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RESUMO

Isolamento e identificacio de microrganismos metanogénicos em solos de Terra Preta
Antropogénica (TPA) e de varzea (Gleissolos) da Amazonia Oriental

O metano, assim como o didxido de carbono e o 6xido nitroso, ¢ um importante gas traco
da atmosfera. A habilidade do metano em absorver a irradiacdo infravermelha faz dele um gas 20
a 30 vezes mais eficiente que o didxido de carbono como um gas de efeito estufa. As varzeas
tropicais sdo as maiores fontes naturais de metano para a atmosfera, contribuindo com cerca de
60% de todas as emissOes naturais. As grandes varzeas da bacia Amazdnica sdo as maiores fontes
de metano desta regido, e estima-se que sua contribuicdo para as emissdes totais de areas
alagadas no mundo seja da ordem de 5%. Por outro lado, os solos de terra firme, especialmente
de origem antropogénica, tém elevados teores de matéria organica, uma das principais fontes de
formagdo de gds metano natural produzido por um unico grupo de microrganismos que, por
sistemas enzimaticos Unicos, ¢ capaz de produzir metano como produto de seu metabolismo. O
metano ¢ produzido pelas arquéias (Archaea) metanogénicas, pela degradagdo anaerdbia da
matéria organica. As arquéias metanogénicas sdo encontradas em diversos ambientes associados
a decomposi¢do da matéria organica e/ou atividades biogeoquimicas. Uma atmosfera modificada
(H2:CO,, 80:20) em combinagdo com um ambiente andxico -300mV foi estabelecida ao longo de
18 meses em trés solos de varzea e trés solos Terra Preta e adjacentes da regido de Santarém-PA
(Amazonia Oriental), para estimular o crescimento de arquéias metanogénicas. Métodos
moleculares baseados no uso e andlise do gene 16S rRNA de Archaea permitiram o estudo direto
de 12 cultivos individuais de arquéias metanogénicas, enquanto que a determinagdo da
diversidade de comunidades de arquéias foi obtida com a construcdo de quatro bibliotecas de um
dos solos de varzea (Varzea 3) e andlise de 669 sequéncias parciais do gene 16S rRNA. Ensaios
envolvendo cultivo e crescimento, monitoramento da producdo de metano, microscopia de
contraste de fase e de varredura, detecgdo do gene mcr - coenzima da metil-redutase foram
usados como métodos de referéncia ao longo do desenvolvimento e avaliagdo dos métodos
moleculares. Entre os isolados da Varzea 3, o género Mehanosarcina foi predominante,
indicando seu possivel papel na producdo de metano, detectado ao longo dos cultivos in vitro.
Dentre os 12 tipos isolados a partir dos nove solos, dez (10) corresponderam a uma sequéncia de
Methanobacterium isolado de trato intestinal de cupins presentes em ambientes tropicais. Em
conclusdo, nosso método molecular explorativo permitiu uma primeira visdo quanto ao
entendimento do papel de arquéias metanogénicas em solos de varzea e terra firme da Amazonia
Oriental.

Palavras-chave: Metano; Archaea; Anaerobios; Amazonia; Diversidade microbiana; 16S rDNA;



ABSTRACT

Isolation and identification of methanogenic microorganism in Dark Earth (“Terra Preta”)
and floodplain soils (Gleissolo) of the Eastern Amazonian

Methane, as well as carbon dioxide and nitrous oxide, is an important atmospheric trace
gas. The ability of methane to absorb infrared irradiation makes this gas 20 or 30 times more
efficient than carbon dioxide for the global warming. The tropical floodplains are the major
sources of environment methane, contributing up to 60% for the natural gas emissions. In the
Amazonian Basin, they are the major methane sources, contributing to around 5% for the global
gas emission. On the other hand, upland soils, especially from anthropogenic origin present high
organic matter content, one of the main sources for microbial production of methane by a unique
group of microorganisms which present unique enzymatic systems for their metabolism. Methane
is produced by methanogenic Archaea, by anaerobic degradation of the organic matter. These
microorganisms are found in a variety of environments associated to organic matter
decomposition and/or biogeochemical activities. A modified-atmosphere (H,:CO,, 80:20) in
combination with an anoxic growth environment for enhancing the methanogenic Archaea
growth was established during 18 months in three Amazonian floodplain and three
Anthropogenic Dark Earth (“Terra Preta”) soils and backgrounds located within the region of
Santarém — Paré (Eastern Amazonia). Molecular approaches based on the Archaea 16S ribosomal
rRNA gene sequence analysis allowed direct investigation of 12 individual types of
methanogenic Archaea while community diversity of 669 clone sequences from four clone
libraries from one floodplain soil (Varzea 3) was addressed by examining partial 16S rRNA gene
sequences. Cultivation-dependent assays - enrichment and growth, as well as monitoring of
methane production, direct phase-contrast microscopy and scanning electron microscopy,
detection of the mcr - methyl coenzyme reductase — gene were used as reference methods in the
development and evaluation of the molecular methods. Among the isolates from the Varzea 3 the
genus Methanosarcina was predominant, indicating its possible role on the methane production,
detected throughout the in vitro cultivation. Among the 12 types isolated from the nine soils, 10
corresponded to a sequence of Methanobacterium isolated from the gut of termites from a
tropical environment. In conclusion, our explorative molecular approach gave the first picture
towards the understanding of the role of methanogenic Archaea in floodplain and upland soils
from the Eastern Amazonian.

Keywords: Methane; Archaea; Anaerobes; Amazonian; Microbial diversity; 16S rDNA.
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1 INTRODUCAO

A Amazodnia possui dois tipos principais de ecossistemas: os freqiientemente inundados e
os de terra firme. As florestas inundadas ocupam cerca de 20% do bioma Amazdnico, tendo
como principal caracteristica a flutuacdo ciclica dos rios, que podem atingir até 14 m, entre as
estacdes de seca e enchente, com inundag¢des periddicas de grandes areas ao longo de suas
margens, resultando em uma grande adaptacio de plantas e animais que vivem nestes
ecossistemas (varzeas e igap6s). Os solos de varzea situam-se a margem dos rios de agua branca
e sao sazonalmente inundados. A terra firme situa-se em sedimentos terciarios localizados acima
do nivel de inundagdo dos rios e apresenta solos predominantemente acidos, lixiviados e pobres
em elementos essenciais. Na terra firme, encontram-se também solos de sitios arqueoldgicos que

foram modificados pela agdo humana pré-histdrica.

As varzeas tropicais sdo as maiores fontes naturais de metano para a atmosfera,
contribuindo com cerca de 60% de todas as emissoes naturais (BARTLETT; HARRISS, 1993). A
bacia do Rio Amazonas cobre uma grande por¢do dos tropicos imidos, ¢ a rede de drenagem
deste rio excede a extensdo de mais de um milhdo de quildometros quadrados (JUNK, 1997). As
grandes varzeas da bacia Amazdnica sdo as maiores fontes naturais de metano desta regido, e
estima-se que sua contribuigdo para as emissoes totais de areas alagadas no mundo seja da ordem

de 5% (DEVOL et al., 1990).

Nestas areas inundadas, a microbiota do solo contribui com a geragdo dos gases dioxido
de carbono e metano para a atmosfera através dos processos aerdbios e anaerdbios de
decomposi¢cdo da matéria organica (BARTLETT; HARRIS, 1993). O metano ¢ produzido pelas
arquéias metanogénicas, pela degradacdo anaerdbia da matéria organica. As arquéias
metanogénicas sao microrganismos anaerdbios obrigatorios, que requerem condi¢des anoxicas de
crescimento, e altamente redutoras. Elas convertem uma extensdo relativamente limitada de
substratos simples para metano, desta forma, em habitats com substratos organicos complexos,
interagem com outros microrganismos anaerdbios que catabolizam substratos complexos em
substratos simples (ZINDER, 1993). Estes microrganismos sido responsaveis pela producio de

CH4 em uma ampla variedade de habitats anaerobios, incluindo sedimentos marinhos e de agua
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doce, pantanos, solos inundados, lenc6is de agua, charcos, habitats geotérmicos, trato

gastrintestinal de animais e biorreatores anaerobios.

O metano, assim como o didéxido de carbono e o 6xido nitroso, ¢ um importante gas traco
da atmosfera. A habilidade do metano em absorver a irradiacdo infravermelha faz dele um gas 20
a 30 vezes mais eficiente que o didxido de carbono como um gés de efeito estufa (HOUGHTON,
1994). Desde o inicio da Revolucgdo Industrial, a concentragdo de metano na atmosfera aumentou
de um valor de aproximadamente 715 ppb para 1732 ppb nos 1990s, e para 1774 ppb em 2005. A
concentragdo atmosférica do metano em 2005 excede em muito a escala natural dos ultimos
650.000 anos (320 ppb a 790 ppb), como determinado pelas geleiras eternas. As taxas de
crescimento declinaram desde os 1990s, consistentes com as emissdes totais (soma de fontes
antropogénicas e naturais), que sdo quase constantes durante este periodo. E bem provavel que o
aumento observado na concentracdo do metano se deva as atividades antropogénicas,
predominantemente a agricultura e o uso de combustivel fossil, mas as contribuicdes relativas dos

diferentes tipos de fontes ndo sdo bem determinados (IPCC, 2007).

Ainda que se tenham muitas incertezas sobre a real dimensdo das conseqiiéncias do
aquecimento global, existem cada vez mais evidéncias dos efeitos da emissdo de gases de efeito

estufa sobre o clima global.

Devido as suas grandes dimensoes de areas alagéaveis, a planicie amazdnica tem um papel
fundamental no fluxo do metano. Vérios estudos tém sido desenvolvidos sobre as emissdes de
metano nesta regido (KOSCHORRECK, 2000; MELACK et al., 2004; DAVIDSON; ISHIDA;
NEPSTAD, 2004). Contudo, ainda se faz necessario determinar se estas emissoes sdo devidas a

queima da biomassa e combustiveis fosseis, ou se sao de origem microbiana.

Este ¢ o primeiro trabalho que estudou a diversidade das arquéias produtoras de metano
em uma varzea amazodnica, bem como isolou e identificou alguns destes microrganismos, tanto
em solo de varzea, quanto em terra firme. O objetivo deste trabalho foi estudar a comunidade de
arquéias metanogénicas presentes em solos de varzea e terra firme, na regido de Santarém, PA,

por métodos de isolamento e cultivo e técnicas moleculares.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica
2.1.1 Solos da Amazonia

Na Amazonia brasileira predominam, pela superficie que ocupam, dois padrdes de solos,
os de terra firme (87%), com pH variando de 4,5 a 6,5 e, normalmente, pobres em célcio; e os de
varzea (13%), situados as margens dos rios com influéncia constante das marés (NASCIMENTO;

HOMMA, 1984).
2.1.1.1 Solos de Varzea

De acordo com sua coloragdo, os rios amazodnicos podem ser classificados em trés
categorias: rios de aguas brancas, como os rios Amazonas, Madeira e Jamari, dguas claras tais
como os rios Tapajos e Tocantins e, dguas pretas como, por exemplo, os rios Negro e Uatuma. A
varzea refere-se a planicie de inundagao existente nas margens dos rios de agua branca. Formada
pela sedimentacao da matéria organica em suspensao, durante o ultimo periodo glacial, a varzea
apresenta solos férteis e estende-se do leito do rio até a terra-firme, numa largura varidvel entre
20 e 100 km. Os solos de varzea ndo apresentam boas propriedades fisicas, mas tém elevada
fertilidade, por causa das sucessivas deposi¢des de sedimentos, ¢ pH de 4,5 a 5,5 (FEARNSIDE,
1985).

Os solos de varzea sdo sazonalmente inundados. A inundagdo anual na varzea deposita
uma camada nova de sedimento fértil e deixa a terra livre de invasores e de pragas pelo menos
uma vez por ano, no momento em que a agua recua (FEARNSIDE, 1985). As propriedades
Opticas e a natureza geoquimica destes solos refletem as diferencas geomorfologicas e
pedologicas das areas de captagdo, que lhes proporcionam diferentes teores de sais minerais e
sedimentos. Os solos hidromoérficos ocupam éreas planas, baixas, de formacdo sedimentar
recente, que margeiam os rios ¢ apresentam extensdes de alguns quilometros de largura. Essas
areas, ao longo do Rio Amazonas e seus afluentes, sdo distinguidas em varzea alta, varzea baixa e

igap6 (FALESI, 1972).

Os principais solos hidromorficos encontrados na Regido Amazdnica, segundo Falesi

(1986) sdao os Plintossolos ou Lateritas Hidromorficas, normalmente de baixa fertilidade;
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Gleissolos haplicos, Gley Pouco Humico ou Gley Humico, resultante do acimulo de sedimentos
e, por isso, de fertilidade média a alta; Espodossolos ou Podzol Hidromorfico, de baixa fertilidade

e excessivamente acidos.

Os Gleissolos compreendem solos hidromorficos, constituidos por material mineral, com
horizonte Glei dentro dos primeiros 50 cm da superficie do solo ou dentro de 50 e 125 cm de
profundidade, desde que imediatamente abaixo de horizontes A ou E, ou precedidos de horizonte
B incipiente, B textural ou com presen¢a de mosqueados abundantes com cores de reducdo. Estes
solos sdo permanentes ou periodicamente saturados com agua, salvo se artificialmente drenados.
Caracterizam-se pela forte gleizagdo resultante da a¢do do regime de umidade redutor, que se
processa em meio anaerobico, devido ao encharcamento do solo por longo tempo ou durante todo

ano (RODRIGUES et al., 2001).

Na regido do Planalto de Belterra, municipio de Santarém encontra-se a Planicie Aluvial
constituida por extensas areas de acumulagdo de sedimentos quaternarios nas margens do Rio
Amazonas, os solos sdo os hidromorficos, de origem sedimentar, e ocorrem em areas de relevo

plano de varzea (RODRIGUES et al., 2001).

A floresta de varzea, cuja vegetagdo ocorre ao longo dos rios e das planicies inundaveis,
normalmente apresenta menor diversidade do que a terra firme e abriga animais e plantas
adaptados a condi¢des hidrologicas sazonais. Nas varzeas do estuario amazonico sao encontradas
quantidades expressivas de pequenas areas desmatadas pelos moradores ribeirinhos para
utilizacdo com agricultura de subsisténcia, em pequena escala (cana-de-aglcar, arroz, milho,

banana, pastagem), as quais sdo abandonadas ap6s um curto periodo de utilizagao.
2.1.1.2 Terra Firme - Solos de Sitios Arqueologicos

Os solos de sitios arqueoldgicos sdo comumente encontrados na Amazonia. Sdo em sua
maioria solos de terra firme, e foram modificados pela agdo humana pré-histérica (KERN et al.,
2003). Apresentam horizonte A escurecido ou mais claros, valores de carbono orgénico elevados,
e podem ou ndo ser solos eutroficos (alta saturacio de bases) (KERN, 2005"). A Terra Preta
Antropogénica (TPA) ocorre somente em sitios arqueoldgicos na regido amazonica, sdo solos de
origem antropica foram enriquecidos em nutrientes, provavelmente pelo manejo de restos

organicos ¢ do fogo pelas populagdes pré-colombianas (DENEVAN, 1976; SMITH, 1980). As

! Dra. Dirse Clara Kern, Museu Goeldi. Comunicagio pessoal.
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Terras Pretas (TP) mostram tipicamente um horizonte A espesso, de cor escura, elevados teores
de fosforo, calcio e alguns micronutrientes, como o manganés e o zinco (SOMBROEK, 1966;

KERN; KAMPF, 1989).

Considerando a freqiiéncia de TP em diferentes ecossistemas e tipos de solo, acredita-se
que o homem pré-histérico que produziu estes solos teve condigdes de se adaptar a habitats
diferentes, embora MEGGERS (1971) sugira a adaptagdo diferencial das populagdes aos habitats
de terra firme e varzea. Esse autor sugere que a densidade populacional e a complexidade socio-
politica dos grupos que ocupavam as varzeas eram maiores do que nos grupos que ocupavam a
terra firme. Esta afirmagdo hoje ndo pode ser aceita ou rejeitada, uma vez que a maioria dos

locais de varzea ja foram “lavados” ou cobertos com sedimentos frescos (KERN et al., 2003).
a. Terra Preta (TP)

Estes solos ocorrem em manchas redondas isoladas (FALESI, 1972) de diferentes
dimensdes. As areas de Terra Preta sdo consideradas pequenas, com cerca de 2 a 3 hectares
(SMITH, 1980), mas ¢ encontrada ocasionalmente em areas maiores, como no caso da Estacao
Cientifica Ferreira Penna, Floresta Nacional de Caxiuand (PA), onde se podem encontrar terras
pretas numa extensdo com mais de 100 ha. Apesar da grande quantidade de sitios arqueoldgicos
j& conhecidos, ndo se tem um mapeamento de todas as ocorréncias de TP na Amazonia. A
estimativa ¢ que ocorram centenas de sitios espalhados pela regido, podendo cobrir

aproximadamente 10% da bacia Amazonica (www.museu-goeldi.com.br).

A camada de TP possui em média 40 a 60 cm, alcancando ocasionalmente até 2 m de
profundidade (Smith, 1980). Estes solos apresentam coloragdo escura, altos teores de substancias
huimicas, e visivel distribuicdo de fragmentos de ceramica e artefatos liticos. Sdo encontradas
sobre os mais diferentes tipos de solos, como latossolos, podzdis, podzolicos e terra roxa

estruturada (SMITH, 1980; KERN, 1988; KERN; KAMPF, 1989).

As TPs apresentam alta fertilidade no horizonte A antropico (Au), especialmente quando
comparadas aos solos circunvizinhos altamente intemperizados e de baixa fertilidade (Figura 1a).
Os solos com TP possuem teores significativamente mais elevados de calcio (Ca), magnésio
(Mg), fésforo assimilavel (P) zinco (Zn), manganés (Mn), cobre (Cu), bem como capacidade de
troca cationica (CTC), saturagdo de bases (Valor S), em relagcdo as areas adjacentes que nao

possuem o horizonte A antropico. A saturagdo por aluminio (AI’") e ferro (Fey) é baixa e o pH do
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solo ¢ mais favoravel do que em solos adjacentes (KERN; KAMPF, 1989). No horizonte B,
embora o nivel de nutrientes seja inferior em relacdo ao horizonte A antropico, € superior aos
solos dominantes na regido Amazonica. A concentracdo do carbono organico nos horizontes
superficiais, € em muitos casos até maiores profundidades, em TPs ¢ também, em geral, maior do

que em solos circunvizinhos (Figura 1b).

a)

Figura 1 - (a) Perfil de Terra Preta e (b) Perfil de Oxissol
Fonte: GLASER et al., 2001.

Em geral, ndo ha diferenca substancial entre a fertilidade de TPs sob vegetacdo natural de
floresta e sob cultivo agricola. Como anteriormente comentado, aparentemente, as TPs formam
microecossistemas proprios, que ndo se esgotam rapidamente, mesmo nas condi¢des tropicais em
que estdo expostos ou sob uso agricola. A matéria organica nas TPs chega a ser 6 vezes mais
estavel em relagdo aos solos adjacentes que ndo apresentam o horizonte superficial A antropropico
(PABST, 1991; GLASER et al., 2001). A elevada fertilidade e, principalmente, a sustentabilidade
desses solos sdo devidas ao elevado nivel de matéria organica, bem como de suas peculiares
propriedades fisico-quimicas. Uma proporgao significativa do carbono organico nas TPs, entre 35-
45%, esta na forma de carbono pirogénico (GLASER et al. 1998, 2000), se comparada aos 14%
dos solos circunvizinhos sem horizonte A antrépico. O carbono pirogénico (“black carbon™) ¢é
altamente resistente a oxidacao termal, quimica e até a foto-oxidagao (SKJEMSTAD et al., 1996;
WOLBACH; ANDERS, 1989). Embora essa forma de carbono sofra alguma degradagao natural

(BIRD et al., 1999), a sua incorporacdo no solo ¢ um mecanismo importante de seqiiestro de
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carbono (SCHMIDT; NOACK, 2000). Por estas razdes, estas areas sao utilizadas pelo pequeno
produtor da Amazonia, que consegue obter altas produtividades, mesmo sem a utilizacdo de

insumos ou com a utilizacdo de uma quantidade bem menor de fertilizantes.

Existem varias hipdteses quanto a formacao das TPs, uma delas ¢ que sdo originadas de
eventos geologicos, como cinzas vulcanicas, decomposi¢cdo de rochas vulcanicas ou a partir de
sedimentos depositados em fundos de lagos extintos (FALESI, 1972). Uma outra hipotese, refere-
se a formag¢do das TPs em fun¢do da incorporacdo intencional de nutrientes ao solo (plaggen
epipedon) através de praticas de manejo, como queimadas. A proposi¢do mais aceita, entretanto,
diz que as TPs teriam sido formadas ndo intencionalmente pelo homem pré-historico (WOODS;
McCANN, 2001). Segundo Smith (1980), a existéncia de TPs em grandes nimeros na bacia
Amazonica fornece evidéncia forte que as populacdes indigenas (Amerindios), antes do contato
com os europeus, eram grandes e assentadas, particularmente ao longo dos rios. Denevan (1976) e
Smith (1980) estimaram em 6,8 milhdes ou mais o niimero total de indios na regido no final do
século XV. Nestes assentamentos acumulavam-se residuos de origem vegetal (folhas e talos de
palmeiras diversas, cascas de mandioca, sementes, etc.) e de origem animal (0ssos, sangue,
gordura, fezes, carapacas de queldnios, conchas, etc.), além de uma grande quantidade de cinzas e
residuos de fogueiras (carvao vegetal). Como resultado dos residuos organicos acumulados nestes
assentamentos formou-se um material organico estdvel com microecossistemas proprios, que ainda

hoje se auto-sustentam e ndo conseguem se decompor, por isso ndo se exaurem facilmente.

