5.741 7 -128.73 2715 1.77 0.047
105 1147 -28.95 -150.5  -82.27 5 -130.737 2715 1.79 0.047
34 1155 14.84 -203.8 4 -131.762  271.5 1.84 0.046
106 906.7 22.4 -11.08 -160.3  -125.9 6 -129.771 2715 1.86 0.045
100 871.6 24.06 1.757 -164 -124.2 6 -129.779  271.6 1.87 0.045
45 1568 11.9 -193.7 -229.8 5 -130.791  271.6 1.89 0.044
37 1288 2.049 -185.1 4 -131.794  271.6 1.9 0.044
114 890.3 26.3 -8 249 -158.9  -140.4 6 -129.802 271.6 1.92 0.044
102 864.1 24.02 0.4809 -157.6  -129.4 6 -129.816  271.6 1.94 0.043

Models ranked by AIC(x)
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Selecdo de modelos para o filo Chlorobi

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AlC delta weight

143 341.1 4,97 -11.98 181.6 -11.45 6 -123.588 259.2 0 0.061
129 443.1 -12.37 3 -126.639  259.3 0.1 0.057
141 436.4 -11.41 168.1 -12.99 5 -124.646  259.3 0.12 0.057
130 601.3 -13.26 -11.42 4 -125.756  259.5 0.34 0.051
4 311.5 -17.4 5.548 4 -125.854  259.7 0.53 0.046

142 98.25 27.95 -27.02 394 -15.76 6 -123.893 259.8 0.61 0.045
132 546.4 -15.65 4.625 -9.699 5 -124,923  259.8 0.67 0.043
1 123.8 2 -127.971  259.9 0.77 0.041

144 55.28 -724.33 4.526 -25.51 377.1 -13.99 7 -122.973  259.9 0.77 0.041
2 327.8 -14.82 3 -126.98 260 0.79 0.041

15 37.68 5.908 -11.88 179.9 5 -125.041  260.1 0.91 0.038
137 420.6 21.64 -12.77 4 -126.117 260.2 1.06 0.036
131 379.3 3.537 -11.19 4 -126.181  260.4 1.19 0.033
159 437.1 5.599 -12.88 194.8 -17.67 -11.26 7 -123.183 260.4 1.19 0.033
158 110.1 -39.7 -34.77 505.4 -25.21 -16.94 7 -123.188 260.4 1.2 0.033
207 337.5 5.405 -15.37 226.4 37.33 -12.6 7 -123.282  260.6 1.39 0.03
3 81.83 4.478 3 -127.295 260.6 1.41 0.03

173 235.5 -14.46 213.1 34.95 -13.64 6 -124.314  260.6 1.45 0.029
139 332.4 4.565 27.31 -11.34 5 -125.343  260.7 1.51 0.028
13 103.9 -11.18 163.2 4 -126.369  260.7 1.56 0.028
174 -176.6 -30.71 -32.23 470.4 41.99 -16.81 7 -123.384 260.8 1.59 0.027
133 428.6 -0.9879 -12.59 4 -126.452  260.9 1.73 0.025
193 442.5 26.35 -11.52 4 -126.464  260.9 1.75 0.025
175 242 453 -13.56 204.5 18.72 -11.93 7 -123.493 261 1.81 0.024
157 503.1 -11.92 175.2 -10.92 -13 6 -124.501 261 1.83 0.024
205 439.5 -13.61 196.9 24.6 -13.84 6 -124.523 261 1.87 0.024
161 549.3 18.64 -12.12 4 -126.524 261 1.87 0.024
11 31.88 5.497 26.75 4 -126.572 261.1 1.97 0.023

Models ranked by AIC(x)
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Sele¢&o de modelos para o filo Spirochaetae

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AlIC delta weight
3 57.51 6.753 3 -120.402  246.8 0 0.241
19 148.6 7.217 -15.58 4 -119.966  247.9 1.13 0.137
131 172.8 6.389 -4.334 4 -120.101  248.2 1.4 0.12
67 35.05 7.001 24.75 4 -120.122  248.2 1.44 0.117
7 75.34 6.422  -0.7263 4 -120.231  248.5 1.66 0.105
11 70.96 6.479 -7.201 4 -120.307  248.6 1.81 0.097
35 8.816 6.506 8.43 4 -120.365  248.7 1.92 0.092
4 76.79 -1.461  6.843 4 -120.384  248.8 1.96 0.09