Os grupos indigenas e assentamentos da Amazonia cultivam as TPs principalmente na
forma de agricultura de subsisténcia. Os caboclos preferem TPs para cultivar principalmente
produtos de mais alto valor econdmico (SMITH, 1980). Por mais de um século a TPA tem sido
utilizada basicamente com o cultivo anual de feijdo, mandioca, milho, hortalicas, além de
mamao, banana, frutas citricas, abacate e, mais recentemente, em agroecossistemas em consorcio

de banana, abacate, café¢, mamao, entre outras combinagdes, incluindo pastagens.
b. Terra Mulata (TM)

Em alguns casos, os sitios de TP sdo cercados por uma faixa larga de solos de conhecidos
como Terra Mulata (TM), considerados como solos “transicionais”. As TMs sdo solos de cor
escura, marrom acinzentados em seus horizontes superiores. Possuem teores inferiores que a TP

de fosforo, pouco ou muito poucos artefatos, porém niveis da matéria organica mais elevados que
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em comparacao com os solos nao perturbados da floresta (KERN et al., 2003). No estado do Para
as TMs foram descritas por Sombroek (1966) na regido oeste de Santarém,e algumas areas de

Santarém e Belterra, por McCann (1999), dentre outras regioes.

Alguns autores (SOMBROEK, 1966; McCANN, 1999) consideram como areas pré-
Colombianas os campos agricolas em torno das aldeias principais, em uma 4rea situada entre a
propriedade da aldeia dos sitios de TPA e os solos inalterados da floresta. Onde o aumento da
matéria organica do solo e da fertilidade mineral da propriedade indigena deve acontecer
acidentalmente, as dreas TM deveriam ser resultado da inten¢do ou da aplica¢do intencional de
estrume humano ou animal, restos de conchas de molusco trituradas. Isto iria permitir um tipo
horticultural semi-permanente de produgdo de alimento, uma vez que uma parte do solo da
floresta tem sido vigorosamente removido com machados, e queimadas subseqiientes. Poucos
solos de TM foram sistematicamente descritos e analisados, por isso sua distingdo em termos
quantitativos dos solos de TPA e dos solos naturais. A sua ocorréncia na regido de Santarém e

Belterra, associada com TPA ja ¢ conhecida (KERN et al., 2003).
c. Localizacdo da Terra Preta e Terra Mulata

As Terras Pretas estdo distribuidas em varios paises da América Latina, como Coldmbia,
Peru, Venezuela, Guianas e Brasil. A parte brasileira da regido Amazonica nao ¢ homogénea e
apresenta diferencas notaveis, que permitem a subdivisao da regido em 33 eco-regides no Brasil e
17 paisagens principais na regido Amazonica como um todo, com caracteristicas bioticas e
abioticas distintas. A despeito disso, a intensidade de ocupacdo e a complexidade cultural
supostamente sdo resultados da disponibilidade de recursos que permitiram a ocupag¢do de um
mesmo local por um longo periodo de tempo por grupos humanos, levando a uma ampla

distribuicdo de TPA na regido Amazdnica (KERN et al., 2003).

Os sitios de TP sdo usualmente encontrados em terra firme, com solos bem drenados e
sempre em uma localizagdo geografica que permitisse a visdo das tribos vizinhas. Esta
caracteristica estd certamente associada a seguranca e sobrevivéncia dos grupos pré-historicos
(KERN et al, 2003). H4 uma predominancia destes sitios préximos a fontes de agua, Tendo mais
de 45% dos sitios localizados entre 5 e 25 m acima das fontes de dgua. Somente 4% dos sitios

foram localizados em areas distantes mais de 40 m de fontes de 4gua, nas regides de Oriximina e
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Santarém, no estado do Para. Estes sitios arqueoldgicos sao encontrados em platds em locais de

dificil acesso, porém, foram ocupados devido a pressao demografica (KERN et al., 2003).

Na regido de Belterra, as manchas de TP sdo em sua maioria menores que 0,5 ha, porém,
podem atingir 15 ha. A transi¢@o entre a TP e o Latossolo ¢ saliente e rapida, dentro de poucos
metros, podendo, entretanto, ter uma zona de transi¢ao de algumas centenas de metros. O local de
TP ¢ facilmente localizado pela coloragdo escura do solo e da ocorréncia de cacos de ceramica,

porém, ocorrem também manchas de Terra Preta sem cerdmica indigena (PABST, 1991).

2.1.2 Producio de metano em ambientes tropicais

O metano (CHy4) absorve 20-30 vezes mais moles de irradiagdo infravermelha por mol que
o dioxido de carbono (CO,), o que faz com seu potencial de aquecimento seja 24,5 vezes maior
que o do CO,, que ¢ um dos principais contribuintes para o efeito estufa (HOUGHTON, 1994). A
concentragdo atmosférica média do metano em 1990 era estimada em 1,7 ppmv] (BREAS et al.,
2002), com uma taxa de crescimento anual de 0,4% (SOWERS et al., 2005). O tempo de
residéncia do metano na atmosfera ¢ cerca de 8 anos (OREMLAND, 1988). Alteracdes na
concentragdo de metano na atmosfera tém conseqiiéncias importantes para o meio ambiente,
como aumento da temperatura na troposfera, aumento das taxas de forma¢do do ozdnio e
mudangas nas relacdoes de radicais importantes incluindo vapor d’adgua e radicais de cloro
(MARTENS et al., 1986). Além do metano, as emissdes de dioxido de carbono, mondxido de
carbono (CO), 6xido nitroso (N>O), e 6xidos de nitrogénio (NOy), sdo importantes contribuidores

para o aquecimento global.

Dada a gravidade deste quadro, em 1992 foi criada a Convencao Quadro das Nagdes
Unidas sobre Mudanca do Clima (United Nations Framework Convention on Climate Change -
UNFCCC), durante a Convengao das Nagoes Unidas sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento,
com o objetivo de formular e implementar programas para mitigar a mudanga climatica. Em
1997, na terceira Conferéncia das Partes, criou-se um dos mais importantes instrumentos da
politica global sobre a mudanga do clima, o Protocolo de Kioto. Em 2007, a ONU (Organizagao

das Nag¢des Unidas) divulgou o mais recente relatorio sobre as alteragdes climaticas globais.

O metano ¢ liberado para a atmosfera a partir da superficie terrestre, onde os processos

bioldgicos sdo responsaveis por aproximadamente 80% da emissdo global, e os restantes 20%
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devem-se aos processos de extragao e distribuicdo de gas natural e carvao, e a queima de
combustiveis fosseis. Entre as principais fontes de metano para a atmosfera estdo as emissoes
antropogénicas relacionadas com a degradacdo da matéria organica na forma de residuos
domésticos e industriais, a queima da biomassa e combustiveis fosseis e as areas alagadas

(ALVALA et al., 1999).

As areas alagaveis sdo uma das maiores fontes geradoras do metano encontrado na
atmosfera terrestre contribuindo com cerca de 70% do total emitido, o que corresponde a cerca de
100 TgCH, ano™'. Em termos globais, as areas alagadas estdo concentradas nas regides de altas
latitudes do Hemisfério Norte e nas regides tropicais, entre 20°N e 30°S. Embora as areas
tropicais compreendam somente 35% das areas alagadas, sua contribuicdo anual ¢ estimada em
42 Tg CH4/ano (BARTLETT; HARRIS, 1993), o que corresponde a 36,5% do total emitido por
essa fonte, sendo o restante dividido entre as areas alagadas nas regides subtropical, temperada e
boreal, evidenciando assim a sua grande importancia no balanco global desse gas (ALVALA et

al., 1999).

Nas 4reas alagadas, a producdo de metano ocorre pela degradagdo da matéria organica por
um grupo especializado de arquéias anaerdbias que produzem metano. A quantidade de metano
expelida pelas arquéias metanogénicas pode ser de 400 ton’/ano (cerca de 50 litros por dia)

(http://www.unb.br/ib/cel/microbiologia/archaea/archaea.html).

A Bacia Amazodnica abrange uma grande por¢do dos tropicos humidos e a rede de
drenagem excede a extensdo de mais de um milhdo de quilometros quadrados (JUNK, 1997).
Desta forma, a floresta amazonica tem recebido aten¢do da comunidade cientifica internacional
no que tange ao aquecimento global. Varios estudos tém sido conduzidos sobre a emissao de
metano na regido Amazonica (KOSCHORRECK, 2000; MELACK et al., 2004; DAVIDSON;
ISHIDA; NEPSTAD, 2004). Exemplo disso ¢ o Experimento de Larga Escala da Biosfera-
Atmosfera da Amazonia (LBA), um projeto multinacional que visa elucidar o funcionamento
climatico e bioquimico da Floresta Amazonica. Em maio de 2004, a revista Global Change
Biology publicou uma edicao especial com resultados sobre as emissdes de gases de efeito estufa

na AmazoOnia.

Melack et al. (2004) avaliaram o fluxo de metano combinadas com técnicas de

geoprocessamento (medidas da variagao temporal e espacial das areas inundadas e da vegetagao),
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e estimaram o fluxo de metano para a varzea do Rio Amazonas em 1,3 TgC ano™. A extrapolacio

para a area total da bacia gerou o valor de 22 TgC ano™.

Geralmente, os dados de emissdo de metano na Amazonia se referem ao periodo das
cheias. Entretanto, menos que 25% das areas alagdveis da AmazOnia sdo permanentemente
inundadas, em fun¢do da precipitagdo, alternando o periodo de inundagdo com periodos de solo
seco. Como a produgdo de metano ocorre sob condi¢des altamente redutoras, o regime de
inundagdes intermitente promove a reducdo das emissdes deste gis. Deste modo, Koschorreck
(2000) estudou o fluxo de metano em sedimentos expostos em uma varzea amazonica, nos meses
de outubro a janeiro. O autor verificou que a producdo de metano foi geralmente alta durante a
fase inicial do periodo seco, mas apd6s um curto periodo de tempo, a producdo de metano
decresceu a valores proximos a zero. Dois mecanismos foram propostos para a reducdo do fluxo
de metano nos sedimentos expostos: primeiramente, o fluxo ¢ extremamente reduzido devido a
obstrucao da ebuli¢do do gas pelo sedimento seco. Em um segundo momento, o fluxo de metano
da zona reduzida decresce gradualmente durante a fase seca. Com base nos resultados, o autor
considera que os sedimentos de varzea durante a época seca sdo fontes negligenciaveis de metano

para a atmosfera.

Devemos considerar que as florestas de terra firme correspondem a 80% da area total da
Amazonia, € os solos de florestas tropicais atuam como sorvedouros de metano (CH4) da
atmosfera. Nos solos, a oxida¢do microbioldgica ocorre em taxas estimadas de 32 T/ano
(MELILLO et al., 1989). Embora as estimativas de oxidagdo de metano no solo representem uma
pequena parcela das taxas de oxidagdo fotoquimica, a contribui¢do dos solos ndo saturados
consiste na Unica via biologica oxidativa desse gas. Assim sendo, qualquer processo no solo que
venha a diminuir estas taxas ir4 alterar significativamente as concentracdes na atmosfera. Mesmo
entre solos de terra firme, existem diferengas quanto a emissdo de metano. Os solos arenosos
tendem a consumir metano, pois sdo mais porosos do que os solos argilosos, favorecendo dessa
forma, a drenagem da agua da chuva e maior penetragdo do oxigénio atmosférico. Portanto, estes
solos estdo mais sujeitos aos processos aerobicos e consequentemente maior consumo de metano.
J& os solos argilosos, por serem mais compactos, apresentam uma drenagem menor, o que
favorece a degradacdo da biomassa sob condi¢des anaerdbicas. Nesse caso, ocorre producio de

metano e consequentemente maior emissao para atmosfera (SILVER et al., 2005).
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Apesar dos significativos progressos sobre a emissao de metano na bacia amazdnica em
rios, represas, bem como indicagdes da agdo microbiana na geragao do gas, ainda pouco se tem

estudado sobre a metanogénese microbiana nessa regiao.

2.1.3 Arquéias metanogénicas

Segundo a taxonomia Lineana tradicional, baseada em dados morfologicos e fisioldgicos,
as formas de vida na Terra eram classificadas em 5 reinos: Animalia, Plantae, Fungi, Protista e
Monera (WHITTAKER, 1969). Em 1990, Carl Woese e colaboradores, pela andlise de
seqiiéncias do 4cido ribonucléico ribossomal (16S e 18S rDNA), propuseram uma nova
classificagdo, baseada em dados moleculares e evidéncia gendmica e bioquimica associada

(WOESE; KANDLER; WHEELLIS, 1990).

Com base nos estudos filogenéticos de Carl Woese (WOESE, 1987) foi criado um novo
nivel taxondmico, denominado Dominio, e a classificagdo dos seres vivos passou a ser dividida
em trés Dominios: Bacteria, Archaea ¢ Eucarya (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990),
sendo os dois primeiros exclusivamente microbianos e compostos por células procaridticas, e o
terceiro dominio (Eukarya) englobando todos os organismos eucariotos, incluindo os fungos, as
microalgas e os protozoarios. Estes trés dominios teriam derivado de um hipotético ancestral

comum de todas as células.

O Dominio Archaea ¢é caracterizado por microrganismos procaridticos evolutivamente
distintos dos microrganismos alocados no Dominio Bactéria em funcdo das caracteristicas de
organizagdo do genoma, expressdo génica, composicdo celular e filogenia (CANHOS;
VAZOLLER, 1999). Os primeiros microrganismos pertencentes ao Dominio Archaea foram
isolados de ambientes indspitos ou nichos ecoldgicos especializados (BINTRIM et al., 1997).
Estes ambientes extremos apresentavam temperaturas elevadas (proximas de 100°C), extrema
acidez (pH 2,0), altas salinidades (10 - 15%) e auséncia de oxigénio. Devido a estas condi¢des
serem semelhantes aquelas encontradas na origem da Terra, estes microrganismos foram
considerados primitivos, € denominados originalmente de “arqueobactérias”. Esta denominacao
foi abandonada em 1990, por sugerir erroneamente a relagdo entre os Dominios Archaea e
Bacteria (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990). Estudos de filogenia molecular (DeLONG
1992; PRESTON et al., 1996; UEDA; SUGA; MATSUGUCHI, 1995; BINTRIM et al., 1997)
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vem mostrando que as arquéias sao muito mais diversas e largamente distribuidas que os

primeiros membros cultivados, restritos a ambientes extremos.

O Dominio Archaea ¢ dividido em quatro filos: Crenarchaeota, Euryarchaeota,
Korarchaeota, e Nanoarchaeota. O filo Crenarchaeota inclui arquéias redutoras de enxofre
hipertermofilas representadas por organismos dos géneros Dessulfurococcus, Pyrodictium,
Sulfolobus, Thermococcus, Thermofilum e Thermoproteus, compreendendo os organismos
capazes de crescer nas maiores temperaturas conhecidas, embora ja tenham sido isolados em
ambientes frios, como 4guas ocednicas (KONNEKE et al., 2005). Por sua vez, o filo
Euryarchaeota compreende uma grande diversidade de organismos halofilos extremos,
hipertermoflilos e metanogénicos. O filo Korarchaeota engloba organismos hipertermofilos
ainda pouco conhecidos (BARNS et al, 1996). O filo Nanoarchaeota foi criado mais
recentemente, proposto por Huber et al (2002), que identificaram em uma fenda termal no fundo
do mar da Islandia uma espécie de Archaea com caracteristicas bastante primitivas. O primeiro
representante deste filo cultivado € a espécie Nanoarchaeum equitans, um hipertermofila de
morfologia arredondada e tamanho diminuto com cerca de 400 nm de didmetro, e genoma de

cerca de 490 kb.

Halabacterium sp, Euryarchaeota

Archaeoglobus sp.

Chenarchaeota Suffofobus sp,

Thermococeus sp.

Thermaplasma sp. Desulfarococcus sp.

Korarchaeota

Figura 2 - Arvore filogenética do Dominio Archaea, baseada na analise das seqiiéncias do 16S rRNA

Fonte: Adaptado de MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004.
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As arquéias metanogénicas sao o Unico grupo de microrganismos que, por sistemas
enzimaticos unicos, ¢ capaz de produzir metano como produto de seu metabolismo. Sado
encontradas em diversos ambientes associadas a decomposicdo da matéria organica e/ou
atividades geoquimicas. Atuam no passo final de consorcio microbianos presentes em uma ampla
variedade de habitats anaerdbios, incluindo sedimentos marinhos e de agua doce, pantanos, solos
inundados, lencois de agua, charcos, habitats geotérmicos, trato gastrintestinal de animais e
biorreatores anaerobios. A metanogénese microbiana pode ter também algumas aplicagdes
praticas, como tratamento anaerdbio de esgotos, producdo de energia e biodegradacdo de

compostos toxicos, como compostos organicos aromaticos e halogenados (ZINDER, 1993).

Os nichos de desenvolvimento das metanogénicas, embora bastante diversos, devem
atender as condi¢des peculiares de crescimento destes microrganismos. As metanogénicas
necessitam de condi¢gdes extremamente rigorosas de anaerobiose, podendo crescer em um
potencial de 6xido reducdo de -200mV em seus habitats naturais, embora necessitem de -330 a -
400 mV em cultivos controlados (SOWERS; SCHREIER, 1995). Além do oxigénio, o sulfato e o
nitrato também podem inibir a metanogénese devido ao aumento do potencial de oxi-redugao.
Quanto ao pH, a faixa ideal para o crescimento e a producdo de metano estd entre 6,8 ¢ 7,2,
embora possa crescer até pH 4,0. A temperatura para as culturas mesofilicas é de 15 a 40°C, ¢

para as termofilicas, 55 a 65°C (ZINDER, 1993).

A morfologia das metanogénicas ¢ comum as células procarioticas, sendo encontradas nas
formas de bacilos de diferentes tamanhos, cocos, sarcinas ¢ filamentos (CANHOS; VAZOLLER,
1999). Alguns representantes, como Methanosarcina sp. € Methanobrevibacter sp. apresentam
altas concentracdes da coenzima F4y9 € autofluorescem em iluminagao ultravioleta. Outras, como
Methanosaeta, nao possuem quantidades suficientes desta enzima para autofluorescer

(DODDEMA; VOGELS, 1978; GORRIS; VAN der DRIFT, 1994).

As arquéias metanogénicas podem também apresentar propriedades de coloragdo Gram-
positiva ou Gram-negativa, de acordo com a composi¢ao da parede celular. Sao encontradas trés
classes de parede celular em metanogénicas, de acordo com sua constitui¢do predominante: i.
Pseudomureina; ii. Camadas de proteina ou glicoproteina e; iii. Heteropolissacarideos. Ainda,
algumas espécies de metanogénicas possuem paredes mais complexas, compostas por mais de um

dos componentes citados (JONES; NAGLE; WHITMAN, 1987). A grande variabilidade de
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composi¢do e estruturagdo da parede celular sugere que o ancestral comum seria desprovido de
parede, sendo as diversas paredes resultantes de evolu¢ao independente, de acordo com os

diferentes ambientes.

Apesar da grande variedade de caracteristicas encontradas entre as metanogénicas, todas

tém em comum o estilo de vida anaerdbio e a habilidade de produzir metano.

A primeira classificacdo taxondmica das arquéias metanogénicas foi realizada por Bryant,
em 1974, na 8° edi¢do do “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, e definia apenas
uma Familia, Methanobacteriacea, com trés géneros, Methanobacterium, Methanosarcina e
Methanococcus (BRYANT, 1974). Com o maior numero de espécies cultivadas e a classificacao
baseada no gene 16S rRNA, atualmente a classificagdo engloba um grande nimero de
metanogénicas, provenientes de diferentes ambientes, descritos no “Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology”, segunda edicdo, langcada em 2001. As arquéias metanogénicas
representam um grupo de microrganismos polifilético, compreendendo 5 Ordens, 10 Familias, e

25 géneros (GARRITY; HOLT, 2001), descritos a seguir:

e Ordem Methanobacteriales contém duas familias. Familia Methanobacteriaceae, com
quatro géneros distintos morfologicamente. Inclui espécies encontradas em uma ampla
variedade de ambientes, que sdo capazes de utilizar substratos como H,:CO,, 2-
propanol, formiato e metanol para a produgdo de metano. A Familia Methanotermaceae

consiste de um unico género de hidrogenotroficas termofilicas extremas.

e Ordem  Methanococcales contém  duas  familias, Methanococcaceae, €
Methanocaldococcaceae, e quatro géneros de hidrogenotroficas provenientes de
ambientes marinhos e litordneos. A maioria das espécies € capaz de produzir metano

utilizando tanto H, como formiato como doadores de elétrons.

e Ordem Methanomicrobiales que compreende trés familias e nove géneros de
metanogénicas  hidrogenotroficas. A Familia  Methanomicrobiaceae  possui
representantes isolados de varios ambientes, como o rimen e os sedimentos marinhos.
A Familia Methanocopusculaceae consiste de trés géneros que utilizam H,:CO, e
formiato como substrato. A Familia Methanospirillaceae ¢ uma nova Familia, com
apenas um géneros. Sdo encontradas em varios ambientes e utilizam diferentes doadores

de elétrons para a metanogénese de CO,.
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e Ordem Methanosarcinales. Retine todos acetotroficos, e/ou metilotroficosem duas
familias. Famila Methanosarcinaceae contém seis géneros de metanogénicas bastante
versateis de varios ambientes, e que utilizam H,:CO,, acetato ou compostos metil como
substrato. A Familia Methanosaetaceae compreende um género de metanogénica

acetotrofica obrigatoria.

e Ordem Methanopyrales compreende metanogénicas hipertermofilicas, e contém uma

unica Familia, Methanopyraceae, € uma nica espécie, Methanopyrus kandleri.