Models ranked by AIC(x)
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Selecao de modelos para o grupo de bactérias néo classificadas (Bacteria;NC)

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund  Temp df logLik AlC delta weight

67 -2.802 6.851 64.01 4 -119.257 246.5 0 0.095
99 250.3 8.637 -49.2 98.26 5 -118.388 246.8 0.26 0.083
32 -583.7 52.83 6.253 -25.34 372.4 -22.51 7 -116.389 246.8 0.27 0.083
16 -579.7 43.71 5.559 -19.12 282.5 6 -117.4 246.8 0.29 0.082
4 -133.9 14.34 5.327 4 -119.404 246.8 0.3 0.082
80 -556.6 39.05 6.295 -20.95 303.4 48.72 7 -116.455 246.9 0.4 0.078
100 168.9 10.86 7.978 -56.63 77.42 6 -117.565 247.1 0.62 0.069
68 -99.38 8.763 6.101 43.01 5 -118.755 247.5 1 0.057
144 -533.9 48.38 5162  -21.74 320.6 -4.287 7 -117.056 248.1 1.6 0.043
12 -190.8 16.8 5.674 13.09 5 -119.113 248.2 1.71 0.04
3 55.29 6.209 3 -121.139 248.3 1.76 0.039
36 -42.25 16.84 5.806 -21.58 5 -119.189 248.4 1.87 0.037
2 -118.3 16.82 3 -121.213 248.4 1.91 0.036
83 -31.66 6.744 -4.508 66.78 5 -119.221 248.4 1.93 0.036
195 28.57 6.761 65.29 -1.223 5 -119.231 248.5 1.95 0.036
8 -161.7 15.18 5585 -0.6777 5 -119.248 248.5 1.98 0.035
75 -3.618 6.867 0.4151 64.05 5 -119.256 248.5 2 0.035
71 -2.699 6.849 -0.00455 64.02 5 -119.257 248.5 2 0.035

Models ranked by AIC(x)
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Selecdo de modelos para o filo OP8

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund  Temp df logLik AIC delta weight
87 -91.94 3.415 -1.914 15.13 89.81 6 -107.713  227.4 0 0.203
71 3.104 3.807 -1.835 80.35 5 -108.804 227.6 0.18 0.186
91 -86.82 3.303 -24.17 15 82.97 6 -108.036  228.1 0.65 0.147
75 7.176 3.697 -23.15 73.87 5 -109.08  228.2 0.74 0.141
119 -169.3 2.951 -1.829 16.62 12.81 81.63 7 -107.57  229.1 1.71 0.086
215 -63.19 3.316 -1.916 15.49 91.3 -1.21 7 -107.642  229.3 1.86 0.08
95 -97.15 3.539 -3.234  -17.81 15.13 94.6 7 -107.644  229.3 1.86 0.08
88 -82.6 -1.027 3.473 -1.957 15.59 92.64 7 -107.696  229.4 1.97 0.076
Models ranked by AIC(X)
Selecéo de modelos para o filo Chlamydiae
(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AIC delta weight
18 105.3 -22.8 45.43 4 -121.676  251.4 0 0.289
82 109.8 -19.26 40.55 -28.76 5 -121.469  252.9 1.58 0.131
20 100.1 -22.08 -1.586 47.09 5 -121.538 253.1 1.72 0.122
146 34.73 -23.2 45.42 2.952 5 -121.55  253.1 1.75 0.121
26 134.2 -24.27 -7.313 45.84 5 -121.601  253.2 1.85 0.115
22 124.8 -23.52 -0.5034 45.53 5 -121.605  253.2 1.86 0.114
50 152 -21.7 43.81 -8.563 5 -121.651  253.3 1.95 0.109

Models ranked by AIC(x)
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Sele¢&o de modelos para o filo WD272