Além das espécies consideradas no ambito do Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology, existem  centenas  de seqiiéncias depositadas  no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) relacionadas as arquéias metanogénicas, contudo, nao

se conhece com precisdo as possiveis novas espécies.

A degradagdo da matéria organica complexa nos ecossistemas anaerobios se processa
sequencialmente, em dire¢do aos compostos simplificados, através do metabolismo de diversos
grupos de microrganismos. A matéria orginica primeiramente ¢ decomposta por processos
aerdbios, depois ¢ atacada anaerobiamente por bactérias facultativas e/ou anaerdbias, que
convertem os organicos complexos em outros compostos, como carboidratos, proteinas e lipidios,
que sdo entdo hidrolisados, fermentados e biologicamente convertidos em materiais organicos
mais simples. Os compostos resultantes sdo reduzidos pelas arquéias metanogénicas a metano

(FERRY, 1999).

A Figura 3 apresenta um esquema identificando as cinco etapas da fermentagdo de

produtos a metano, conhecida por digestdo anaerobia.
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COMPOSTOS ORGANICOS COMPLEXOS
(Carboidratos, Proteinas e Lipideos)

1 HIDROLISE

COMPOSTOS ORGANICOS SIMPLES
(agucares, aminoacidos, acidos graxos, etc.)

1 ACIDOGENESE

ACIDOS ORGANICOS E ALCOOIS
(Propionico, butirico, etanol, etc.)

2 ACETOGENESE
\ 4
¢ 3 ACETOGENESE ¢
H,, CO, Acetato
4 5
METANOGENESE CH, . CO, METANOGENESE

Figura 3 - Etapas metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerdbia: 1. Bactérias fermentativas
hidroliticas; 2. Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio; 3. Bactérias acetogénicas consumidoras
de hidrogénio; 4. Arquéias metanogénicas redutoras de dioxido de carbono; 5. Arquéias metanogénicas
que descarboxilam o acetato

Fonte: Adaptado de NOVAES (1986).

Na primeira etapa, compostos organicos complexos presentes no sistema sao hidrolizados
a unidades mais simples através da acdo enzimatica de bactérias hidroliticas fermentativas. Em
seguida, ocorre a fermentacdo dessas substincias simples pelas mesmas bactérias, originando
acidos organicos, tais como valérico, butirico, propidnico e acético, alcoois como o etanol e o

hidrogénio e o didéxido de carbono (NOVAES, 1986).
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Nas etapas 2 e 3 ocorre a acetogénese, onde a producao de acido acético e hidrogénio a
partir dos acidos organicos de cadeia carbonica maior que o acético, ¢ do etanol ¢ bastante
intensa. Dois grupos de bactérias sdo os mais importantes para a ocorréncia dessa etapa: as
sintroficas e as redutoras de sulfato. As primeiras sdo organismos sintroficos obrigatdrios, ou
seja, seus produtos devem ser rapidamente utilizados por outros microrganismos para que as
condigdes termodinamicas do meio sejam mantidas, favorecendo seu equilibrio metabdlico. Seu
principal produto ¢ o hidrogénio. Um terceiro grupo de bactérias presentes na etapa acetogénica ¢
o chamado homoacetogénico. Sdo bactérias que metabolizam basicamente o hidrogénio e o

diéxido de carbono, produzindo o acido acético (VAZOLLER, 1989).

As duas ultimas etapas, 4 e 5, correspondem a producdo do metano, através da atividade
metabolica das arquéias metanogénicas na reducdo do didxido de carbono ou na degradacdao do
acido acético, pelas metanogénicas hidrogenotroficas e acetotroficas, respectivamente. Este passo
promove a manuten¢do de baixos teores de hidrogénio no meio, ¢ diminui a concentragdo do

acido acético, removendo protons inibidores e estabilizando o pH (VAZOLLER, 1989).

Estima-se que a digestdo anaerébia com formagdo de metano seja responsavel pela
completa mineralizagdo de 5 a 10% de toda a matéria organica disponivel na terra. A completa
mineralizacdo da matéria organica em ambientes anaerobios onde as concentragdes de sulfato e
nitrato sdo baixas ocorre através da fermentagdo metanogénica, que produz CHy e CO,, (Le

MER; ROGER, 2001).

2.1.3.1 Metanogénese microbiana

A metanogénese microbiana ¢ uma reagdo que proporciona um fluxo de prdtons nas
células e suporta um mecanismo quimiosmoético de produgdo de energia e ATP (VAZOLLER,
1995). As principais reagdes de conversao dos diferentes substratos realizadas pelas

metanogénicas e os respectivos valores de energia livre estdo na Tabela 1.
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Tabela 1 - Reagdes de conversao e os respectivos valores de energia livre

Substrato Reagdo ?k(.;] / mol CH,)
Dioxido de carbono e hidrogénio CO, + 4H, — CH4 + 2H20 -130

Formiato 4HCOO +4H" — 3CO, + CHy4 + 2H,0 -134

Metanol 4CH;0H — 3CH, + CO, + 2H,0 -106

Acetato CH;COO + H" — CH, + CO, -32
Metilaminas 4(CH;3);NH" + 6H,0 — 9CH, + 3CO, + 4NH," -76

Fonte: BLAUT (1994).

Apesar de requererem condigdes fastidiosas para seu crescimento e anaerobiose
obrigatéria, as necessidades nutricionais das metanogénicas sdo bastante simples. As
metanogénicas sao altamente especificas quanto a utilizagdo de substratos para crescimento e
metanogénese. Sao conhecidos 11 substratos para a metanogénese: acetato, piruvato, metanol,
metilamina, dimetilamina, dimetilsulfeto, trimetilamina, metilmercaptana, formiato, monoxido de
carbono, e, sendo universal o dioxido de carbono, que necessita de hidrogénio como doador de

elétrons (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

De acordo com a categoria nutricional, as metanogénicas podem ser separadas em 3
categorias: Hidrogenotroficas, Metilotroficas e Acetotroficas (GARCIA; PATEL; OLLIVIER,
2000).

i. Hidrogenotroficas: A via hidrogenotréfica ¢ a mais difundida, sendo encontrada em
todas as ordens de arquéias metanogénicas. Estas metanogénicas oxidam o hidrogénio e reduzem
o dioxido de carbono para a formagao do metano, e ¢ composta por sete passos centrais (REEVE
et al., 1997). O formiato também pode ser convertido a metano por essa via, atuando como fonte
de CO; e potencial redutor. Muitas metanogénicas, cerca de 38 espécies, sdo capazes de utilizar
formiato e/ou hidrogénio e didéxido de carbono como fontes de energia, como Methanobacterium
formicicum, Methanobrevibacter ruminantium, Methanococcus voltae, Methanomicrobium
mobile e Methanospirillum hungatei (ZHENDER; INGVORSEN; MARTI, 1982; BLAUT, 1994;
GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000).

ii. Metilotroficas: E composta por 20 espécies que utilizam compostos metilados, como
metanol, metilamina ou dimetilsulfeto para a producdo de metano. Destas, 13 espécies
pertencentes a Familia Methanosarcinacea, sdo obrigatoriamente metilotroficas, capazes de

utilizar metanol ou metilaminas como unica fonte de energia (ZHENDER; INGVORSEN;
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MARTI, 1982; GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000). Entretanto, a espécie Methanosphaera sp.,
da Familia Methanobacteriaceae também possui capacidade de utilizar compostos metilados
como unica fonte de energia, entretanto, apenas na presenca de hidrogénio (MILLER; WOLLIN,

1985).

iii. Acetotroficas, que utilizam o grupo metila do acetato para produzir o metano. Na via
acetoclastica, o acetato ¢ dividido em um grupo metil e CO,, subsequentemente oxidado para
prover elétrons (MEUER et al., 2002). O grupo metil da degradagdo do acetato ¢ ligado a
metanopterina (ou sarcinapterina para Methanosarcina), antes de ser reduzido a metano em duas
reacdes enzimadticas. Apesar de o acetato ser considerado um dos principais precursores do
metano na natureza, poucas espécies, como Methanosarcina sp. € Methanosaeta sp. sao capazes

de utiliza-lo como substrato para a metanogénese.

O acetato, o hidrogénio e o gas carbonico sdo gerados em ambientes ricos em matéria
organica. Nos solos anaerdbios a produ¢do de metano resulta de uma antagonista, porém
correlata, atividade microbiana. O metano ¢ produzido nas zonas anaerdbias do solo pelo
metabolismo dos microrganismos metanogénicos e oxidado a CO, pelas bactérias metanotroficas
(Le MER; ROGER, 2001). Nestes solos, a emissdo do metano se da por difusdo molecular, um
processo que depende principalmente da diferenga de concentracdo entre o solo ¢ a atmosfera
(MARICK et al., 2002). Em areas alagadas ou ecossistemas sedimentares, o metano ¢ produzido
fundamentalmente pela fermentagdo do acetato e pela redugdao do didxido de carbono com o

hidrogénio como fonte de elétron.

Em ambientes de agua doce, onde a producdo de sulfato pode ser considerada baixa,
ocorre a producdo de metano na superficie do sedimento via fermentacdo do acetato, dada a
maior disponibilidade deste composto, o qual € proveniente da decomposicao da matéria organica
1abil que ¢ derivada dos exudados das raizes das plantas na rizosfera. A producao de acetato e sua
subseqiiente utilizacdo sdo geralmente maiores na por¢ao superior do sedimento, em relagao as

camadas mais profundas (WHITICAR, 1999).

O acetato ¢ um dos principais intermediarios da decomposi¢do anaerdbia da matéria
organica em ambientes de dgua doce (ZEHNDER; INGVORSEN; MARTI, 1982). Nesse
ambiente, o conteudo de metano gerado via reducdo do CO, é menor que o proveniente da

fermentacdo do acetato. Essa lltima via € responsavel por 30 a 70% da producao total de metano
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em ambientes de dgua doce. J& em ambientes marinhos, a producdo do metano ocorre

fundamentalmente por redugdao do CO, (WHITICAR, 1999).

A alta especificidade quanto a utilizagdo de substratos para crescimento e metanogénese,
faz com que as arquéias metanogénicas sejam bastante dependentes da presenca de outros
microrganismos, cuja atividade no meio anaerdébio gera os precursores da metanogénese
(BLAUT, 1994; VAZOLLER, 1995). A natureza das interagdes metanogé€nicas varia com 0s
tipos de organismos envolvidos, como as substancias quimicas do meio e com 0s compostos
organicos disponiveis. Essas intera¢des das metanogénicas com outros anaerobios podem ser
sintroficas obrigatorias, desde que exista uma dependéncia mutua de sobrevivéncia, ou
agrupamentos ocasionais, nos quais o crescimento de um ou mais membros ndo ¢ dependente do
crescimento de outros. Somente quando os substratos para a formac¢do do metano estio no
ambiente anaerdbio, porém ndo gerados pela atividade de outras bactérias, ¢ que as
metanogénicas se desenvolvem independentemente. Por exemplo, a producdo de hidrogénio em

sistemas aquaticos geotérmicos € em zonas de fendas geologicas.

Devido a metanogénese ser encontrada somente da divisdo euriarqueal do Dominio
Archaea, acredita-se que ela provavelmente originou-se neste filo. A producdo bioldgica do
metano requer pelo menos 25 genes em adicdo a mais de 20 proteinas bioquimicamente
caracterizadas envolvidas na sintese de coenzimas. Genes codificando diferentes subunidades de
1 enzima tendem a ficar aglomerados no genoma, embora estes aglomerados e os genes
codificados por mondémeros ou homopolimeros sejam dispersos pelo genoma (REEVE;
NOLLING; SMITH, 1997). O nimero de genes envolvidos, assim como seu arranjo genomico

disperso, faz crer que a metanogénese tenha sido adquirida por transferéncia genética lateral.

Dentre estes genes, o gene mcr tem sido extensivamente estudado como marcador
molecular (KLEIN et al., 1986; ALLMANSBERGER e¢t al., 1986; BOKRANZ et al., 1988;
WEIL et al., 1988; HALES et al., 1996; LUTON et al., 2002). Este gene codifica para a metil-
coenzima M redutase (MCR). Este complexo enzimatico € especifico as arquéias metanogénicas,

e aparentemente conservado em todos os metanogénicos (HALES et al., 1996).

A coenzima M (Co-M) ¢ o menor cofator organico conhecido, mas ¢ um transportador de
grupo metil essencial para a metanogénese. A Co-M transporta moléculas de um carbono para

serem posteriormente reduzidas a metano. A reducao de geracdo de metano ¢ catalizada pelo
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sistema Metil-coenzima M redutase, que € o passo comum a todos os substratos metanogénicos.
A MCR consiste de trés subunidades arranjadas como a[3,y, associadas com duas moléculas da
co-enzima Fy39. Estas subunidades sdo codificadas pelos genes mcrA, mcrB, e mcrG, por o, B e v,
respectivamente. Em todos os casos, elas sao arranjadas como uma unica unidade transcricional,
designada de operon MCR (ALLMANSBERGER et al., 1986; BOKRANZ et al., 1988). Alguns
membros da ordem Methanobacteriales e Methanococcales possuem uma isoenzima adicional, a

metil-coenzima M redutase II (MCRII).

Além da coenzima M, a metanogénese celular requer de uma série de enzimas especificas
para as reagdes inerentes as diferentes vias de degradagdo a metano. Sdo, portanto, enzimas
peculiares e muitas delas extremamente sensiveis ao oxigénio. A coenzima ou fator 420 (F4y) €
uma flavina (5-deazaflavina) envolvida é envolvida no transporte de elétrons e biossintese de
moléculas. Esta presente na célula em quantidades entre 1,1 e 4,7 nM/mg de proteina. O Fay
pode ser reduzido pelo hidrogénio e formiato, e provavelmente pelo metanol e acetato, e assim
transferir elétrons para o NADP via a enzima NADP-F4, oxidoredutase (JONES; NAGLE;
WHITMAN, 1987; ROUVIERE; WOLFE, 1988). Como ja comentado, esta coenzima ¢ também
responsavel pela fluorescéncia das metanogénicas sob luz ultravioleta (DODDEMA; VOGELS,
1978). O F430 ¢ uma coenzima encontrada em todas as metanogénicas e também estd envolvida
na transferéncia de elétrons. Possui um niquel em sua estrutura tetrapirrdlica (VOGELS;
KELTJENS; DRIFT, 1988). Estas e outras enzimas necessarias a metanogénese sao listadas na

Tabela 2.

Tabela 2 - Principais coenzimas presentes nas arquéias metanogénicas

Coenzimas Funcio

Fator de Reduc¢do do Didxido de Carbono (RDC) Transportador de carbono a nivel formil
Tetrahidrometanopterina Transportador do C; ao formil, metileno ¢ nivel metil
Coenzima M (4cido 2 - mercaptoetanosulfonico)  Transportador do C, ao nivel metil

Fator III (5 - hidroxibenzimidazolilcobamida) Transportador do C, ao nivel metil

Fator F439 Coenzima no passo terminal

Componente B Coenzima no passo terminal

Coenzima F (5 - deazarriboflavina) Transportador de elétron

Citocromos, Ferrodoxina, FAD, ATP Fungdes limitadas como coenzimas

Fonte: Adaptado de VOGELS; KELTJENS; DRIFT., 1988.
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2.1.4 Cultivo e isolamento de linhagens de arquéias metanogénicas

Por muito tempo, o estudo de microrganismos anaerobios estritos foi restringido pela falta
de técnicas apropriadas de amostragem e cultivo. O conhecimento sobre os microrganismos
anaerobios deu-se gracas ao desenvolvimento de procedimentos para a manipulacdo desses
microrganismos em laboratorio, na auséncia de oxigénio. Os métodos tradicionais, como as jarras
de anaerobiose, somadas as praticas microbiologicas comuns de preparo e inoculacao de meios
liquidos e solidos foram bem sucedidos com microrganismos esporulantes, como ¢ o caso do
género Clostridium. Entretanto, muitas espécies de microrganismos anaerobios estritos, que
requerem auséncia completa de oxigénio e potenciais de oxido-redugdo muito baixos, ndo
resistem a tais procedimentos e exigem maiores cuidados para que possam ser cultivados e

isolados (HOLLAND; KNAPP; SHOESMITH, 1987).

Os métodos para o cultivo e manipulacdo desses organismos demandam uma série de
exigéncias na manuten¢do de anaerobiose estrita (99% de remog¢do do oxigénio). Hungate, em
1950, desenvolveu uma metodologia com os procedimentos possiveis para a remocao do
oxigénio e preparacdo dos meios reduzidos, denominada “Técnica de Hungate” para manipulagdo
de anaerobios estritos (HUNGATE, 1950). A técnica consistia basicamente na fervura do meio
para expelir O, e realizagdo de toda a manipulagdo subseqiiente sob gas inerte, usualmente N, ou

CO;, ou uma mistura de ambos.

Hungate também concebeu a técnica de Roll-Tube (HUNGATE, 1969). O método de roll-
tube compreende a adi¢do de aliquotas das amostras em frascos contendo meio de cultivo com
agar ainda liquefeito, e toda a manipulagdo feita com o frasco em banho-maria, e somente
solidificado quando girado em recipiente com agua e gelo. O interior do tubo ¢ revestido desse
modo com uma fina camada de meio solidificado. Os frascos sdo incubados invertidos, € apds o
crescimento das colonias, estas sdo coletadas com pipeta Pauster de ponta afilada e curva, e
transferidas para um novo meio (VAZOLLER, 1995). Este método permitiu o isolamento de
novas espécies de arquéias metanogénicas, e estimulou o aparecimento de técnicas e
equipamentos uteis para a obten¢do de culturas anaerobias obrigatérias (BRYANT, 1972;

BALCH; WOLFE, 1976).

Miller e Wollin (1974) desenvolveram o preparo de um meio de cultivo basal sob fluxo

gasoso, seguido pela distribuicdo do meio em frascos de antibidtico, fechados com batoque de
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borracha e lacre de aluminio. As adi¢cdes de solugdes com fontes de carbono, vitaminas, agente
redutor e outras, assim como o inéculo, eram feitas apos a autoclava¢ao, com o uso de seringas.

As solucdes adicionadas apos a autoclavacao eram também mantidas sob anaerobiose.

Hungate (1969) e Ljungdahl e Wiegel (1986) observaram que a retirada fisica do oxigénio
dos frascos de cultivo era insuficiente para a manutenc¢ao da anaerobiose no meio, passando entdo
a utilizar agentes redutores como cisteina (E°” = - 210 mv) e Na,S (E°” = -270 mv), eram usados,
e o corante resazurina (E°” = -51 mv para o rosa/ transmissao clara) utilizado como um indicador

de oxidacao-redugao.

No final da década de 70, Balch et al. (1979) conceberam o sistema de distribui¢do
simultdnea de gases, com um tubo com varias ligagdes, apés uma coluna de cobre aquecida
através do qual passava o gas a ser distribuido em véarios frascos ao mesmo tempo, sob pressao

controlada.

Outros sistemas também foram desenvolvidos, como o uso de cdmaras anaerdbias. A
camara anaerdbia, com o uso de luvas foi desenvolvida por Edwards & McBride (1975),
permitindo assim o uso de placas de Petri nos experimentos de isolamento e identificagdo de
arquéias metanogénicas. A camara contém uma area de trabalho mantida sob atmosfera de
anaerobiose estrita através da entrada de uma mistura de gases livre de oxigénio, geralmente
composta por Ny: CO,: Hy (80:10:10). A pressdo na camara ¢ ligeiramente positiva, para que
possiveis vazamentos possam ser detectados, e toda a manipulacdo das culturas ¢ feita através de
luvas inseridas na parede da camara. A area de trabalho ¢ precedida por uma antecdmara, através
da qual se faz a transferéncia do material sem que ocorra a contaminagdo com o oxigénio
(HOLLAND; KNAPP; SHOESMITH, 1987). Mas ainda assim, a técnica de roll-tube se mostrou
mais eficiente a fim de se isolar colonias, j& que em placas, mesmo em cdmaras anaerdbias,
dificilmente se consegue manter o potencial de oxi-redugdo exigido pelas arquéias metanogénicas

(-300 mv).

Atualmente sdo dois os principais tipos de sistemas empregados na manipulagdo de
microrganismos anaerobios estritos. Um deles ¢ a camara anaerdbia, imprescindivel para os
estudos bioquimicos. Entretanto, a manutencdo do sistema exige a checagem de pontos de
vazamento € um consumo bastante intenso de gas. Um outro sistema comumente utilizado é o

sistema de distribui¢do simultanea de gases, descrito por Hungate (1950) para o cultivo de
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anaerobios estritos, onde os cultivos sdo realizados em frascos lacrados e fechados sob
pressurizagdao. Os meios de cultivo, em geral sdo meios minerais simples, pré-reduzidos
previamente a esterilizagdo, apds a qual recebem solucdes estoque especificas ao cultivo celular

de interesse.

2.1.5 Estudo da diversidade de Archaea por técnicas moleculares

O Brasil € reconhecido como um dos paises que apresenta um dos mais elevados indices
de biodiversidade animal e vegetal. A floresta tropical amazodnica ¢ caracterizada pela elevada
diversidade bioldgica sob regime de precipitagdo e temperatura elevadas e, sustenta mais de 230
espécies lenhosas por hectare, além das epifitas e outras espécies de porte pequeno. Esta
diversidade vegetal se traduz em uma grande diversidade animal, principalmente insetos
(ERWIN, 1997), devido ao grande nimero de nichos existentes. Também ¢ de se esperar que a
diversidade de organismos do solo seja afetada por esta alta diversidade vegetal. Entretanto, ao
procurar dados sobre a diversidade microbiana brasileira, verifica-se que estes sdo escassos ou,
em alguns casos, comunicados por pesquisadores estrangeiros em periddicos internacionais. No
primeiro relatério nacional para a Convencdo sobre Diversidade Bioldgica apresentado pelo
Ministério do Meio Ambiente dos Recursos Hidricos ¢ da Amazonia Legal (MMA), elaborado
em 1998, apenas duas referéncias bibliograficas mencionam microrganismos no total de 283

paginas redigidas (www.cria.org.br/cgee/documentos/microtax.doc).

Em 1997, Borneman e Triplett publicaram o primeiro trabalho sobre a diversidade
microbiana na Amazonia utilizando apenas métodos moleculares, independentes de cultivo.
Neste trabalho, que se tornou classico, os autores estudaram cerca de 100 clones obtidos pela
amplificacdo do gene 16S rDNA, destes, 98 foram classificados no Dominio Bacteria, apenas 2,
no Dominio Archaea (BORNEMAN; TRIPLETT, 1997). Um estudo recente sobre a diversidade
de bactérias em solo de Terra Preta e sob floresta na Amazonia foi realizado por Kim e
colaboradores, estudando um total de 1500 seqiiéncias de clones de 16S rDNA. Os resultados
mostraram que as comunidades bacterianas nos dois solos foram similares, embora a Terra Preta
apresentasse uma maior riqueza de espécies (KIM et al., 2007). Embora estes trabalhos sejam os
primeiros a trazer uma maior compreensdo da diversidade microbiana em solos amazdnicos, eles

contemplam apenas o Dominio Bacteria, em detrimento ao Dominio Archaea.
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A identificagdo de Archaea do solo ¢ de grande importancia para o entendimento do
significado ecologico da Archaea na biosfera e para a analise da ocorréncia de comunidades
microbianas naturais. Como as arquéias foram inicialmente isoladas de ambientes indspitos ou
nichos especializados, por muito tempo estes microrganismos nao foram considerados para a
importancia da ecologia de comunidades microbianas em diferentes ambientes (BINTRIM et al.,
1997). O interesse pela ecologia destes microrganismos comecou a aumentar a partir do
isolamento de arquéias nos mais diversos ambientes, como ambiente marinho (DeLONG, 1992;
MASSANA et al., 1997), solos (UEDA; SUGA; MATSUGUCHI, 1995; BINTRIN et al., 1997;
TREUSCH et al., 2004) e sedimentos de agua doce (MacGREGOR et al., 1997). Embora estes
microrganismos sejam hoje amplamente estudados, segundo 0 site
http://wit.integratedgenomics.com/GOLD, existem apenas 32 genomas completos de Archaea
seqiienciados, um nimero bastante inferior ao de Bacteria, com 554 genomas completos. Estes
nimeros demonstram a necessidade de um estudo mais amplo deste importante grupo de

microrganismos.

Solos e sedimentos estdo entre os mais complexos de todos os habitats microbianos. A
diversidade microbiana dos solos sempre foi considera como alta, mas a primeira tentativa para
quantificar essa diversidade somente foi reportada apds 1990, com os trabalhos de Torsvik;
Goksoyr e Daae (1990) e Amann; Ludwig e Schleifer (1995). Segundo os autores, apenas uma
pequena fracdo dos organismos na natureza (0,1% a 10% do total da populacdo), € cultivavel
através do uso de técnicas microbioldgicas de rotina (TORSVIK; GOKSOYR; DAAE, 1990;
AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995). Desta forma, apesar de intensamente estudada, a
diversidade microbiana do solo por técnicas de cultivo era muito pouco conhecida. Esse cendrio
comecou a mudar em 1980 quando Torsvik publicou o primeiro protocolo de extragdo de DNA
de amostra de solo (TORSVIK, 1980). Os avangos na area de biologia molecular permitem a
identificagdo independente de cultivo de nimero abrangente de espécies microbianas, incluindo
aquelas fastidiosas ou ndo passiveis de cultivo, as quais dificilmente seriam identificadas pelos

métodos convencionais.

Outro grande impacto foi devido ao uso de seqiiéncias de rDNA como ferramenta na
classificagdo microbiana a partir de amostras ambientais. O uso de marcadores moleculares para
investigar a estrutura e¢ a diversidade de comunidades microbianas por meio de analises

comparativas de seqiiéncias do DNA ribossomal vem possibilitando o desenvolvimento de
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metodologias para o estudo destes organismos. Em 1977, Woese e Fox publicaram o trabalho
sobre o uso de seqiiéncias do 16S rRNA para a reconstrucao da “arvore da vida” (WOESE; FOX,
1977). Em 1987, Carl Woese publicou seu trabalhou sobre o uso de crondmetros filogenéticos,
principalmente o 16S rDNA, o que mudou o rumo da taxonomia de procariontes, demonstrando
que o 16S rDNA seria extremamente tutil na afiliacdo filogenética de bactérias em espécies,
géneros ¢ familias (WOESE, 1987), e seu uso foi prontamente incorporado a taxonomia

polifasica (STACKEBRANDT; GOEBEL, 1987).

Entre os trés DNA ribossomais existentes (5S, 16S/18S, e 23S/28S), o 16S rDNA tornou-
se o marcador mais amplamente utilizado. A escolha do 16S rDNA decorreu do fato dele
apresentar todas as caracteristicas necessarias a um marcador molecular ideal. Primeiramente,
estes genes uma distribuicdo universal, uma vez que todos realizam sintese de proteinas
ribossomais. Portanto, os genes rDNA s3o muito antigos e tém sido usados para derivar
filogenias universais da vida (WOESE; KANDLER; WHEELIS, 1990; PACE, 1997). Possuem
conservadas a estrutura e a fungao entre os faxa e tamanho suficiente que permite o aparecimento
de divergéncias na seqiiéncia. Ainda, a estrutura primaria possui uma alternincia entre regides
mais e menos conservadas permitindo a investigagdo de um amplo espectro de distancias
filogenéticas, desde o nivel de dominio até¢ o nivel de espécie (LUDWIG; SCHLEIFER, 1994).
Além disso, as moléculas de rDNA, sendo os componentes principais da estrutura dos
ribossomos, sdo muito abundantes nas células, tornando possivel a identificacdo individual de
uma célula em comunidades microbianas complexas, ou possiveis reunides, por técnicas de
hibridizacdo in situ, com moléculas de rDNA marcado e sondas de oligonucleotideos. Por fim, o
grande ntimero de seqiiéncias do gene 16S rRNA disponiveis atualmente(=190 mil seqiiéncias
segundo o Ribosomal Database Project-1I rdp.cme.msu.edu), favorece ainda mais o uso desse

gene como marcador molecular filogenético por permitir uma vasta gama de comparagdes.

Além das seqiiéncias de DNA ribossomal, outras regides do genoma também podem ser
utilizadas para andlises de diversidade e estrutura de populagdes, bem como estudos
filogenéticos. Estudos com genes funcionais t€ém demonstrado potencial como marcadores
moleculares. Para as arquéias metanogénicas, o gene mcr tem sido apontado como um bom
marcador molecular, por ser unico e ubiquo dentre as metanogénicas (ALLMANSBERGER et

al., 1986; BOKRANZ et al., 1988; WEIL et al., 1988; HALES et al., 1996; LUTON et al., 2002).
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Além disso, eficiente para estudos filogenéticos, ja que aparentemente este gene evoluiu de um

ancestral comum (THAUER, 1998).

Essas seqiliéncias com regides conservadas (16S rDNA e mcr) permitem o
desenvolvimento de iniciadores e sondas que possibilitam a amplificagdo ou identificagdo de
seqiiéncias até o nivel de espécies. Iniciadores para o estudo de populagdes metanogénicas tem
sido desenhados para amplificar varias regides do 16S rDNA. Alguns iniciadores permitem a
amplificagdo de todos os organismos do Dominio Archaea (MOYER et al., 1998; EMBLEY et
al., 1992; LUEDERS; FRIEDRICH, 2002), enquanto outros sdo especificos para metanogénicas
(MARCHESI et al., 2001). Outros iniciadores para identificagdo de metanogénicas t€ém sido
desenhados para amplificar a subunidade A do gene mcr (HALES et al., 1996; SPRINGER et al.,
1995; LUTON et al, 2002).

Viérias técnicas moleculares baseadas na amplificacdo enzimdtica por PCR tém sido
concebidas e utilizadas. A técnica de ARDRA (“Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis”) ou PCR-RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) explora o uso de
oligonucletideos iniciadores universais para amplificar as seqiiéncias do rDNA de arquéias e
bactérias, seguidas pela digestdo com enzimas de restri¢do para se determinar a diversidade e
para identificar/classificar os isolados ao nivel de género e algumas vezes ao nivel de espécie
(LOUWS et al., 1999). As variagdes nos nucleotideos do DNA devidas a mutagdo, delecao,
inser¢do ou inversdo podem ser detectadas se ocorrem num dos sitios de corte das enzimas de
restricdo. A técnica gera dados do tipo “fingerprinting” que podem ser usados para andlises
numéricas ou qualitativas. A limitacdo dessa técnica pode estar relacionada a presenca de
diferentes seqiiéncias de ITS (Intergenic Spacer) numa mesma espécie, dificultando
posteriormente o entendimento dos resultados. O ARDRA permite que diferentes padrdes de

bandas sejam acumulados em bases de dados de dominio publico e comparados com facilidade.

Em 1995, Hiraishi; Kamagata e Nakamura aplicaram a técnica de ARDRA para a
diferenciagdo de trés espécies metanogénicas, Methanogenium bourgense, Methanogenium
barkeri e Methanothrix soehngeii, utilizando oito enzimas de restricdo. Foi a primeira utilizagdo
desta técnica com espécies metanogénicas (HIRAISHI; KAMAGATA; NAKAMURA, 1995).
Desde entdo, esta técnica tem sido amplamente utilizada para estudos de identificagdo

(SPRINGER et al., 1995; JEANTHON et al., 1999; WRIGHT; PIMM, 2003), e diversidade de
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arquéias metanogénicas (FERNANDEZ et al., 2000, WHITBY et al., 2004; LOMANS et al.,
2001; McHUGH et al., 2003; SHERIDAN; MITEVA; BRENCHLEY, 2003; SIZOVA et al.,
2003; KIM et al., 2005).

Wrigtht e Pimm (2003) realizaram um estudo extensivo de identificagdo de arquéias
metanogénicas pela restricdo dos produtos de amplificagdo do gene 16S rRNA. Os autores
testaram 55 enzimas de restrigdo em 82 espécies metanogénicas. Das 55 enzimas avaliadas, os
melhores resultados foram observados com Alul, Mael, Sau3Al e Haelll, sendo esta ultima
considerada como a mais eficiente, devido ao niimero de sitios de clivagem, padrdo de restri¢ao
de cada espécie e nimero de espécies diferenciadas. Os autores concluiram que esta técnica

consiste de um método simples e rapido para a identificacao de espécies metanogénicas.

Além do gene 16S rRNA, o gene mcr também ¢ utilizado em estudos de restrigdo pela
técnica de ARDRA. Galand et al. (2005), apds a construcdo de biblioteca de clones pela
amplificacdo do gene mcrA realizaram a clivagem das seqliéncias com a enzima Mspl. De acordo
com o padrdo de restri¢do, as seqiiéncias foram agrupadas, e cada grupo foi considerado um UTO
(Unidade Taxondmica Operacional). A partir dos UTOs obtidos, os autores calcularam a
abrangéncia de cobertura, estimativa de riqueza e diversidade da bibliotecas de clones, mostrando

o potencial da técnica de ARDRA para estudos de diversidade de microrganismos.

A disponibilidade atual da capacidade de seqiienciamento de DNA em larga escala em
varios laboratorios do mundo permite ainda o desenvolvimento de estudos de gendmica
ambiental, ou metagendmica, nos quais fragmentos grandes de DNA sdo clonados e
seqiienciados. A andlise de comunidades microbianas através do seqiienciamento de clones de
16S rRNA que se baseia na amplificacdo de um fragmento especifico do 16S rDNA, a partir do
DNA metagendmico, utilizando-se iniciadores especificos, clonagem desses produtos de PCR ou
“amplicons” em vetores apropriados e seqiienciamento dos insertos (AMANN; LUDWIG, 2000;
McCAIG; GLOVER; PROSSER, 1999).

As seqiiéncias geradas a partir do seqlienciamento de 16S rDNA representam uma grande
quantidade de dados que precisam ser processadas com auxilio de algoritmos especificos que
podem ser utilizados para diferentes tipos de andlises (LAMBALIS et al., 2005). Informagdes
geradas a partir do seqiienciamento de genes de 16S rRNA, podem ser comparadas com

seqliéncias depositadas em bancos de dados publicos (GeneBank do NCBI), para determinacao
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do organismo com seqiiéncia mais similar e suas possiveis fungdes no solo (CURY, 2006), e o
Ribossomal Database Project II, o qual permite a determinagdo das relagdes filogenéticas das
seqiiéncias de16S rDNA obtidas com seqiiéncias depositadas. O RDP obtém as seqiiéncias de
rDNA mensalmente a partir do Banco de Dados de Seqiiéncia Internacional (GenBank/ NCBI).
Essas seqiiéncias sdo alinhadas com seqiiéncias gerais de rDNA através de um modelo que
incorpora informacdes sobre a estrutura secunddria da molécula, aumentando a sua
confiabilidade. O RDP possui também um sistema de classificagdo taxonomica (RDP Hierarchy),
que segue a proposta do manual Bergey’s, no qual os principais niveis taxondmicos em ordem
decrescente sdo: Dominio, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género ¢ Espécie. A comparagao do
Banco de dados do RDP feita pelo programa Classifier utiliza um sistema de pareamento de
palavras combinado com uma estatistica Baesyana (COLE et al., 2005). O programa Classifier
tem como objetivo fornecer uma classificagdo taxondmica inicial para a seqiiéncia submetida e
requer um alinhamento prévio dessa seqiiéncia com as seqii€ncias disponiveis no RDP Hierarchy.
A comparacdo entre bibliotecas metagendmicas, pode ser feita pelo programa S-LibShuff
(http://www.plantpath.wisc.edu/fac/joh/S-LibShuff.html), que determina as dissimilaridades entre
duas ou mais bibliotecas de 16S rDNA, e determina se as comunidades as quais elas representam

sdo estatisticamente diferentes.

A diversidade e a estrutura de comunidades microbianas sdo normalmente analisadas com
base no grau de similaridade entre seqiiéncias de 16S rDNA, as quais serdo agrupadas em
unidades taxondmicas operacionais (UTO) ou filotipos (NUBEL et al., 1999; Stach et al., 2003).
Normalmente seqiiéncias de 16S rDNA com similaridade maiores do que 97% sdo consideradas
da mesma espécie, maiores que 95% do mesmo género e, maiores que 80% do mesmo filo
(BORNEMAN; TRIPLETT, 1997; NUBEL et al., 1999; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005). O
programa DOTUR (Distance Based OTU and Richness Determation) ¢ um programa de
alinhamento utilizado para definir UTOs em um conjunto de seqii€éncias. Contudo, a estimativa
da diversidade baseada em UTOs deve ser cautelosamente interpretada, j& que os niveis de

similaridade entre as seqiiéncias de rDNA 16S para defini¢do de UTOs ndo sdo consensuais.

Para estimar a riqueza de espécies microbianas em amostras ambientais sdo utilizados
métodos paramétricos e nao-paramétricos (BOHANNAN; HUGHES, 2003; GASTON, 1996;
CHAO; SHEN; HWANG, 2006; SHEN; CHAO; LIN, 2003). Modelos paramétricos sao muito

eficientes para avaliar a abundancia relativa de UTOs em amostras relativamente grandes.
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Portanto, este método ¢ recomendado para estimar diversidade de microrganismos que sdo
dominantes necessitando de grandes quantidades de dados para suportar os modelos de
abundancia. J& os métodos ndo-paramétricos foram desenvolvidos para estimar diversidade a
partir de pequenas amostras da comunidade considerando as espécies raras, presentes uma ou
duas vezes por amostra ¢ ndo depende do conhecimento prévio do tipo de distribuicdo de

freqii€éncia de ocorréncia dos microrganismos (KEMP; ALLER, 2004; CHAO, 2006).

Os estimadores nao-paramétricos mais utilizados para avaliar a diversidade de espécies
microbianas sdo o Chaol e ACE (Abundance-Based Coverage Estimator). O primeiro utiliza o
nimero de espécies raras para estimar a riqueza de UTOs (BOHANNAN; HUGHES, 2003,
CHAO, 2006), considerando os filotipos que aparecem uma ou duas vezes dentro de uma
biblioteca determinada. O segundo separa as espécies em grupos raros e abundantes e somente os
grupos raros sdo utilizados para estimar a diversidade ndo-conhecida (CHAO; LEE, 1992),

estimando o numero total de filotipos em um ambiente.

. Objetivos
. Objetivo geral:

— Estudar a comunidade de arqueias metanogénicas presentes em solos de varzea e terra
firme na regido de Santarém, PA, por métodos de isolamento e cultivo e técnicas

moleculares.
. Objetivos especificos:

— Isolar e identificar microrganismos metanogénicos presentes em solos de varzea e

terra firme, na regido de Santarém, PA;

— Detectar a presenca dos microrganismos metanogénicos ao longo dos perfis de terra

firme, na regido de Santarém, PA, através e potencial da producdo de metano;

— Identificar a comunidade arquéias presentes em solos de varzea, na regido de
Santarém, PA, a partir da constru¢do de bibliotecas gendmicas pelo seqilienciamento

parcial do gene 16S rRNA de Archaea.
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2.2 Material e Métodos

Para a realizagdo de todos os experimentos foi utilizado como in6culo solo proveniente da
Amazonia Oriental, dos municipios de Santarém e Belterra (PA). Para uma melhor compreensao,

a Figura 4 traz um diagrama explicativo dos experimentos realizados e técnicas empregadas.

Construcgdo de
Coleta do Solo bibliotecas de 16S
\l/ rRNA de solo de Varzea

Enriquecimento e verificagdo do potencial de produgio de
metano (Meio de cultivo liquido + fontes de carbono)

Cromatografia Gasosa - Determinagdo de Metano

PURIFICACAO:
Diluicdes Seriadas
Roll Tube

Subcultivo Meio de cultivo

* Determinagao do Metano
+ Diferenciagdo morfoldgica

das colonias
ISOLAMENTO:

Roll Tube <

Subcultivo Meio de cultivo liquido

Extra¢dao de DNA

Amplificacdo dos genes IRNA 16S e mcrA

|

Clonagem, Analise de Restrigdo (ARDRA) com
as enzimas Haelll e Hindlll

|

Seqiienciamento e Analise das Seqiiéncias

Figura 4 - Diagrama dos experimentos de diversidade, cultivo, isolamento e caracterizagdo de arquéias
metanogénicas
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2.2.1 Descrigao geral da area de estudo

Localizacao. As areas de estudo estdo localizadas na regido centro-oeste do Para, na Meso-regidao
do Baixo Amazonas, nos municipios de Santarém e Belterra. A cidade de Santarém ¢ um dos
principais centros de desenvolvimento do Estado do Par4, e a de maior importancia economica da
regido do Baixo Amazonas. O municipio de Belterra foi emancipado de Santarém em 1995, tendo

a maior parte de seu territorio inserido na Floresta Nacional do Tapajos - FLONA do Tapajos.

Clima. A regido encontra-se sob caracteristicas gerais de clima quente imido. As temperaturas
médias, maximas e minimas anuais oscilam, respectivamente, entre 25 e 26°C, 30 e 31°C e 21 e
23°C. Os indices pluviométricos apresentam valores anuais oscilantes em torno de 2.000 mm,
com distribuicao irregular durante os meses, mostrando a ocorréncia de dois periodos nitidos de
chuvas, com o mais chuvoso abrangendo o periodo de dezembro a junho, concentrando em mais
de 70% a precipitagio anual (OLIVEIRA JUNIOR; CORREA, 2001). O clima da regido,
segundo a classificagdo de Kdppen ¢ do tipo Am (clima megatérmico, tropical umido), com
temperatura média do més mais frio acima de 18°C e com estagdo seca sob influéncia das
mongdes (PEREIRA et al., 2002). O tipo Am pertence ao dominio de clima tropical caracterizado
por apresentar precipitacdo total anual elevada e moderado periodo de estiagem. Segundo o
sistema de Thornthwaite, os tipos B3ra ‘a’ e B2ra ‘a’ caracterizam-se por elevados indices de
umidade, sendo o B3 na ordem de 67% e o B2 na ordem de 52%, com pequena deficiéncia
hidrica (r). A’ simboliza clima megatérmico e a’ baixa concentragdo de verdo estacional

(EMBRAPA, 1983).

A Figura 5 mostra a precipitacdo mensal determinada na Estacdo Micrometereologica

Belterra no PA, referente ao periodo entre abril de 2003 e junho de 2006.
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Figura 5 - Valores (mm) da precipitagio mensal medida pela estagdo micrometereologica Belterra no PA, referentes
ao periodo entre abril de 2003 e junho de 2006

Relevo e solos. Na regido ¢ possivel constatar varias formas de relevo com seus respectivos graus
de dissecacdo, solos e cobertura vegetal (RODRIGUES et al., 2001). Os principais solos
identificados no Planalto de Belterra sdo os Latossolos Amarelos, Argissolos Amarelos, os
Neossolos Quartzarénicos, os Neossolos Fluvicos e os Gleissolos (RODRIGUES et al., 2001).
Encontra-se também o Latossolo Amarelo Distréfico himico com horizonte A htimico e textura

arenosa a muito argilosa, oriundos de sitios arqueoldgicos, como a Terra Preta e a Terra Mulata.