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AlIC delta weight
109 825 13.54 -192.2 -123.4 -42.9 6 -109.84 2317 0 0.125
48 1212 -18.82 2.54 22.3 -322.3 -151.1 7 -108.862  231.7 0.04 0.123
46 1168 -17.5 21.12 -307.9 -142.5 6 -109.863  231.7 0.05 0.123
45 895.1 11.15 -163.7 -139.9 5 -111.014 232 0.35 0.105
110 1055 -13.88 20.97 -300.8 -128.8  -34.25 7 -109.101  232.2 0.52 0.097
47 916.4 2.279 11.53 -166.9 -147.4 6 -110.292  232.6 0.9 0.08
173 971.6 10.85 -158.8 -137.1 -3.658 6 -110.499 233 1.32 0.065
62 1133 -21.14 23.14 -336.6 9.222 -137.4 7 -109.552  233.1 1.42 0.062
237 886.5 13.07 -185.8 -123.2  -38.43  -2.592 7 -109.569  233.1 1.46 0.061
111 850.8 1.43 13.35 -189.1 -131.1  -35.23 7 -109.57  233.1 1.46 0.06
174 1176 -15.23 19.65 -286.4 -140.6 -2.084 7 -109.701  233.4 1.72 0.053
125 843.4 13.6 -193.2 2.013 -124.3  -43.88 7 -109.823  233.6 1.97 0.047
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Sele¢do de modelos para o filo Bacteroidetes

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund  Temp df logLik AlC delta weight
21 933.7 -4.688 -120.4 4 -140.953  289.9 0 0.068
17 841.7 -120.9 3 -142.035  290.1 0.16 0.062
89 1140 -57.51  -138.8 -125.3 5 -140.111  290.2 0.32 0.058
82 777.7 32.89 -156.7 -208.6 5 -140.114  290.2 0.32 0.058
81 1066 -141.1 -123.7 4 -141.122  290.2 0.34 0.057
25 912 -56.73  -118.4 4 -141.134  290.3 0.36 0.056
85 1125 -4.262 -138.4 -110.2 5 -140.167  290.3 0.43 0.055
149 1358 -4.514 -120.3 -16.63 5 -140.235  290.5 0.56 0.051
145 1295 -120.7 -17.6 4 -141.304  290.6 0.7 0.048
153 1337 -54.16  -118.3 -16.62 5 -140.43  290.9 0.95 0.042
210 1104 32.41 -153.4 -189.5  -13.75 6 -139.611  291.2 1.32 0.035
53 1408 -5.166 -132.2  -64.88 5 -140.619 291.2 1.33 0.035
209 1397 -137.9 -105.3  -14.17 5 -140.634  291.3 1.36 0.034
86 893.1 24.64 -3.104 -150.9 -177.5 6 -139.639 291.3 1.37 0.034
57 1504 -69.3 -132.6  -80.31 5 -140.656  291.3 1.41 0.033
217 1443 -55.38 -136 -108.3  -13.07 6 -139.659  291.3 1.41 0.033
213 1444 -4.187 -135.4 -92.68  -13.68 6 -139.672  291.3 1.44 0.033
90 924.2 21.81 -38.24 -150 -181.1 6 -139.76 2915 1.61 0.03
29 947.8 -9.737  -68.49  -1229 5 -140.881  291.8 1.85 0.027
94 258.9 78.17 -39.02  -514.2  -174.3 -187.3 7 -138.884 291.8 1.86 0.027
49 1133 -128.3  -40.58 4 -141.913  291.8 1.92 0.026
23 929.6 0.8918  -4.608 -121.4 5 -140.946  291.9 1.99 0.025
158 612.9 77.35 -5456  -718.2  -150.8 -24.49 7 -138.946  291.9 1.99 0.025
19 832.9 3.08 -124.2 4 -141.951  291.9 2 0.025
22 925.9 0.5486 -4.668 -120.5 5 -140.953  291.9 2 0.025

Models ranked by AIC(x)
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Sele¢&o de modelos para o filo TM6