2.2.2 Amostragem
Foram coletadas amostras de solo em nove pontos, sendo eles denominados:
e Varzea (Gleissolo): varzea 1, varzea 2 e varzea 3.

e Terra firme (sitios arqueoldgicos e areas adjacentes): Terra Preta 1 e adjacente, Terra

Preta 2 e adjacente, Terra Mulata e adjacente;

A amostragem foi feita em quatro profundidades para cada ponto: 0-20, 20-40, 40-70 e

70-100 cm, compreendendo 36 amostras e 3 repeti¢des.



50

Para a coleta, escavaram-se trincheiras de 1x1x1 metros. Tubos de PVC de 1”7 e de
comprimento 25 cm foram utilizados para realizar a coleta de solo. Os tubos foram inseridos
horizontalmente na trincheira, tendo posteriormente as extremidades tampadas com os caps e
seladas com fita adesiva (Figura 6). Este procedimento se fez necessario a fim de evitar a entrada
de oxigénio, uma vez que a pesquisa se destina ao isolamento de microrganismos anaerdbios
estritos (potencial de 6xido-reducao da ordem de -350mV). As amostras foram acondicionadas
em caixas térmicas com gelo e levadas ao laboratorio para as analises quimicas e

microbioldgicas.

(b)

Figura 6 - Amostragem do solo: a) Trincheira de coleta; b) tubos de PVC lacrados, contendo amostras de solo

As coletas de varzea foram realizadas na fazenda Cacoal Grande da EMBRAPA na
Amazonia Oriental - Nucleo do Médio Amazonas, Santarém (02° 23' 20" S e 54° 19' 39.5" W). O

solo ndo ¢ cultivado, embora, ocasionalmente, seja ocupado com a criacao de bufalos (Figura 7a).

A Terra Preta 1 (TP1) foi coletada no municipio de Beterra (02° 27° 13.8” S e 54° 54°
41.17 W) e apresenta horizonte A antropogénico de cerca de 30 cm de profundidade, com
passagem abrupta para o horizonte B Latossolico. No local encontra-se um pomar de frutiferas,
com predominio de mangueiras, mas nao ¢ cultivado ha cerca de 80 anos (Figura 7b). O solo
adjacente amostrado, encontrado acerca de 100 m da TP1, ¢ um Latossolo Amarelo textura muito

argilosa, sob mata natural.
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A Terra Preta 2 (TP2) foi coletada proxima a Praia de Ponta de Pedras, em Santarém.
(Figura 7c). Apresentava escurecido bastante profundo, ocupando toda a profundidade amostrada
(1m). Encontra-se sob mata natural, com solo nunca cultivado. O solo adjacente, também sob
mata natural, apresentava coloragdo bastante escura, embora significativamente mais clara que a

Terra Preta.

A Terra Mulata (TM) foi amostrada no municipio de Belterra (02° 36’ 46” S e 54° 56’
32.1” W) apresentava horizonte A antropogénico bastante escuro, embora ndo seja classificada
como Terra Preta. Este horizonte apresenta cerca de 50 cm de profundidade, com passagem para
o horizonte B Latossolico suave. A mancha de Terra Mulata é bastante extensa, sendo encontrado

Latossolo Amarelo adjacente a cerca de 400 m do local de TM (Figura 7d).

Bi(b)

i)

Figura 7 - Vista das areas de coleta. (a) Varzea - Fazenda Cacoal Grande. (b) Pomar de Mangueiras em Terra Preta 1.
(c) Terra Preta 2 sob Mata. (d) Rogado em Terra Mulata
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2.2.3 Caracterizacao fisico-quimica do solo

Para fins de caracterizacao fisico-quimica dos solos foram realizadas as analises quimica e
fisica das 36 amostras avaliadas neste estudo (Tabela 3). Sao elas: Varzeas 1, 2 e 3; Terra Preta 1
e Adjacente, Terra Preta 2 e Adjacente, e Terra Mulata e Adjacente; nas quatro profundidades, 0-

20, 20-40, 40-70 e 70-100 cm. As analises foram feitas de amostras compostas de 3 repetigdes.

Tabela 3 - Caracteristicas fisicas das amostras de solo (Analises realizadas no laboratorio de

Solos da ESALQ/USP, Piracicaba, SP)

Amostra Profundidade (cm) Areia % Silte% Argila% Classe de Textura

VZ1 00-20 16 66 18 md-ar.
20-40 22 60 18 md-ar.
40-70 11 61 28 md-arg.
70-100 9 53 38 arg.
V72 00-20 12 58 30 md-arg.
20-40 10 64 26 md-arg.
40-70 14 62 24 md-arg.
70-100 11 47 42 arg.
vZ3 00-20 22 58 20 md-ar.
20-40 20 60 20 md-ar.
40-70 17 65 18 md-ar.
70-100 7 65 28 md-arg.
TP1 00-20 7 10 83 m.arg.
20-40 3 8 89 m.arg.
40-70 2 8 90 m.arg.
70-100 2 6 92 m.arg.
Ad. TP1 00-20 8 10 82 m.arg.
20-40 3 6 91 m.arg.
40-70 3 6 91 m.arg.
70-100 2 6 92 m.arg.
TP2 00-20 86 4 10 ar.
20-40 86 4 10 ar.
40-70 86 4 10 ar.
70-100 86 4 10 ar.
Ad. TP2 00-20 74 8 18 md-ar.
20-40 74 6 20 md-ar.
40-70 74 8 18 md-ar.
70-100 74 6 20 md-ar.
™ 00-20 32 23 45 arg.
20-40 32 23 45 arg.
40-70 14 17 69 m.arg.
70-100 13 16 71 m.arg.
Ad. TM 00-20 26 20 54 arg.
20-40 16 17 67 m.arg.
40-70 6 12 82 m.arg
70-100 2 10 88 m.arg.

Classes de textura: até 14% - arenosa: ar.; 15 a 24% - média arenosa:md-ar.; 25 a 34% - média argilosa: md-
arg.; 35 a 59% - argilosa: arg.; 60% ou superior - muito argilosa: m.arg. V1: Varzea 1, V2: Varzea 2, V3:
Varzea 3; TP1: Terra Preta 1; TP2: Terra Preta 2; TM: Terra Mulata; Ad.: Adjacente.



Tabela 4 - Caracteristicas quimicas das amostras de solo (Analises realizadas no laboratério de Solos da ESALQ/USP, Piracicaba, SP)

Amostra Profundidade pH M.O P K Ca Mg Al H+Al SB T VvV M B Cu Fe Mn Zn
(cm) CaCl, g dm’ mgdm® mmol, dm™................ % mgdm®............
VZ1 00-20 4,7 13 15 19 36 12 4 22 49,9 71,9 69 7 0,58 3,1 129 16,9 14
20-40 5,0 13 16 1,5 41 13 0 16 55,5 71,5 78 0 0,54 3,0 90 10,6 1,2
40-70 5,4 8 22 L3 40 17 0 15 58,3 73,3 80 0 0,58 2,5 71 8,6 1,0
70-100 5,5 12 9 14 58 27 0 16 86,4 1024 84 0 0,43 25 46 10,8 1,0
VZ72 00-20 4,5 9 10 57 28 13 5 22 46,7 68,7 68 10 054 36 180 219 14
20-40 5,4 7 12 23 47 22 0 13 71,3 84,3 85 0 0,50 2,6 62 122 1,2
40-70 5,4 8 5 05 43 22 0 12 65,5 71,5 85 0 0,52 25 49 6,4 0,8
70-100 5,5 8 4 05 42 25 0 16 67,5 83,5 81 0 045 2,0 53 7,5 1,0
VZ3 00-20 5,7 12 11 109 71 30 O 12 11,9 1239 90 0 0,48 24 57 151 1,3
20-40 6,0 10 13 1,2 75 33 0 10 109,2 1192 92 0 0,21 1,7 27 8,4 0,9
40-70 5,7 9 11 0,8 76 32 0 10 108,8 1188 92 0 0,44 20 27 6,6 0,8
70-100 6,1 11 11 08 70 31 0 11 101,8 1128 90 0 043 2,0 30 7,7 0,9
TP1 00-20 5,6 37 7 05 40 10 O 58 50,5 108,5 47 O 0,53 03 55 2,1 0,4
20-40 4,8 17 2 02 22 5 1 38 27,2 65,2 42 4 0,56 0,2 32 0,7 0,2
40-70 4,7 14 1 0,1 13 5 3 31 18,1 49,1 37 14 057 0,1 19 0,2 0,2
70-100 4,4 9 1 0,1 4 2 5 25 6,1 31,1 20 45 0,54 - 5 - 0,1
Ad. TP1 00-20 4,0 33 4 04 4 2 15 80 6,4 86,4 7 70 0,78 0,1 85 0,6 0,3
20-40 4,1 20 1 0,2 3 1 16 58 4,2 62,2 7 79 0,67 0,1 40 0,4 0,3
40-70 4,2 15 1 0,1 2 1 11 47 3,1 50,1 6 78 0,56 - 17 0,2 0,2
70-100 43 10 1 0,1 1 1 10 34 2,1 36,1 6 83 0,53 - 5 - 0,1
TP2 00-20 34 51 4 0,3 1 1 28 150 2,3 1523 2 92 - 0,1 155 0,4 0,2
20-40 4,1 23 1 0,1 1 1 15 64 2,1 66,1 3 88 0,41 0,1 27 0,2 0,1
40-70 4,2 18 1 0,1 2 1 10 42 3,1 45,1 7 76 0,45 0,1 12 0,2 0,1
70-100 4,2 13 1 0,1 1 1 9 34 2,1 36,1 6 81 0,54 0,1 14 0,2 9,2
Ad. TP2 00-20 3.9 32 4 0,3 1 1 20 88 2,3 90,3 3 90 0,57 0,2 71 0,5 11,0
20-40 4,1 19 1 0,1 1 1 13 47 2,1 49,1 4 8 058 0,1 25 0,3 1,1
40-70 4,0 21 2 0,2 1 1 14 58 2,2 60,2 4 8 054 0,1 27 0,2 0,1
70-100 4,2 13 1 0,1 1 1 10 38 2,1 40,1 5 83 1,23 0,1 20 0,2 0,1
™ 00-20 5,1 60 72 05 78 23 0 34 101,5 1355 75 0 0,62 02 39 1,2 0,6
20-40 52 47 74 02 47 31 0 38 78,2 1162 67 O 041 02 36 0,8 2,3
40-70 5,0 26 10 02 28 12 0 42 4,2 82,2 49 0 0,44 0,1 40 0,2 0,2
70-100 5,1 20 9 0,1 28 12 0 38 40,1 78,1 51 0 0,50 0,1 33 0,2 0,1
Ad. TM 00-20 4,4 60 1 02 10 4 10 80 14,2 94,2 15 41 0,45 - 21 0,4 -
20-40 4,4 30 2 0,1 13 5 10 64 18,1 82,1 22 36 0,54 - 23 0,2 0,1
40-70 4,1 26 1 0,1 2 1 15 72 34 75,1 4 83 0,52 - 19 0,1 -
70-100 4,6 15 1 0,1 1 1 11 47 2,1 49,1 4 84 049 - 8 0,1 -

SB: Soma de Bases; T: CTC pH 7,0; V: Saturagdo por Bases; M: Saturagdo por Aluminio. V1: Varzea 1, V2: Varzea 2, V3: Varzea 3TP1: Terra Preta 1; TP2: Terra Preta 2; TM: Terra Mulata; Ad.:

Adjacente

€S
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2.2.4 Cultivo de microrganismos anaerobios estritos

O cultivo das arquéias metanogénicas foi feito no Laboratério de Microbiologia
Ambiental (ICB/USP), utilizando-se uma variacao do sistema de distribuicao simultanea de gases
(EDWARD; McBRIDE, 1975) para o cultivo de anaerdbios estritos, como proposto por Vazoller
(1995). O sistema de distribuigdo simultdnea de gases ¢ composto por tubos de cobre que
conectam os cilindros de gases utilizados no cultivo de microrganismos anaerébios (nitrogénio
puro e as misturas de nitrogénio:didoxido de carbono 70:30 e hidrogénio:didxido de carbono
80:20) a um sistema de distribuicdo com 4 saidas de fluxo reguldvel. A escolha do tipo de gas ¢
feita por um conjunto de valvulas e, no trajeto para as saidas, os gases passam por uma coluna
purificadora (CG Analitica), contendo um catalisador aquecido a 300°C, para retirar tragos de
contaminagdo por oxigénio. As saidas sdo acopladas a um mandmetro e também possuem
conexdo para aplicacdo de véacuo, importante para os procedimentos de troca de atmosfera dos

frascos de cultura (Figura 8) (NAKAYAMA, 2005).

Assim como na microbiologia geral, a pesquisa de microrganismos anaerdbios estritos
envolve procedimentos de preparo e inoculacdo de meio de cultivo, repiques em meio novo e
transferéncias das culturas para novos frascos, realimentacao das culturas e retirada de amostras
para analises diversas. Contudo, os procedimentos adotados requerem o controle constante da
atmosfera das culturas, a pré-redugao e redugao dos meios de cultura e solugdes e a “lavagem” do
material com nitrogénio durante o manuseio das culturas, para evitar a contaminacao dos cultivos
com oxigénio atmosférico. Os equipamentos e procedimentos principais de microbiologia de
microrganismos anaerobios estritos sdo descritos a seguir. Essas praticas encontram-se descritas

em detalhes por Vazoller (1995) e Nakayama (2005).

2.2.5 Equipamentos

Sistema de Distribuicdo Simultinea de Gases. O objetivo do sistema de distribuicao
simultdnea de gases ¢ a manutencdo de condigdes de anaerobiose nos frascos utilizados nos
trabalhos experimentais. O sistema consiste de uma canalizacdo com 4 saidas de gases
simultaneas e controle de fluxo por valvulas de agulha. Em cada saida, ¢ instalada uma
mangueira com cerca de 30 cm, apropriada para gases, em que na extremidade contriria ¢é

instalada uma seringa de 3 mL. Nas seringas com sistema de travas sdo fixadas agulhas com 1
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mm de didmetro. A pressdo dos gases ¢ regulada por manometros na saida dos cilindros de gases.
Uma bomba de vacuo opera na mesma linha de distribui¢do dos gases, o que permite a lavagem
da atmosfera dos frascos antes da introducdo do gas desejado (VAZOLLER, 1995). O sistema

atualmente implantado e empregado foi descrito em Nakayama (2005).

Coluna Catalitica. A coluna catalitica visa a remocao de tragcos de oxigénio presentes nos gases
utilizados para cultivo de anaerdbios estritos. A coluna consiste por um cilindro de cobre com
cerca de 20 cm de didmetro, internamente preenchido por pedagos de cobre. O cilindro ¢
revestido por amianto e inserido em uma caixa de ago, com sistema de aquecimento elétrico até
300°C. A entrada de gases na coluna ¢ feita por uma canula de cobre ligada aos cilindros. Outra
canula de cobre liga a saida dos gases da coluna catalitica ¢ entrada no sistema de distribuicao

simultanea de gases (VAZOLLER, 1995).

Figura 8 - Sistema de distribuicdo simultdnea de gases — Laboratorio de Microbiologia Ambiental ICB-USP. (1)
Sistema de valvulas para selegdo dos gases de trabalho (N, , N,:CO, 70:30% ou H,:CO, 80:20%); (2)
Coluna removedora de tragos de oxigénio; (3) Saidas de fluxo regulavel, acopladas ao mandémetro ¢ com
valvula e (4) conexdo para a bomba de vacuo
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2.2.6 Meios de cultivo e solucoes estoque

Todo o preparo dos meios de cultura e das solugdes estoque utilizadas nos cultivos
anaerdbios devem ser realizados visando a remocao do oxigénio € a manuten¢ao de um estado
pré-reduzido. Nesta fase, utiliza-se como indicador de potencial de 6xido-reducdo a resazurina,
para garantir as condi¢des exigidas de anaerobiose. A resazurina tem a cor rosa quando oxidada e
se torna incolor em potenciais abaixo de -100mV. A prepara¢ao dos meios de cultura reduzidos
exige a utilizacao de frascos bem fechados, a fim de garantir o isolamento da atmosfera. Por isso,
os frascos sdo fechados com tampas de borracha de butila e lacrados com lacres de aluminio, ou
ainda tampados com batoques de butila e fechados com tampa de rosca. Além de assegurar um

fechamento eficiente, os frascos de cultura devem ser resistentes a pressdo, uma vez que oS

procedimentos de esterilizagdo em autoclave devem ser feitos com os frascos ja lacrados.

Meio de Cultivo Basal — Zinder. O meio basal Zinder (ZINDER; KOCH, 1984) foi utilizado
nos ensaios de enriquecimento, nas dilui¢des seriadas e para o “Roll-Tube”, visando o isolamento
de arquéias metanogénicas. O meio de cultivo foi preparado pela dissolu¢ao dos componentes em
agua destilada previamente fervida por 5 minutos para a expulsdo do oxigénio na ordem
apresentada na Tabela 5. Apdés homogeneizagdo dos componentes, o meio foi fluxionado com
atmosfera de nitrogénio (100%) durante 20 minutos. Ainda sob fluxo desse gés, o meio foi
distribuido em frascos de antibiotico de 100 mL e 30 mL, em volumes necessarios para os
respectivos ensaios. Em seguida, os frascos foram fechados com tampas de borracha de butila e
lacrados com selo de aluminio para garantir as condi¢des anaerobias do meio. Os frascos foram
autoclavados a 120°C por 20 minutos e estocados em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A
preparacao e distribuicdo do meio de cultivo foram realizadas de acordo com as técnicas de

manipulagdo de anaerobios estritos, descritos detalhadamente por Vazoller (1995).

Tabela 5 - Composi¢ao do Meio Basal Zinder

Componente Quantidade ou Concentracio
NH,Cl 05¢g
KH2P04 0,4 g
MgCl,.6H,0 0,1g
CaCl,.2H,0 0,05¢
Solugdo de Resazurina 0,1 % m/v 1,0 mL
Solugdo Tragos de Metais 10,0 mL
Solugdo de Vitaminas 1%
Agua Milli-Q q.s.p 1000 mL

Fonte: ZINDER; KOCH.(1984)
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Meio Rondonia. Um outro meio de cultivo utilizado neste trabalho foi o0 Meio Rondonia. Este
meio possui a mesma composi¢do do meio Zinder (Tabela 5), diferindo apenas na composicao da
solucao Traco de Metais, ja que no meio Ronddnia a solucdo traco de metais ¢ a descrita por

Vazoller (1995) (Tabela 6).

Solucio Traco de Metais. A solucdo traco de metais foi preparada adicionando-se
primeiramente o Tritriplex III na agua destilada. O pH foi ajustado para 7,0 com uma solu¢ao de
KOH 10 N. Posteriormente foram acrescidos os demais componentes, descritos na Tabela 4. A
solugdo foi fluxionada por nitrogénio 100% por 20 minutos, distribuida em frascos Duran,
tampadas com tampas de borracha de butila e lacradas com selo de aluminio. Apds a

esterilizagdo, por autoclavagem, a solugdo foi estocada sob refrigeracao e ao abrigo da luz.

Tabela 6 - Composi¢do da solugdo Traco de Metais Vazoller (1995), utilizada no meio de cultivo

Rondonia, e a solugao Trago de Metais Zinder, utilizada no meio de cultivo Zinder

Solucio traco de metais Vazoller Zinder
Reagentes Quantidade

Acido nitrilotriacético (NTA)  1,5¢g 45¢
FeS0O,.7H,0 0,556 g 0,556 g
MgSO, 0,244 ¢ --

MnSO4.H,O 05¢g 0,086 g
Na,MoO, 0,2043 g 0,01 g (Na,M004.2H,0)
Na,WO0.2H,0 0,24 ¢ --

Na,SeO; 0,15¢ -
NiCl,.6H,O* 0,1g 0,02 g
CoCl,.6H,0* 0,1g 0,17 ¢g
ZnS0,4.7H,0 0,lg 021¢g
CuS0,.5H,0 0,01 g --

AIK(S0y), 0,0054 g --

H;BO; 0,01 g 0,19¢g

Agua Milli-Q q.s.p. 1000 mL g.s.p. 1000 mL

Fonte: VAZOLLER (1995) e ZINDER; KOCH (1984).

Solu¢ao Redutora de Sulfeto de Sodio 5% e Solucdo de Cisteina/Sulfeto. Para a reducao do
meio de cultivo foram utilizadas as solu¢des redutoras de cisteina /sulfeto e redutora de sulfeto de

sodio 5%. A solugdo redutora de sulfeto de sédio 5% foi preparada pela dissolucdo de 5 g de
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Na,S. 9H,0 em 100 mL de 4gua destilada previamente fervida e sob atmosfera de nitrogénio
(100%). Por tratar-se de um sal altamente higroscopico, anteriormente a pesagem a umidade do
sal era retirada em filtro de papel. A solugdo foi fluxionada com nitrogénio (100%) durante 10
minutos, e distribuida sob frascos de antibidtico de 30 mL sob fluxo do mesmo gés. Os frascos
foram imediatamente fechados com tampas de borracha de butila, lacrados com selo de aluminio
e autoclavados a 120°C durante 20 minutos. Apos a esterilizagdo, os frascos foram armazenados

a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

A solugao redutora de cisteina/sulfeto foi preparada pela dissolucdo de 3,1 g cisteina HCI.
6H,0 em 100 mL de agua destilada previamente fervida e sob fluxo de nitrogénio (100%). O pH
foi corrigido para 9,5 com solugdo NaOH (3N). Em seguida, 3,1 g de NaS.9 H,O (sulfeto de
sodio) foram adicionadas e o volume completado para 250 mL com agua destilada previamente
fervida e medida em baldo volumétrico. O fluxo de nitrogénio foi mantido por 15 minutos para
garantir a anaerobiose. A solucao foi entdo distribuida sob fluxo de nitrogénio (100%) em frascos
de antibidtico. Posteriormente, os frascos foram autoclavados (121°C por 20 minutos) e

estocados a temperatura ambiente.

Soluc¢ao de resazurina. A solugdo de resazurina 0,1% ¢ uma solucao indicadora do potencial de
oxido-reducao do meio de cultivo, ou seja, indicadora de anaerobiose. Para o preparo, 0,1g de
resazurina era diluida em 100 mL de 4gua destilada, e armazenada sob refrigeracdo (4°C), em
frasco ambar. A solugdo ndo era esterilizada, j4 que era adicionada ao meio Zinder antes da

autoclavacao.

Solu¢does de bicarbonato de sédio 10% e vitaminas. Devido a sensibilidade as altas
temperaturas, as solucdes de bicarbonato de sédio e vitaminas (VAZOLLER, 1995) foram
esterilizadas a frio por filtragdo rapida pelo sistema Millipore em membrana de 0,22 um de
porosidade, em condi¢des de assepsia. Todo o material utilizado na preparagao dessas solucoes

foi previamente esterilizado por autoclavagem a 120 °C durante 20 minutos.

A solugdo de Bicarbonato de Sodio 10% foi preparada para a manutencdo do pH pela
dissolugdo do respectivo sal em agua destilada previamente fervida e sob atmosfera de nitrogénio
(100%). A solugdo foi fluxionada por esse géas durante 10 minutos, esterilizada por filtracao
rapida em sistema Millipore com membrana de 0,22 um, e distribuida sob frascos de antibiotico

de 30 mL, sob fluxo de nitrogénio (100%). Os frascos foram imediatamente fechados com
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tampas de borracha de butila, lacrados com selo de aluminio e armazenados a temperatura

ambiente na auséncia de luz.

A solucao de vitaminas para o crescimento de arquéias metanogénicas foi preparada pela
dissolugdo dos componentes descritos na Tabela 7, em 4gua destilada previamente fervida
durante 5 minutos para expulsao do oxigénio, e sob fluxo de nitrogénio (100%). A solugdo foi
esterilizada por filtragdo através do sistema Millipore com membrana de 0,22 pm. O frasco
coletor foi imediatamente submetido ao fluxo de nitrogénio 100% e borbulhado por esse gas
durante 20 minutos. Em seguida, distribuiu-se a solu¢do em frascos Duran de 250 mL, fechada
com batoques de butila e lacradas com roscas plésticas. Os frascos foram envolvidos com papel

aluminio e armazenadas sob refrigeragao a 4°C.

Tabela 7 - Composi¢ao da solugdo de vitaminas para crescimento de arquéias metanogénicas

Quantidade
Reagente (g/L 4gua destilada)
Biotina 0,002
Acido Félico 0,002
Tiamina. HC1 0,005
Riboflavina 0,005
Acido Nicotinico 0,005
Pantotenato de Calcio 0,005
Pridoxina. HCI 0,010
Vitamina B12 0,0001
Acido Lipoico 0,005

Solugdo de acetato de sodio. A solugdo de acetato de sodio foi preparada pela dissolucao de 16,4
g de acetato em 100 mL de dgua destilada previamente fervida. A solucdo foi borbulhada pelo
gas nitrogénio (100%) por 20 minutos. A seguir, aliquotas de 20 mL foram distribuidas em
frascos de antibidtico de 50 mL sob fluxo de nitrogénio (100%), tampadas com tampas de
borracha de butila, lacradas com selo de aluminio e esterilizadas por autoclavagem (120°C por 20

minutos) e armazenada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Solucio de formiato de sédio. A solucdo foi preparada pela dissolugdo de 5,19 g de formiato de
sodio em 50 mL de agua destilada previamente fervida. A solucdo foi borbulhada pelo gas
nitrogénio (100%) por 20 minutos. A seguir, aliquotas de 10 mL foram distribuidas em frascos de

antibidtico de 30 mL sob fluxo de nitrogénio (100%), tampados com tampas de borracha de
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butila, lacradas com selo de aluminio e esterilizadas por autoclavagem (120° por 20 minutos). A

solucdo foi armazenada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Solu¢ao de metanol. A solucdo de metanol foi preparada pela adi¢ao de 20 mL de metanol
(99,9%) em 100 mL de 4gua destilada. A 4gua destilada foi borbulhada com nitrogénio (100%)
durante 15 minutos, distribuida em aliquotas de 9,2 mL em frascos de antibiotico. O metanol foi
borbulhado por nitrogénio (100%) por 3 minutos. Ambos foram lacrados e esterilizados por
autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos. Apos a esterilizagao, aliquotas de 0,8 mL do metanol

foram transferidas sob condi¢des de assepsia para os frascos contendo a agua destilada.

Solu¢do do antibidtico vancomicina. Para auxiliar na purificacdo de culturas de arquéias
metanogénicas foi empregada uma solucdo 0,025% de vancomicina hidrocloridrica. A
vancomicina foi diluida em 4gua destilada, esterilizada por filtracdo em sistema Millipore com
membrana de 0,22 pm e estocada sob refrigeragdo e ao abrigo da luz. Anteriormente a sua
utilizagdo, a solugdo foi fluxionada por 5 minutos com nitrogénio (100%) com auxilio do sistema

Millipore com membrana de 0,22 pm.

2.2.7 Isolamento e cultivo de arquéias metanogénicas

Para isolar os microrganismos metanogénicos estdo sendo empregados os ensaios de
enriquecimento das amostras, dilui¢do seriada, obtencdo de coldnias isoladas pela técnica de

Roll-Tube e subcultivos e em meio liquido.

2.2.7.1 Ensaio de enriquecimento e potencial de produciao de metano

Foram utilizados tubos de antibidtico de 100 mL, com 45,5 mL de meio Zinder. Antes das
adi¢des realizou-se a troca de atmosfera dos frascos estocados sob atmosfera de nitrogénio
(100%). Para a troca de atmosfera, o nitrogénio foi retirado com bomba de vacuo, e
imediatamente foi inserida a mistura gases N,:CO; (70:30%), pelo sistema de distribuicao
simultanea de gases. O procedimento de retirada de nitrogénio e adi¢do de N,:CO; foi repetido
por 3 vezes, durante 20 segundos cada etapa. Em seguida, os frascos eram despressurizados com
agulha hipodérmica. Apds a troca de atmosfera os meios de cultivo foram suplementados com

vitaminas, solu¢do tamponante de bicarbonato de sédio 10%, solugdes redutoras de cisteina-
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sulfeto e sulfeto de sodio, além das fontes organicas formiato, acetato e metanol (10 mM),
utilizando seringas estéreis de 1 mL. A manipulacdo dos frascos sempre foi realizada sob
condigdes de assepsia, em que as tampas dos frascos lacrados e estéreis eram flambadas com uma
gota de alcool. Apds a adigcdo da solucdo redutora esperava-se a mudanga da coloragdo do meio
pela resazurina, para entdo, proceder a inoculagdo com seringas estéreis. Para a inoculagdo, o
frasco contendo o meio completo foi aberto ¢ imediatamente colocado sob fluxo de N;,:CO,
(70:30%). A seguir, adicionou-se 1g de solo. O frasco foi fechado imediatamente com tampa de
borracha de butila e lacrado com selo de aluminio. Foi feita uma nova troca de atmosfera,
conforme descrito anteriormente. Os frascos foram entdo agitados vigorosamente durante 20
minutos e incubados a 30°C. A dosagem do gas metano foi realizada a cada periodo de 10 dias,

por cromatografia gasosa (item 2.2.8).

2.2.7.2 Ensaio de dilui¢ao seriada

A inoculacdo das culturas foi feita em triplicatas de diluigdes seriadas decimais em
frascos de antibidtico de 30 mL, contendo 9 mL do meio de Zinder acrescido de vitaminas,
bicarbonato a 10%, solugdo redutora e fontes de carbono. A atmosfera dos frascos de antibidtico
com meio Zinder (nitrogénio 100%) foi trocada para N,:CO;, (70:30%), conforme descrito
anteriormente. Apds a troca de atmosfera, os meios de cultivo foram suplementados com as
solugdes de bicarbonato de sdédio, vitaminas, fontes organicas e redutoras, utilizando seringas
estéreis de 1 mL. Em uma das repeti¢des, adicionou-se 0,2 mL da solu¢ao de antibidtico
vancomicina, previamente fluxionada por 20 minutos com nitrogénio (100%). Foi transferido 1
mL do cultivo do ensaio de enriquecimento em que foi detectada presenca de metano para os
frascos de antibiotico contendo 9 mL do meio Zinder completo, e agitou-se até¢ homogeneizar a
amostra. Transferiu-se 1 mL da diluicdo 10™" para outro frasco de antibidtico contendo 9 mL do
meio Zinder completo, obtendo assim, a dilui¢do 10™. Agitou-se. Transferiu-se 1 mL da diluigdo
102 para outro frasco de antibiotico contendo 9 mL do meio Zinder completo, obtendo assim, a

dilui¢do 107, Agitou-se. Em seguida, as culturas foram incubadas em estufa a 30 °C.
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2.2.7.3 Isolamento das culturas metanogénicas pela técnica do Roll-Tube

Para o preparo dos frascos com meio sélido utilizou-se frascos de antibidtico de 100 mL
Foram pesados 0,2 g de agar bacterioldgico e transferidos para os frascos mantidos sob fluxo de
N, (100%). Transferiu-se 9, 3 mL de meio basal Zinder para perfazer um volume total de 10 mL.
Imediatamente os frascos foram tampados com tampa de borracha de butila, lacrados com selo de
aluminio e autoclavados por 20 minutos a 121°C. Assim que foram retirados da autoclave, os
frascos foram colocados em banho-maria a 57°C. Foi entdo realizada a troca de atmosfera para
H,:CO; (80:20%). A suplementacdo do meio de cultivo foi feita com vitaminas, solucdo tampao
de bicarbonato de so6dio 10% e solugdao redutora de sulfeto de sodio, além de 10 mM de cada

fonte organica estudada formiato, acetato e metanol.

Ao final das adicdes, procedeu-se a inoculagdo com o meio ainda liquido, utilizando-se
0,2 mL de in6culo. Apos a inoculacdo, os frascos foram deitados rapidamente e transferidos para
uma bacia com gelo, onde foram girados rdpida e incessantemente, até que se observasse a
formacao de uma pelicula de dgar na parede do frasco. Os frascos foram entdo retirados do gelo e
mantidos na posi¢ao horizontal por 5 minutos até que o agar se solidificasse totalmente, ¢ foram

incubados invertidos a 30°C.

2.2.7.4 Transferéncia de culturas do roll-tube para subcultivo em meio liquido

Para a transferéncia das colonias selecionadas e a serem purificadas, foram preparados
previamente tubos de ensaios para anaerdbios do tipo HUNGATE® da Bellco® Glass Inc.,
contendo meio basal Zinder sob atmosfera de N, (100%), fechados sob pressurizagdo. Apos a
troca de atmosfera para H,:CO; (80:20%), o meio de cultivo foi suplementado com solugdo de
vitaminas, bicarbonato de sodio 10%, solu¢do redutora de sulfeto de sddio, e as fontes organicas
formiato, acetato e metanol (10 mM). As purificagdes foram feitas em duplicata, sendo que em
uma das réplicas foi adicionado o antibiotico vancomicina. As colonias foram coletadas com o
auxilio de uma pipeta Pauster de ponta afilada e curva, e transferidas para o meio liquido. Em
seguida, as culturas foram incubadas em estufa a 30 °C. A dosagem do gas metano foi realizada

apos a visualizagdo de turbidez no meio.
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2.2.7.5 Repiques de subcultivos em frascos de antibiotico de 100 mL

Foram utilizados tubos de antibidtico de 100 mL, para um volume final de 50,0 mL. Nos
frascos contendo 42,0 mL de meio Rondonia realizou-se a troca de atmosfera de nitrogénio
(100%), para a mistura de gases H,:CO; (80:20%), pelo sistema de distribuicdo simultanea de
gases. Apds a troca de atmosfera o meio de cultivo foi suplementado com vitaminas, solucao
tamponante de bicarbonato de sddio 10%, solucdes redutoras de cisteina-sulfeto e sulfeto de
sodio, as fontes organicas formiato, acetato e metanol (10 mM), além de extrato de levedura (10
mM), utilizando seringas estéreis de 1 mL. Para a inoculagdo, utilizou-se 10% do volume final de
inoculo. Como inoculo, foram utilizados 5,0 mL dos culturas de crescimento nos subcultivos em
frascos HUNGATE®. Foi feita entdo uma nova troca de atmosfera, e os frascos foram incubados
a 30°C. A dosagem do gas metano foi realizada por cromatografia gasosa (item 2.2.8). Apos as
dosagens de metano e retirada de aliquotas para microscopia e extracdo de DNA, os meios de
cultivo foram novamente suplementados com vitaminas e fontes organicas, e reduzidos, quando

necessario.

2.2.8 Determinacio da concentracio de metano por cromatografia gasosa

O monitoramento da produgdo de metano das culturas foi feito pela determinagdo, por
cromatografia gasosa, da % do gas metano produzido na atmosfera livre do sistema. As analises
cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo a gis modelo HP6850A com detector de

ionizacao de chama (FID).

Os frascos de cultura tiveram suas tampas flambadas e foram agitados para a liberagao do
metano para o espago livre. Para a inje¢@o da atmosfera dos frascos no cromatdgrafo utilizou-se
seringa de vidro, com volume de 1 mL, e sistema de valvula Pressure-Lok, da marca Precision
Analytical Syringe (Figura 9). A seringa foi inserida na tampa e lavada com a atmosfera do
frasco por 5 vezes. Apos a lavagem, 0,3 mL da atmosfera do frasco foi retirada e injetada

rapidamente no cromatografo.

—= i)

Figura 9 - Seringa de amostragem de gas
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2.2.9 Caracterizacao morfologica das culturas metanogénicas

A caracterizagdo microbiana foi realizada ao longo do experimento de enriquecimento e
purificacdo, utilizando-se microscopio de fase e fluorescéncia para observar as morfologias
celulares predominantes e detectar a presenca de arquéias metanogénicas (que fluoresce sob luz
UV, devido a enzima F420, emitindo luz azulada quando expostas ao comprimento de onda na

faixa do ultravioleta).

Microscopia otica. As laminas utilizadas para detec¢ao de autofluorescéncia e observacao das
morfologias celulares foram preparadas sob condicdes de assepsia. As laminas foram observadas
em microscopio marca Zeiss, modelo Axiovert S100, com camera CCD Hamamatsu, cuja
fotografia é processada através do software KS400 Imaging System 3.0. Primeiramente as
laminas foram percorridas em contraste de fase, de forma que as morfologias celulares possam
ser observadas. Para visualizagdo de autofluorescéncia nas amostras utilizou-se luz UV e filtro
Dapi, que permite passagem de comprimento de onda de 365 nm e de 397 nm para excitacdo, de

modo que as células autofluorescentes ficam azuis.

Microscopia eletronica de varredura. Para a observagdo das células por microscopia eletronica
de varredura utilizou-se o protocolo descrito por Schneider et al. (2005), com algumas
adaptacdes. Para a coleta das células, aliquotas do meio de cultivo foram retiradas com o auxilio
de seringas estéreis de 1 mL e filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,22 um. As
células foram fixadas com uma solucdo de glutaraldeido 2%, em tampao cacodilato 0,05 M, pH
7,2, por 10 minutos, e em seguida foram lavadas e tratadas com tampao 1% OsOy por 1 hora, por
duas vezes. As células foram desidratadas em séries graduais de etanol (25, 50, 75, 95, e 100%),
lavadas uma vez com hexamethyldisilazina, e secas durante toda a noite a temperatura ambiente.

Em seguida, foram cobertas com ouro e carbono, e observadas em microscopio.

2.2.10 Identificacao de arquéias metanogénicas cultivadas por técnicas moleculares
2.2.10.1 Extracao do DNA genomico das culturas

A extragdo do DNA genomico das arquéias metanogénicas foi realizada de acordo com
Massana et al. (1997) com algumas adaptagdes. Foram centrifugados 5 mL de cultura por 10
minutos a 13.000 RPM. Em seguida, dispensou-se o sobrenadante. As células foram

ressuspendidas em 900 pL de tampdo de lise (EDTA 40 mM; TRIS HCI pH 8,0 50 mM; sacarose
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0,75M) em tubos de eppendorf de 2 mL. Apds, adicionou-se lisozima (concentragdo final de 1
mg/mL), e ressuspendeu-se com a pipeta, ja que a lisozima ndo deve ir ao vortex. Incubou-se em
banho-maria a 37°C por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado SDS (concentrac¢ao final de 1%)
e proteinase K (concentracdo final de 0,5 mg/mL), homogeneizando-se por inversdo dos tubos
gentilmente. Novamente incubou-se em banho-maria a 55°C pelo periodo de 2 horas. A fase
aquosa foi extraida com fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1). A amostra foi
homogeneizada devagar e depois centrifugada a 13.000 RPM por 7 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo eppendorf. Esta etapa foi repetida 2 vezes. Novamente extraiu-se a
fase aquosa, agora com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Depois de homogeneizada, a
amostra foi centrifugada a 13.000 RPM por 7 minutos. Todo o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo eppendorf. A precipitacdo do DNA gendmico foi feita pela adicao de 0,1 volume
de NaCl 5 M e 2 volumes de etanol absoluto gelado. As amostras ficaram incubadas durante toda
a noite a -20°C. Depois deste periodo, foram centrifugadas a 12.000 RPM por 15 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet e as paredes do tubo foram lavadas com etanol 70%
gelado. O pellet foi ressuspendido e centrifugado a 12.000 RPM por 10 minutos a 4°C. O etanol
foi dispensado cuidadosamente. O pellet foi seco no concentrador de DNA e ressuspendido em
20 pL de agua ultra pura esterilizada. A documentagdo do gel foi feita pelo programa “Multi
Analyst” do “Fluor-S™ Multimager” (Biohad, Hercules, California, E.U.A.). Como padrio de
tamanho de DNA foi utilizado o marcador molecular A Hind. O material foi armazenado a

temperatura de -20°C até o momento da proxima analise.

2.2.10.2 Amplifica¢ao do gene mcrA

Para detectar a presenca das arquéias metanogénicas utilizou-se o par de iniciadores MLf
(5’-GGTGGTGTMGGATTCACACARTAYGCWACAGC-3’) e MLr (5°-
TTCATTGCRTAGTTWGGRTAGTT-3") (LUTON et al., 2002), adquirido da empresa IDT —
Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville — IA, EUA, a fim de amplificar especificamente
uma regido de aproximadamente 470 pb do gene mcrA. A amplificacdo foi feita em solugdo
contendo 2,5 uL de tampao para PCR 10 X, 0,2 mM de cada dNTP (0,5 pL), 3,0 mM de MgCl2
(1,5 pL), 10 ng de DNA (1 pL), 5 pmol de cada iniciador (1 puL), 1 U de Tag DNA polimerase

recombinate (Gibco) (0,2 pL), dgua ultrapura esterilizada para um volume final de 25 pL. As
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condi¢des de reagdo foram 30 ciclos de 96°C por 15 segundos, 55°C por 30 segundos e 72 °C por
5 minutos, acordo com o protocolo de Luton et al. (2002). A verificagdo do tamanho dos
amplicons resultantes foi feita por comparacdo com o padrao de 100 pb, apos corrida
eletroforética a 90 V por 35 minutos, em gel de agarose 1%. A documentacao do gel foi feita pelo

programa “Multi Analyst” do “Fluor-S™ Multimager” (Biohad, Hercules, California, E.U.A.).

2.2.10.3 Amplificacdo do gene 16S rRNA

A amplificacdo do gene 16S rDNA de Archaea, foi realizada com os iniciadores
ARCH21f (5> TTC YGG TTG ATC CYG CCR GA 3’) e ARCH958r (5 YCC GGC GTT GAN
TCC AAT T 3°) (MOYER et al., 1998) — da empresa IDT — Integrated DNA Technologies, Inc.,
Coralville — TA, EUA, para amplificar especificamente uma regido de aproximadamente 937 pb
do gene 16S rRNA. A amplificagdo foi feita em solugdo contendo: 2,5 pL de tampdo para PCR
10 X, 0,2 mM de cada ANTP (0,5 pL), 3,0 mM de MgCI2 (1,5 pL), 10 ng de DNA (1 pL), 5
pmol de cada iniciador (1 uL), 1 U de Tag DNA polimerase recombinate (Gibco) (0,2 uL), agua
ultrapura esterilizada para um volume final de 25 pL. As condi¢des de reacdo foram 95°C por 5
minutos, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto; e 72°C
por 10 minutos. A verificacdo do tamanho dos amplicons resultantes foi feita por comparagao
com o padrao de 100 pb, apds corrida eletroforética a 90 V por 35 minutos, em gel de agarose
1%. A documentagio do gel foi feita pelo programa “Multi Analyst” do “Fluor-S™ Multimager”

(Biohad, Hercules, Califérnia, E.U.A.).

2.2.10.4 Purificacdo do produto de PCR

Todo o volume do produto de PCR (25 uL) foi transferido para tubos eppendorf de 500
puL. Foram adicionados 60 puL de isopropanol 100% e 20 pL de agua ultrapura esterilizada, e
agitada vigorosamente (vortex). Em seguida, as amostras foram incubadas por 2 horas a -20°C.
Apo6s o periodo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, por 25 min, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado totalmente com micropipeta (P 200).
Adicionou-se 250 pL de etanol 70% (diluido em agua ultrapura imediatamente antes de usar), e
agitou-se (vortex). A seguir, centrifugou-se a 14.000 rpm, por 5 min, a temperatura ambiente. O

sobrenadante foi totalmente descartado com micropipeta (P 200 e P 10). As amostras foram secas
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no concentrador de DNA por 10 min. Os pellets foram ressuspendidos em 30 pL de agua
ultrapura esterilizada. A qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose 1%. O restante foi

armazenado a -20°C.