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund  Temp df logLik AlC delta weight
146 209.1 -6.134 15.89 -7.268 5 -96.104  202.2 0 0.109
148 201.9 -6.782 1.284 14.55 -6.789 6 -95.179  202.4 0.15 0.101
180 285 -4.973 1.774 10.98 -16.11 -6.528 7 -94.301  202.6 0.39 0.09
159 135 1.346 -4.452 65.22 11.71 -7.484 7 -94.451  202.9 0.69 0.077
157 150.8 -4.222 60.52 13.34 -7.902 6 -95.502 203 0.8 0.073
210 203.3 -4.444 13.5 -14.09 -6.93 6 -95.605  203.2 1 0.066
209 163 11.37 -25.64  -6.871 5 -96.654  203.3 1.1 0.063
163 381 2.306 -33.32 -6.455 5 -96.828  203.7 1.45 0.053
179 298.9 1.831 8.703 -26.72 -6.715 6 -95.842  203.7 1.48 0.052
212 197.9 -5.373 1.157 12.78 -11.21  -6.568 7 -94.848  203.7 1.49 0.052
178 250.7 -5.138 14.41 -7.802 -7.23 6 -95.89 203.8 1.57 0.05
164 386.8 -3.853 2.358 -26.44 -6.256 6 -95.967  203.9 1.73 0.046
221 159.7 -3.052 45.32 11.6 -13.97  -7.421 7 -94.983 204 1.76 0.045
217 158.1 5.928 11.16 -25.31 -6.99 6 -96.055  204.1 1.9 0.042
154 206.7 -5.978 0.7566  15.85 -7.293 6 -96.096  204.2 1.98 0.04
150 208.8 -6.119 -0.00981 15.89 -7.272 6 -96.104  204.2 2 0.04

Models ranked by AIC(x)
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Selecdo de modelos para o filo BD1-5

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AIC delta weight
16 -37.9 2.776 0.2939 -1.315 17.74 6 -53.179 118.4 0 0.226
48 -52.82 2.883 0.2452 -1.563 21.32 2.233 7 -52.32 118.6 0.28 0.197
80 -36.78 2.549 0.3297 -1.404 18.76 2.372 7 -52.417 118.8 0.48 0.179
32 -38.03 3.066 0.316 -1.513 20.6 -0.7155 7 -52.839  119.7 1.32 0.117
46 -57.1 3.011 -1.676 22.72 3.061 6 -53.872 119.7 1.39 0.113
4 -14.58 1.074 0.3228 4 -56.17 120.3 1.98 0.084
144 -37.51 2.816 0.2905 -1.337 18.07 -0.037 7 -53.171 120.3 1.98 0.084

Models ranked by AIC(x)
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Sele¢do de modelos para o filo Gemmatimonadetes

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund  Temp df logLik AlC delta weight
97 88.81 -9.75 -16.81 4 -83.335 174.7 0 0.095
65 34.93 -23.1 3 -84.376 174.8 0.08 0.091
66 63.03 -2.357 -17.74 4 -83.422 174.8 0.17 0.087
67 41.79 -0.6519 -24.02 4 -83.63 175.3 0.59 0.07
113 120.9 -3.715 -11.08 -18.36 5 -82.684 1754 0.7 0.067
98 100.1 -1.839 -7.834 -13.87 5 -82.75 175.5 0.83 0.063
110 205 -7.185 3.923 -56.55 -12.16 -12.82 7 -80.935 175.9 1.2 0.052
68 63.04 -1.928 -0.487 -19.41 5 -83.008 176 1.35 0.048
81 53.21 -2.749 -24.88 4 -84.046 176.1 1.42 0.046
99 80.45 -0.3791 -7.515 -18.79 5 -83.122 176.2 1.57 0.043
73 31.64 2.115 -22.98 4 -84.147 176.3 1.62 0.042
69 32.3 0.1456 -23.5 4 -84.189 176.4 1.71 0.04
34 133.9 -2.882 -12.89 4 -84.247 176.5 1.82 0.038
225 99.81 -9.871 -16.26  -0.4154 5 -83.256 176.5 1.84 0.038
46 247.1 -8.539 3.982 -59.19 -17.29 6 -82.281 176.6 1.89 0.037
82 71.97 -2.142 -1.729 -19.34 5 -83.289 176.6 191 0.036
101 85.43 0.05252 -9.309 -17.24 5 -83.31 176.6 1.95 0.036
105 84.93 -0.677 -9.237 -17.11 5 -83.312 176.6 1.95 0.036
193 43.45 -22.7 -0.3427 4 -84.327 176.7 1.99 0.035

Models ranked by AIC(x)
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Selecdo de modelos para o filo Euryarchaeota