2.2.10.5 Mini-bibliotecas de clones do gene 16S rRNA

Clonagem. Os fragmentos amplificados e purificados do gene 16S rRNA (itens 2.3.10.3 e
2.3.10.4) foram clonados em vetor p-GEM-T (Promega), segundo as instrugdes do fabricante. A
reacdo de ligacdo dos produtos de PCR ao plasmidio pGEM-T-Easy foi feita utilizando-se
tampao de ligacao rapida 1X (30 mM de Tris-HCI pH 7,8, 10 mM de MgCl,, 10 mM de DDT,
ImM de ATP e 5% de polietileno glicol - PEG) e 3 U de T4 DNA ligase. Esse material foi
incubado a 4°C durante toda a noite.

Transformacao. O vetor p-GEM-T contendo o inserto foi utilizado para transformar células de
Escherichia coli linhagem DHS5a por choque térmico. Na transformagdao 10 pL do produto de
ligacdo e 50 pL de suspensdo de células competentes foram misturados em microtubo e

incubados no gelo por 30 minutos. Apds esse periodo, a solu¢dao foi submetida a um choque

térmico por incubagdo a 420C por 30 segundos em banho-maria. As células de E. coli foi
adicionado 1mL de meio SOC e incubadas por 60 minutos em agitador a 37°C. Apos o tempo de
recuperacdo, as amostras foram plaqueadas em meio LB-agar contendo ampicilina (50 pgmL™") e
X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactoside) como substrato para a enzima 3-galactosidase
nas concentragdes de 250 pg/mL e 30 pg/ml, respectivamente. Em seguida as placas foram
incubadas na estufa a 37°C durante 16 horas. As colonias contendo o plasmideo recombinante
(brancas) foram coletadas aleatoriamente com o auxilio de palitos de madeira e inoculadas em 1

mL de meio LB liquido contendo ampicilina (50 pgmL™), a 38°C, sob agitacdo, durante 22 horas.

Extracao do DNA Plasmidial. O meio foi centrifugado a 4.000 rpm por 6 minutos a 20°C, para
sedimentar as cé¢lulas. O pélete resultante foi lavado com GTE (25 mM de Tris-HCI pH 8,0, 10
mM de EDTA pH 8,0, e 50 mM de glicose). Apos descartar o sobrenadante, foram adicionados
80 puL de GTE; em seguida, as células foram ressuspendidas por agitacdo. Em uma uma micro-
placa de fundo U (tipo Elisa) contendo 2,5 pL de RNAse em cada cavidade (10 mg.mL™"), foram

trasferidos 60 puL de cada suspensdo de células. A cada pogo da placa foram adicionados 60 pL
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de solucdo de lise (NaOH 0,2 mol/L e SDS 1%). A placa foi selada, misturada por inversdo e
incubada em temperatura ambiente por 10 min.. Em seguida, foram adicionados 60 pL de solucao
contendo 3M de acetato de potassio, 10 % de acido acético glacial e misturou-se por inversao. A
placa foi deixada 10 minutos a temperatura ambiente e entdo incubada aberta em estufa a 90°C
por 30 minutos. Apos esse tempo, a placa foi resfriada em banho de gelo por 10 minutos e
centrifugada por 4 minutos (4000 rpm, 20°C). O sobrenadante foi entdo coletado e transferido
para uma placa de 96 pogos Millipore (MAGV N22), fixada sobre uma placa de fundo “V” de
250 pL e o conjunto centrifugado (sem a tampa) por 4 minutos a 4000 rpm, a 20°C. Ao filtrado
que passou para a microplaca adicionaram-se 110 uL de isopropanol e em seguida centrifugou-se
por 45 minutos a 4000 rpm. O precipitado de DNA foi entdo lavado com 200 pL de etanol 70%.
Centrifugou-se novamente a 4.000 rpm, por 5 min, a 20°C. Apos o descarte do sobrenadante,
inverteu-se a placa sobre papel absorvente e centrifugou-se 900 rpm, por 3 min, a 20 °C. Apds
secar durante 1 hora a temperatura ambiente, 0 DNA foi ressuspendido em 40 pL de dgua ultra

pura, durante toda a noite, e armazenado a -20°C.

2.2.10.6 Analise de Restricado do DNA Ribossomal (ARDRA)

As reagdes de digestdo foram realizadas utilizando-se aproximadamente 500 ng do

produto de PCR resultante da amplificagdo do gene 16S rRNA de Archaea, 1,8 pL do tampao da
-1 -1
enzima, 0,4 pL da enzima de restricdo (10 U puL ), 0,15 pL de solugdo BSA 10 uL pg , em

volume final de 18 pL. As reag¢des foram incubadas a 37 C por 3 horas. Todo o produto de PCR

foi analisado em gel de agarose 2%, utilizando como padrdo de tamanho de DNA o marcador
™
molecular 100 BP DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies). O gel foi documentado através
™
do programa “Multi Analyst” do “Fltior-S  Multimager” (BioRad, Hercules, California, E.U.A).

Abaixo se encontram descritas as enzimas de restricdo (endonucleases) utilizadas neste

estudo, com suas respectivas seqiiéncias de corte:
- Haelll: 5> GG | CC 3

-Hindlll: 5> A|AGCT1T 3
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Para confirmar os resultados de restri¢do obtidos com a técnica de ARDRA, realizou-se
uma analise de restrigdo in silico, utilizando a ferramenta NEBcutter do site REBASE

(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php).

2.2.10.7 Seqiienciamento do gene 16S rRNA

Para o seqiienciamento utilizou-se uma aliquota de 200 ng de DNA plasmidial. Ao DNA
plasmidial foram adicionados 5 pmoles.uL™" do iniciador T7 ou SP6 (para cada reagdo), 2 pL de
“DYEnamic ET Terminador” (Amersham Biosciences), 2 pL. de tampao de dilui¢do (200 mM
Tris-HCI pH 9,0 ¢ 5 mM MgCl,.6H,0) e 4gua ultra pura para um volume final de 10 pL. A
amplificacdo foi realizada nas seguintes condigdes: 30 ciclos de 20 segundos a 95°C, 15
segundos a 50°C e 1 minuto a 60°C. Os produtos de PCR foram precipitados com uma solucao
de 2 pL de acetato de sodio 1,5 M ¢ EDTA 250 mM, ¢ 60 pL de etanol 100%. Apds boa
homogeneizagao, centrifugou-se a 4000 RPM por 45 minutos e lavou-se o pélete com 200 uL de
etanol 70%. Centrifugou-se 4000 RPM por 10 minutos, a temperatura ambiente. Apos o descarte
do sobrenadante, o pélete foi seco 40 °C, por 10 minutos, em bloco aquecedor e ressuspendido

em formamida. O sequenciador utilizado foi o ABI 3100 (Applied Biosystems).

2.2.10.8 Analise filogenética das seqiiéncias

As seqiiéncias foram analisadas através dos programas Phred/Phrap/Consed em sistema
operacional Linux (EWING; GREEN, 1998; EWING et al.,, 1998; GORDON; ABAIJIAN;
GREEN, et al., 1998) para a formagao dos contigs. As seqiiéncias consensus de cada individuo
foram analisadas e editadas removendo as bases de baixa qualidade (<20). As seqiliéncias foram
analisadas pelo BLASTn contra a base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information, website http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A classificagdo taxondmica das seqiiéncias
foi realizada pelo RDP Classifier utilizando o nivel maximo de restri¢do (Confidence threshold:
95%). A construgdo e visualizacdo da arvore filogenética foram realizadas com o auxilio do
programa Mega 3.1 (KUMAR; TAMURA; NEI, 2004). O alinhamento das seqiiéncias foi
realizado através do programa Clustal W 1.8 (http://www.ebi.ac.uk/index.html) (THOMPSON;
HIGGINS; GIBSON, 1994). O ajuste das extremidades das seqiiéncias de DNA, de forma que
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todas elas tivessem o mesmo numero de bases e estivessem completamente alinhadas foi
realizado manualmente. Para o célculo da significancia estatistica da similaridade entre as
seqiiéncias foi utilizada uma re-amostragem para 1000 replicagdes (SWOFFORD et al., 1996). O
método de distancia “Neighbor Joining” (SAITOU; NEI, 1987) baseado no modelo Kimura-2
(KIMURA, 1980) foi usado na construcao da arvore filogenética.

2.2.10.9 Analise da diversidade de Archaea do solo por biblioteca genomica
2.2.10.9.1 Extracdo do DNA gendmico total do solo

Para a extragdo do DNA gendmico total das amostras de solo, utilizou-se o kit “Ultra
Clean—Soil DNA KitTM, Mo Bio Laboratories, conforme instrugdes do fabricante. Primeiramente
adicionou-se 500 mg de amostra de solo ao tubo contendo solucdo Bead, e homogeneizou-se
(vortex) gentilmente. Entdo, adicionaram-se 60 pl da Solugdo 1 do kit e homogeneizaram-se as
amostras, invertendo os tubos varias vezes. Em seguida, as amostras foram incubadas a 70° C por
10 minutos. Apds este periodo, adicionaram-se 200 pl de Solugdo IRS (Solugdo de Remocgao de
Inibidor) e as amostras foram submetidas a agitacdo (vortex) na velocidade maxima por 10
minutos. As amostras foram centrifugadas a 9.700 RPM por 30 segundos. O sobrenadante (400-
450 pl) foi transferido para um novo tubo do Kit. Foram adicionadas as amostras 250 pL de
Solugdo 2 e agitou-se (vortex) por 5 segundos. As amostras foram entdo incubadas a 4° C por 5
minutos. Apds a incubacdo, foram centrifugadas a 9.700 RPM por 1 minuto. Todo o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo do kit. 1.300 uL. da Solucdo 3 do kit foram
adicionados as amostras, que foram agitadas (vortex) por 5 segundos. Foram transferidos 700 pl
da amostra para o filtro do kit, e centrifugados a 9.700 RPM por 1 minuto. Ap6és o descarte do
liquido, repetiu-se o processo até que todo o sobrenadante tivesse passado pelo filtro.
Adicionaram-se 300 pl da solucdo 4 e centrifugou-se a 9.700 RPM por 30 segundos. Todo o
liquido do tubo foi descartado, e centrifugou-se novamente por 1 minuto. O filtro foi transferido
para um novo tubo do kit, e adicionou-se 50 pl da Solucao 5 no centro do filtro, centrifugando a
9.700 RPM por 30 segundos. O filtro foi entdo descartado e o tubo contendo o DNA foi

armazenado a -20° C.
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2.2.10.9.2 Bibliotecas de 16S rDNA

Amplificacdo e clonagem do gene 16S rRNA. Para a construgdo de bibliotecas de seqiiéncias
de16S rDNA de Archaea foram utilizados na PCR os iniciadores ARCH21f e ARCH958r
(MOYER et al., 1998), conforme descrito no item 4.2.3. Os fragmentos amplificados e
purificados foram clonados em vetor p-GEM-T (Promega), segundo as instrugdes do fabricante.

Transformacgao. A transformacgao foi feita por eletroporagdo, utilizando-se aliquotas de 40 pL
células competentes da estirpe IM109 de E. coli foram misturadas a 3 pL do sistema de ligacao a
ser eletroporado. A mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporacao de 0,2 cm (BioRad)
previamente resfriada e colocada na camara de eletroporagdo. As amostras foram submetidas a
um choque elétrico de 1,8 kV utlilizando o eletroporador GenePulser Il (BioRad). Os demais
procedimentos da transformacao bacteriana, coleta dos clones transformantes e extragdo do DNA

plasmidial encontram-se descritos em detalhes no item 4.8.5.

Seqiienciamento do gene 16S rDNA. Utilizou-se uma aliquota de 200 ng de DNA plasmidial, 5
pmoles.uL'1 do iniciador T7, 2 uL de “DYEnamic ET Terminador” (Amersham Biosciences), 2
pL de tampao de dilui¢dao (200 mM Tris-HCI pH 9,0 e 5 mM MgCl,.6H,0) e dgua ultra pura para
um volume final de 10 pL. A amplificag¢do foi realizada nas seguintes condicdes: 30 ciclos de 20
segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 1 minuto a 60°C. Os produtos de PCR foram
precipitados com uma solu¢do de 2 uL de acetato de sodio 1,5 M e EDTA 250 mM, e 60 pL de
etanol 100%. Apo6s boa homogeneizacao, centrifugou-se a 4000 RPM por 45 minutos e lavou-se
o pélete com 200 pL de etanol 70%. Centrifugou-se 4000 RPM por 10 minutos, a temperatura
ambiente. Ap6és o descarte do sobrenadante, o pélete foi seco 40 °C, por 10 minutos, em bloco
aquecedor e ressuspendido em formamida. O sequenciador utilizado foi o ABI 3100 (Applied

Biosystems).

2.2.10.9.3 Analise das seqiiéncias de 16S rDNA

Os cromatogramas gerados pelo seqiienciamento dos clones de rDNA 16S de Archaea
foram analisados através dos programas Phred/Phrap/Consed em sistema operacional Linux
(EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998), para
remocao de seqiiéncias do vetor e as bases de baixa qualidade. Somente seqiiéncias contendo

qualidade >20 (1 erro a cada 100 bases lidas) foram consideradas para analises posteriores. A
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afiliacdo taxonomica das seqiiéncias foi feita comparando-se as seqiiéncias de rDNA 16S com as
seqiiéncias depositadas no Ribossomal Database Project (http://rdp.cme.msu.edu), utilizando-se o

programa RDP Classifier (http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp).

O numero de Unidades Taxonomicas Operacionais (UTOs) foi determinados utilizando-se
o programa DOTUR (Distance Based OTU and Richness Determination) (SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2005). Para tanto, as seqiiéncias foram alinhadas utilizando o programa Clustal
X 1.83 (THOMPSON et al., 1997) com os parametros “gap-opening penalty” de 10.0 e “gap-
extention penalty” de 0.1. O alinhamento foi utilizado para calcular uma matriz de distancia
evolutiva através do DNADIST, programa do pacote PHYLIP 3.63, usando o algoritmo de

Jukes—Cantor.

As estimativas de riqueza de UTOs considerando distancia evolutiva de 0.01 e 0.03 para
defini¢do de UTOs, foram feitas pelo programa SPADE, utilizando métodos nao-paramétricos
ACE (Abundance-based Coverage Estimator) e Chaol. Os indices de diversidade de Shannon e
Reciproco de Simpson e a cobertura de amostragem também foram determinados utilizando-se o
programa SPADE As bibliotecas de 16S rDNA foram comparadas utilizando-se o programa S-
Libshuff (SINGLETON et al, 2001) (http:/www.arches.uga.edu/~whitman/libshuff.html), o qual
determina o nivel de probabilidade de duas bibliotecas diferentes entre si com base em curvas de

coberturas homologas e heterologas.
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2.3. Resultados e Discussao
2.3.1 Enriquecimento das amostras de solo e potencial de produciao de metano

O método de enriquecimento adotado tem-se mostrado adequado para o crescimento de
culturas metanogénicas. As fontes de carbono, bem como as concentracdes escolhidas foram
baseadas no trabalho de Vazoller (1995), por serem importantes para estimular a degradagado

anaerobia em todas as suas etapas.

O ensaio de enriquecimento do solo foi realizado a fim de estimular o crescimento
microbiano metanogénico. O meio de cultivo utilizado foi o meio basal Zinder acrescido de
vitaminas, solucdo tampao de bicarbonato de sddio 10% e solugdes redutoras de cisteina-sulfeto
e/ou sulfeto de sodio, além das fontes organicas precursoras diretas do metano, como formiato,
acetato e metanol (item 2.2.6, Material e Métodos). O meio de cultura foi descrito por Zinder em
Zinder e Koch (1984) para o desenvolvimento de culturas anaerdbias estritas, particularmente de
arquéias metanogénicas. Sua constitui¢do basica ¢ simples, contendo equilibradamente as fontes
de macronutrientes nitrogénio e fosforo (Tabela 5). A complementacdo com os demais
micronutrientes e fatores de crescimento ¢ determinada pela selecdo prévia da cultura alvo.
Assim, os organismos metanogénicos requerem uma série de vitaminas, minerais ¢ fontes de
enxofre bastante especificas, bem como sdo pobremente exigentes em relagdo a fonte de carbono,
necessitando em geral compostos de um carbono (GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000;
MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). A opcao, na presente pesquisa, pelo uso de fontes
acetotroficas e hidrogenotroficas em conjunto na etapa de enriquecimento das culturas foi
fundamental para promover o desenvolvimento da maioria dos grupos metanogénicos (REEVE et

al., 1997; GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000; MEUER et al., 2002).

As amostras de solo TP1 e Adjacente, TP2 ¢ Adjacente, TM e Adjacente, VZI1, VZ2 ¢
VZ3, nas profundidades 0-20, 20-40, 40-70 e¢ 70-100 cm foram inoculadas no meio de
enriquecimento como descrito, em um total de 36 frascos de enriquecimento. Como também
observado, as amostras foram inicialmente cultivadas sob atmosfera de N,:CO, (70:30), e apds
50 dias de incubacdo a atmosfera dos frascos foi substituida pela mistura gasosa de H,:CO,
(80:20). O objetivo da troca foi manter controlada a anaerobiose, visto que o hidrogénio ¢ um gas
utilizado pelas metanogénicas e, ao ser consumido, provoca vacuo na atmosfera livre do sistema

de reagdo. A formacdo do vacuo pode ser prejudicial aos cultivos, pois favorece a entrada de
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oxigénio nos frascos durante sua manipulagdo para dosagens cromatograficas do gas metano. O
ensaio de enriquecimento foi mantido até os 90 dias de incubacdo, e os 36 frascos de

enriquecimento foram analisados quanto a producao de metano em intervalos de 10 dias.

O enriquecimento da amostra VZ1 (Figura 10a) apresentou produ¢do de metano a partir
do 20° DI (dia de incubag@o), com aumento na porcentagem de metano até os 40 DI. Somente a
amostra coletada a profundidade de 0 a 20 cm apresentou producdo de metano ja a partir do 10°
DI, com aumento notavel do gas até o 30° DI, seguido por uma reducao abrupta no 40° DI. Apds
a alteragdo da atmosfera dos frascos de enriquecimento no 50° DI para H,:CO,, houve expressivo
aumento na producao do gas metano em todas as profundidades coletadas da amostra VZ1, e no
90° DI verificou-se a maior produ¢do na amostra coletada entre 0 e 20 cm, ou seja, cerca de 40%

de metano na atmosfera total do frasco de reacdo. As demais amostras apresentaram valores em

torno de 20 a 30%.

Nos cultivos VZ2 (Figura 10b) ocorreram aumentos progressivos de metano até o 40° DI,
exceto pela amostra obtida a 40-70 cm, a qual ndo apresentou produg@o do gés. Entretanto, apos a
alteracdo da atmosfera de todos os frascos no 50° DI, observou-se que a amostra 40-70 cm
respondeu positivamente, sendo que no 90° DI a composicdo do metano na atmosfera atingiu

valores elevados, em torno de 90%.

A amostragem no ponto VZ3 (Figura 10c) resultou em enriquecimentos com baixa
produgdo de metano até o 40° DI, particularmente das amostras coletadas nas profundidades 20 ¢
40 cm e 70 € 100 cm. Com a troca de atmosfera dos frascos no 50° DI, as duas amostras foram as

que apresentaram maior composi¢cao de gas metano na atmosfera dos frascos de reagdo no 90°

DI, em torno de 80%.

Os dados de producdao de metano mostram que a troca da atmosfera de N,:CO, para
H,:CO, foi fundamental para o crescimento metanogénico. Para o enriquecimento de arquéias
metanogénicas de amostras desconhecidas pode ser fundamental o emprego da atmosfera de
H,:CO,. Como ja foi comentado, as metanogénicas utilizam um nimero limitado de substratos,
sendo que a mistura de hidrogénio e didxido de carbono ¢é o substrato mais utilizado, e pode ser
assimilado por todas as metanogénicas, em todos os ambientes metanogénicos (BALCH et al.,

1979; REEVE et al., 1997; CONRAD, 1999). Embora a maioria das espécies hidrogenotroficas
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possa também utilizar o formiato para a formag¢do do metano (ZINDER, 1993; GARCIA;
PATEL; OLLIVIER, 2000), varias espécies metanogénicas sdo autdtrofas, ou seja, crescem
somente sob hidrogénio e didéxido de carbono, € seu crescimento ndo ¢ estimulado pela adicao de
fatores de crescimento ou suplementacdo de nutrientes, como vitaminas, extrato de levedura,
acidos graxos e outros (OREMLAND, 1988). Desta forma, a inclusdo de hidrogénio e didxido de

carbono no meio de enriquecimento favoreceu o crescimento de todos os tipos metanogénicos.

Embora em muitas varzeas de arroz e sedimentos de lagos, a degradacdo do acetato tem
sido demonstrada como a via preferencial para a metanogénese, sendo a acetogénese responsavel
por até 67% da producdo de metano (CONRAD, 1999), ja foi demonstrado que em varzeas de
arroz subtropicais que tenham sido corrigidos com matéria organica, as metanogénicas
hidrogenotroficas sao dominantes (ADACHI, 1999). Também em solos turfosos - “peat lands”, a
redu¢do do CO, ¢ considerada a principal via para a metanogénese. Neste ambiente, a via
hidrogenotrofica ¢ tdo dominante que outros precursores potenciais para a metanogénese, como o
acetato, podem at¢ mesmo se acumular (WHITICAR; FABER; SCHOELL, 1986; HINES;
DUDDLESTON, 2001). As varzeas de arroz, assim com os solos turfosos, possuem algumas
caracteristicas semelhantes aquelas encontradas nas varzeas amazdnicas estudadas, como a

sazonalidade de inundacao e acimulo de matéria organica.