(Intrc) CN Cond CT NT OoD pH Profund Temp df logLik AIC delta weight
65 850.5 2167 3 -178.732  363.5 0 0.052
97 -2851 669.7 1735 4 -177.812  363.6 0.16 0.048
101 -4389 23.89 870.1 1540 5 -176.831  363.7 0.2 0.047
105 -4556 297.2 894.7 1606 5 -176.97  363.9 0.48 0.041
193 3259 2278 -96.84 4 -177.974  363.9 0.48 0.041
229 -1927 24.23 845.5 1663 -93.78 6 -175.985 364 0.51 0.041
245 -4350 24.43 297.9 952.3 1794 -99.88 7 -175.057 364.1 0.65 0.038
225 -411.2 642.8 1859 -92.11 5 -177.068 364.1 0.67 0.037
233 -2069 310.9 876.7 1730 -96.85 6 -176.078  364.2 0.69 0.037
117 -6796 24.06 277.6 971.1 1654 6 -176.088  364.2 0.71 0.037
249 -4580 319.6 304.6 990.7 1862 -103.2 7 -175.115 364.2 0.77 0.036
113 -5223 274.8 768.3 1849 5 -177.148  364.3 0.83 0.034
234 -3817 169.9 446.9 801.7 1403 -99.87 7 -175.181 364.4 0.9 0.033
106 -6318 164.1 428.1 822.9 1287 6 -176.202  364.4 0.94 0.033
121 -7042 304.5 283.2 1002 1721 6 -176.206  364.4 0.95 0.033
241 -2796 294.7 746.8 1989 -98.13 6 -176.249  364.5 1.03 0.031
69 576.7 15.19 2125 4 -178.345  364.7 1.23 0.028
102 -5435 121.2 28.53 782.7 1308 6 -176.356  364.7 1.25 0.028
81 -531.5 207.8 2301 4 -178.377 364.8 1.29 0.027
66 -388.5 103.9 1930 4 -178.392  364.8 1.32 0.027
230 -2966 1235 28.95 756.2 1428 -94.79 7 -175.451 364.9 1.44 0.025
73 605 158 2175 4 -178.491 365 1.52 0.024
209 1858 230.5 2434 -102.2 5 -177.505 365 1.55 0.024
197 3025 15.8 2237 -98.9 5 -177.524 365 1.58 0.024
67 590.6 24.69 2202 4 -178.535 365.1 161 0.023
74 -1921 190.4 322.9 1751 5 -177.572  365.1 1.68 0.023
202 556.8 195.8 345.1 1860 -103.6 6 -176.603  365.2 1.74 0.022
70 -1438 158.2 22.38 1745 5 -177.606  365.2 1.75 0.022
194 2021 103.4 2043 -96.62 5 -177.613  365.2 1.76 0.022
201 3077 175 2292 -100.5 5 -177.656  365.3 1.85 0.021
98 -3245 64 603 1632 5 -177.683  365.4 1.9 0.02
198 1012 159.2 23.04 1856 -99.51 6 -176.715 365.4 1.97 0.02
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Selecdo de modelos para o filo Thaumarchaeota

(Intrc) CN Cond CT NT oD pH Profund Temp df logLik AlIC delta weight
S) 326.8 17.89 3 -162.025  330.1 0 0.127
9 340.2 231.2 3 -162.124  330.2 0.2 0.115
41 -1411 276.7 278 4 -161.153  330.3 0.26 0.112
37 -989.3 19.47 212.2 4 -161.429  330.9 0.81 0.085
133 888.1 18.12 -21.93 4 -161.846  331.7 1.64 0.056
169 -802.3 283.2 292 -27.23 5 -160.855  331.7 1.66 0.056
73 213.8 233.1 151.8 4 -161.884 331.8 1.72 0.054
38 -783.5 -56.31 18.16 310.8 5 -160.93  331.9 1.81 0.052
69 259.9 17.55 90.66 4 -161.94  331.9 1.83 0.051
137 911 234.6 -22.32 4 -161.94 3319 1.83 0.051
6 594.8 -18.47 17.21 4 -161.962  331.9 1.87 0.05
42 -1223 -33.05 255.3 327.6 5 -160.995 332 1.94 0.048
21 459.3 17.9 -21.69 4 -162.006 332 1.96 0.048
7 348.9 -1.985 17.71 4 -162.02 332 1.99 0.047
13 326.3 15.82 28.01 4 -162.024 332 2 0.047

Models ranked by AIC(x)
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