Deve-se considerar também que o tempo requerido para o inicio da producdo de metano
foi necessario para a adaptacdo da microbiota. Como abordado anteriormente, na natureza as
metanogénicas sao dependentes da atividade de outros microrganismos anaerobios, devido
principalmente a suas necessidades de fontes orginicas bastante simples, gerando assim
consorcios microbianos que promovem a metanogénese (ZINDER, 1993; VAZOLLER, 1995).
Somente quando os substratos para a formagao do metano estdo presentes no ambiente anaerdbio,
porém, nao gerados pela atividade de outros microrganismos € que os metanogénicos se
desenvolvem independentemente (OREMLAND, 1988). Embora fosse este o caso do meio de
cultivo, que dispunha de fontes organicas precursoras diretas do metano, hd que se considerar a
adaptacdo da comunidade microbiana. Se em ambientes naturais a distribuicdo de espécies
metanogénicas ¢ inteiramente dependente de sua adaptacdo a variacdo de temperatura, pH e
salinidade (GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000), ¢ esperado que em meios de enriquecimento

ocorra 0 mesSmo.
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Figura 10 - Representagdo grafica dos valores em porcentagem atmosférica do gas metano em fungdo do tempo -
Ensaio de enriquecimento amostras VZ1 (a), VZ2 (b) e VZ3 (c)
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Nas amostras denominadas TP1 e adjacente (Figura 11a), a presenca de metano somente
foi observada no 80° DI, com exce¢do da amostra TP1 0-20 cm, que a partir da troca de
atmosfera no 50° DI apresentou producdo do gas. Nas amostras TP1 20-40 cm e adjacente 70-100
cm ndo ocorreu geragdo de metano durante todo o ensaio. A maior producdo de metano foi

observada na amostra adjacente TP1 na composicao de 20%.

Embora a maior parte dos estudos de metanogénicas nos solos tenha sido realizada em
varzeas de arroz, provavelmente elas sejam ubiquas nos solos (Le MER; ROGER, 2001). Ainda
que apresentando teores de metano inferiores aos encontrados nos solos de varzea (Figura 10), foi
detectada a produgdo de metano também na terra firme (Figura 11), comprovando a existéncia
das arquéias metanogénicas nestes ambientes. Tanto pH, quanto a quantidade de matéria
organica, a temperatura e a concentra¢cdo de nutrientes influenciam a atividade das metanogénicas
e a estrutura de sua comunidade (ZINDER, 1993). Desta forma, ¢ natural que a comunidade de
metanogénicas da terra firme tenha requerido um maior tempo de adaptagdo para crescimento ¢
producao de metano, visto que este ambiente ndo apresenta as condicdes preferenciais para a
metanogénese. A TP1 e adjacente, apesar de serem solos bastante densos, com alto teor de argila
(Tabela 3), o que dificulta a drenagem e gera micro- ambientes anaerobios, sdo solos
quimicamente pobres. A TP1 apresenta valores de pH variando de 4,4 a 5,6, ¢ Pde 1 a 7 mg dm’
3 e o solo adjacente pH 4,0 a 43, ¢ P de 1 a 4 mg dm™ (Tabela 4). Também nos solos, o
contetido nutricional constitui o fator mais determinante ao desenvolvimento microbiano. Ainda
que haja excesso de determinadas fontes de carbono como nutrientes, a caréncia de compostos
contendo fésforo ou nitrogénio provocara uma limitacdo do crescimento (BARBOSA; TORRES,

1999).

As amostras TP2 foram as que apresentaram os mais baixos valores de metano de todas as
amostras estudadas (Figura 11b). Os valores obtidos com todas as parcelas dos solos estudadas
foram relacionados a textura deste solo, pois ¢ um fator que afeta a producdo de metano. Solos
com elevados teores de argila sdo pobremente drenados e propensos a anaerobiose, o que
favorece a metanogénese (Le MER; ROGER, 2001). Ao contrario, solos de textura argilosa sao
bem drenados e de facil difusdo de oxigénio, ndo fornecendo o potencial de 6xido-redugdo
requerido para anaerobios estritos, particularmente de -350mV para as arquéias metanogénicas.
Também o pH da TP2 e adjacente estiveram em torno de 3,4 a 4,2 (Tabela 3), e as metanogénicas

possuem atividade otima em pH neutro ou ligeiramente alcalino (Le MER; ROGER, 2001),
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embora existam estudos de metanogénicas crescendo em ambientes dcidos como solos turfosos -
“peatlands” (GALAND, 2004), pantanos turfosos -“peat bogs” (HALES et al.,, 1996) e
serrapilheira em solos turfosos - “Sphagnum peat bog” (SIZOVA et al., 2003). Kotsyurbenko et
al. (2007) isolaram de um solo turfoso uma Methanobacterium sp. utilizadora de H,:CO,, em
meio de cultivo com pH 4,5. Contudo, a maioria das metanogénicas crescem em pH 6 (ZINDER,

1993).

Os enriquecimentos das amostras TM e adjacente (Figura 11c¢) resultaram em apenas 3
amostras positivas em oito para a producdo de metano. Os maiores valores de metano na
composi¢ao da atmosfera dos frascos de cultura foram determinados nas amostras TM 20-40 cm

com 35%, adjcente TM 20-40 cm com 28% e adjacente TM 40-70 cm com 12%.

Assim como nos solos de varzea, na terra firme o H,:CO, foi essencial para estimular a
atividade metanogénica. Em todos os cultivos de terra firme a metanogénese foi observada
apenas apOs a troca da atmosfera para H,:CO,. A utilizagdo da mistura gasosa em 4 partes de
hidrogénio para 1 parte de dioxido de carbono como substrato de crescimento das arquéias
metanogénicas ¢ indicado em fungdo da estequiometria da reagdo de formagdo do metano
(HUNGATE, 1969). Provavelmente nestas amostras, predominaram as metanogénicas
hidrogenotroficas, que oxidam o hidrogénio e reduzem o diéxido de carbono para a formagao do
metano (GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000). O diéxido de carbono ¢ utilizado como substrato
universal para a metanogénese e ¢ reduzido a metano pela presenca do hidrogénio como doador

de elétrons (CANHOS; VAZOLLER, 1999).

O crescimento metanogénico hidrogenotréfico em meios de enriquecimento foi
verificado também por Joulian et al. (1998), em seu trabalho de isolamento de metanogénicas em
varzeas de arroz. Os autores utilizaram em separado as fontes de carbono formiato, metanol,
acetato e a mistura de hidrogénio e didxido de carbono, e verificaram a dominancia das
hidrogenotroficas em 8 dos 13 solos estudados. Sizova et al. (2003), em enriquecimento de
metanogénicas de serrapilheira de solo 4acido utilizando em separado acetato, metanol e
hidrogénio e didéxido de carbono, somente observaram atividade metanogénica em H,:CO,. A
ampla distribuicao e dominancia das metanogénicas hidrogenotréficas pode ser entendida, ja que
do ponto de vista energético, a redugdo do CO, ¢ a reagdo mais favoravel, enquanto a reagdo

menos favoravel € a reacdo acetoclastica. Assim a pressdo da selecdo natural conduziu a evolugao
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de muitas mais espécies hidrogenotrdficas do que acetotréficas (GARCIA; PATEL; OLLIVIER,
2000).

Contudo, deve-se considerar que quando se trata de amostras ambientais desconhecidas, o
uso de todas as fontes de carbono deve ser considerado, evitando desta forma, privilegiar o
crescimento de um grupo metanogénico em detrimento a outro. Principalmente no caso de
amostras amazonicas, onde ndo ha conhecimento prévio das comunidades metanogénicas, ja que

este ¢ o primeiro estudo de isolamento de metanogénicas da Amazonia.

A atividade metanogénica no solo pode ser facilmente detectada porque a atividade ¢
diretamente relacionada a quantidade de metano produzida. Entretanto, as quantidades de metano
emitidas nem sempre sdo proporcionais a atividade metanogénica, porque as taxas da emissao
representam a quantidade de metano produzido em camadas andxicas, menos a quantidade de
metano oxidada por metanotroficas em camadas aerobias (GALAND, 2004). Assim, a atividade
metanogénica ¢ mais precisamente relacionada a producdo potencial do metano. Por isso, o
método escolhido de verificagdo do potencial de metano em enriquecimentos, incubados sob
anaerobiose ¢ hoje o método mais utilizado (Le MER; ROGER, 2001; GALAND, 2004). A
quantificagdo do metano por cromatografia gasosa mostrou-se ser um método ndo destrutivo, que
simplifica os procedimentos de amostragem, e eficiente para monitorar o crescimento
metanogénico. Além disso, permite monitorar o crescimento de culturas como as sarcinas, que
crescem em agregados densos e dificeis de separar em células individuais, que teriam suas
populagdes subestimadas em analises visuais de turbidez ou leituras de densitometria Otica

(JOULIAN et al., 1998).

As porcentagens de metano nos enriquecimentos, sobretudo nos solos de varzea, indicam
o alto potencial de producdo de metano nestes solos. Na amostra VZ2, profundidade 40-70 cm, ¢
nas amostras VZ3 20-40 cm e VZ3 70-100 cm, os percentuais de metano chegaram a 92, 83 e 72,
respectivamente. Estes valores mostram a alta atividade metanogénica de cultivos anaerdbios de

solos tropicais.

Paraa VZ1, VZ3, Adjacente TP1, TM, Adjacente TM e TP2, a maior produgdo de metano
ocorreu na camada 20-40 cm de profundidade. Na VZ2, a maior producao foi na camada 40-70
cm, e para a TPI, na camada 00-20 cm. E sabido que a maior atividade bioldgica do solo

geralmente encontra-se na camada 00-20 cm, devido ao maior acimulo de matéria organica,
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disposi¢do de residuos vegetais e animais, além do efeito das raizes (MOREIRA; SIQUEIRA,
2002). Contudo, quando se trata de metanogénese, deve-se considerar que a disponibilidade de
substratos ¢ o principal fator limitante. Conseqiientemente, a produgdo maxima de metano ira
ocorrer na profundidade do solo onde a maior parte da degradacdo anaerdbia ocorre
(BERGMAN; SVENSSON; NILSSON, 1998). Assim, o menor potencial de produ¢do de metano
pode ser reflexo da deficiéncia de substratos apropriados ou a presenga de substratos menos

favoraveis naquelas profundidades.

O tempo de incubagao requerido para producdo de metano para os solos de terra firme foi
expressivamente superior aquele requerido pelos solos de varzea. Enquanto no 30° DI 92% das
amostras de varzea produziam metano, no mesmo periodo, nenhuma das amostras de terra firme
apresentou producdo deste gas. Provavelmente, caracteristicas abidticas destes solos, como
atributos quimicos e fisicos sejam os maiores responsaveis da maior atividade metanogénica em
nas amostras de solo de varzea. Como previamente abordado, as varzeas apresentaram maior
indice de pH, bem como maiores teores de macronutrientes, como P, K, Ca e Mg, do que as
terras firmes, excegdo feita a TM. Mas o provavel principal motivo ¢ o fato das varzeas
permanecerem submersas durante parte do ano, ou seja, inundadas, o que gera um ambiente
anaerdbio propicio ao crescimento das arquéias metanogénicas (Le MER; ROGER, 2001). Para a
maior parte das amostras de varzea, a producdo de metano foi detectada a partir do 20° ou 30° DI.
Mas deve-se considerar que longos periodos de incubagdo sdo requeridos pelas arquéias
metanogénicas devido as suas exigéncias de anaerobiose estrita e crescimento fastidioso
(ZINDER, 1998; SOWERS; SCHREIER, 1995). Sizova et al. (2003) relataram que no
enriquecimento de amostras de serrapilheira em solo acido, apesar de detectarem presenga de
metano a partir da segunda semana de cultivo, somente depois de 1 a 2 meses verificaram
turbidez do meio de cultivo, e mesmo depois de 2 a 3 meses de cultivo, a porcentagem de metano

foi em torno de 5-8 %.
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Figura 11 - Representagdo grafica dos valores em porcentagem atmosférica do gas metano em fungdo do tempo -
Ensaio de enriquecimento amostras TP1 e Adjacente (a), TP2 e Adjacente(b), TM e Adjacente (c)
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Muito embora a estratégia de enriquecimento utilizada neste trabalho nao tenha sido
realizada com base nos fatores abiodticos do local, é possivel destacar alguns dados de interesse
quanto a ecologia da metanogénese local. Foi detectada atividade metanogénica em solos com pH
em torno de 4,0, caracteristico de solos amazdnicos, indicando um possivel carater acidofilico ou
acido-tolerantes da comunidade metanogénica presente nestes solos. Além do baixo pH, os altos
valores de Al encontrados nas amostras Ad.TP1, Ad.TM, e principalmente em TP1 ¢ Ad.TP1
podem ser limitantes para o crescimento celular. Ainda hoje sdo poucos os trabalhos que
conseguiram crescimento metanogénico a baixos valores de pH (WILLIAMS; CRAWFORD,
1985; HALES et al., 1996; SIZOVA et al., 2003; GALAND, 2004; KOTSYURBENKO et al.,
2007). Williams e Crawford (1985) conseguiram isolar estirpes de metanogénicas de solo turfoso
acido somente quando utilizaram meio de cultivo com pH neutro, embora o solo de origem
possuisse pH 3,5 - 4,5. Sizova et al. (2003) conseguiram crescimento metanogénico de isolados
de serrapilheira acida em meios de cultivo com pH variando de 3,9 a 5,3. Contudo, sabe-se que o
6timo de crescimento metanogénico ocorre em pH préximo a 6,0, como foi possivel observar nos
enriquecimentos VZ3. Ainda, outros atributos quimicos do solo, como a relagdo C:P podem ter
refletido nos resultados de metanogénese. Solos com melhor relacdo C:P, como as varzeas ¢ a
Terra Mulata apresentaram maior producdo de metano. Outro fator limitante ao crescimento
celular ¢ a baixa disponibilidade de fosforo, observada nas amostras TP1, Ad.TP1, Ad.TM, que

sabidamente pode ocasionar um menor crescimento celular ou um desenvolvimento mais lento.

Os resultados do presente estudo mostram que as metanogé€nicas encontram-se

distribuidas em todos os solos estudados nesta regido da Amazonia Oriental.

O solo enriquecido foi utilizado posteriormente como indculo no ensaio de isolamento por

diluigdo seriada.

2.3.2 Isolamento e purificacdo das culturas metanogénicas enriquecidas

A estratégia para conseguir linhagens purificadas de arquéias metanogénicas, a partir das
amostras enriquecidas com produ¢do de metano, envolveu o emprego da técnica de diluicao
decimal seriada de amostras e do método do roll-tube para obten¢ao de colonias e subcultivos em
meio liquido (item 2.2.7, Material e Métodos). O método do roll-tube, desenvolvido por Hungate

(1969) para a obtencdo de culturas microbianas anaerdbias, €, ainda hoje, uma das melhores
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opgdes para esse fim. Em conclusdo, deve-se afirmar que os passos adotados para a obtencao de
culturas metanogénicas purificadas foram bastante apropriados, como apontado anteriormente

por Vazoller (1989; 1995).

2.3.2.1 Obtencao de cultivos metanogénicos pela técnica da diluicio decimal seriada

As diluigdes decimais seriadas foram feitas para purificar as culturas obtidas no ensaio de
enriquecimento. Das amostras de solo de varzea foram selecionadas 12 culturas que apresentaram
notavel producdo do gas metano como mostrado na Figura 10. Das culturas enriquecidas a partir
das amostras de terra firme, apenas 5 amostras foram selecionadas para isolamento em virtude da
auséncia ou baixa producdo de metano (Figura 11). Foram feitas dilui¢des decimais seriadas até

10~ em triplicata, totalizando 153 frascos de cultura incubados.

Embora existam indicacdes na literatura especializada do emprego de faixas maiores de
dilui¢do seriada para obtencdo de arquéias metanogénicas de amostras de lodos de esgoto ou de
residuos solidos em processos anaerobios de tratamento de residuos (VAZOLLER, 1989;
BADRA, 1993; VAZOLLER, 1995), a escolha da faixa de dilui¢do empregada nesse estudo (até
107) foi aleatoria, ainda que tenha sido levada em conta a provavel ocorréncia de um baixo
nimero de arquéias metanogénicas nas amostras enriquecidas de varzea e terra firme, pela

possivel presenga de oxigénio na origem dessas amostras.

Para auxiliar a purificacdo das culturas metanogénicas, em uma das repeti¢des foi
adicionado o antibidtico vancomicina na concentragao final de 0,1%. Os organismos do Dominio
Archaea, como as metanogénicas, sdo resistentes ha alguns tipos de antibidticos devido a
composi¢do quimica de sua parede celular (ZINDER, 1998). Esta resisténcia pode ser utilizada
como uma vantagem para eliminar contaminantes bacterianos durante o isolamento de arquéias
metanogénicas. Antibioticos como a penicilina e a vancomicina afetam a biossintese da parede
celular de bactérias por interferéncia nas reagdes envolvendo o aminoacido D-alanina, o que nao
ocorre durante a biossintese da pseudomureina em metanogénicas (JONES; NAGLE;
WHITMAN, 1987). Ainda, o emprego da vancomicina possui a vantagem de ndo inibir o
crescimento do género metanogénico Methanosaeta sp., o que ocorre com a penicilina (ZINDER,
1998). Segundo Vazoller (1989), a aplicagdo da vancomicina na concentragdo de 0,001 mg/mL ¢

satisfatdria para purificar culturas metanogénicas.
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Para a andlise de crescimento das culturas metanogénicas empregaram-se as técnicas de
cromatografia gasosa e a leitura visual do crescimento em fun¢do da turbidez, da formacao de
flocos ou grumos e de biofilmes no meio cultivado. Os valores de gés metano obtidos por
cromatografia gasosa na atmosfera dos tubos foram sempre qualitativos, uma vez que a finalidade
da analise era apenas constatar o crescimento metanogénico. Para as culturas de varzea foram
feitas 3 leituras de gés metano, aos 20, 40 e 60 dias de incubagdo. Por sua vez, nos cultivos de
terra firme foram realizadas 2 quantificagdes do metano, aos 30 e 90 dias de incubagdo. A leitura
de producdo de metano do ensaio de diluicdo decimal seriada, positiva ou negativa, encontra-se
na Tabela 8 para cultivos enriquecidos de solos de varzea e Tabela 9 para os cultivos

enriquecidos de terra firme.

Tabela 8 - Leitura da producdo de gas metano ao longo do tempo - Dilui¢des decimais seriadas

das amostras enriquecidas de solo de varzea

Producio de Metano

mel(l;:ll;dade Diluicio Vancomicina VZ1 V72 VZ3
20 DI* 40 DI 60 DI 20 DI 40 DI 60 DI 20 DI 40 DI 60 DI
107! - + o + o
10" + + e ST TR + + T
0-20 10 - +H++ + ++ + + + +
107 + - + o+ + + - - +
107 - - A - + + - + +
102 - + + + - - + - + +
10" - + + + + I = o+
10" + - + + A - + +
10 - - + + + - -+
20-40 10 + + + + + + + ; + +
107 - - - - + + 4+ - TR
102 - - - - + o+ - +
10 - + + ++ + + + + ++
10" + + + + + o+ + + +
10 - + + + + + + + + +
40-70 5
10 + - - - + + ++ + + +
107 - + + + + + + + + +
102 - - + + + + + - + +
10" - + e S = = S + + + + ++
10" + T+ + + +
10 - + + + - + + e =
70-100 5
10 + + + + + + + + + +
107 - - + + + + + - + +
102 + + - + + - + + + +

VZ1: Varzea 1; VZ2: Varzea 2; VZ3: Véarzea 3. Leitura: - = 0; + = < 5%; ++ = > 5%; +++ = > 10%. *DI: Dias de
incubagdo. + = com vancomicina; - = sem vancomicina.
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Tabela 9 - Leitura da producdo de gis metano em fungdo do tempo do ensaio - Dilui¢des

decimais seriadas das amostras enriquecidas de terra firme

Producio de Metano
30 DI 90 DI

Amostra Profundidade (cm) Diluicio Vancomicina

00-20 10 - - +
00-20 10" + + +
00-20 102 - + +
Th 00-20 102 + + +
00-20 102 - - +
00-20 102 + - -
20-40 10 - + +
20-40 10" + + +
20-40 102 - + ++
Ad.TPI1 20-40 102 + + ++
20-40 102 - + +
20-40 102 - + ++
20-40 10 - + +
20-40 10" + + +
20-40 102 - + +
P2 20-40 102 + + ++
20-40 102 - - -
20-40 102 - + -
20-40 10 - + +
20-40 107 + + +++
20-40 102 - + -
™ 20-40 102 + + ++
20-40 102 - + ++
20-40 102 - + ++
20-40 10 - + ot
20-40 10" + + +
20-40 102 - + +
AdT™ 20-40 102 + + ++
20-40 102 - + +
20-40 102 - + ++

TP1: Terra Preta 1; Ad. TP1: Adjacente Terra Preta 1; TP2: Terra Preta 2; TM: Terra
Mulata; Ad.TM: Adjacente Terra Mulata.

Leitura: - = 0; + =< 5%, ++=> 5%; +++ => 10%. *DI: Dias de incubagdo.

+ = com vancomicina; - = sem vancomicina.

A presenga ou auséncia de metano, bem como turbidez do meio de cultura ndo apresentou
relacdo com a presenca de vancomicina. Entretanto, para dar continuidade ao processo de
purificacdo a preferéncia sempre foi ao frasco com o antibidtico. Além disso, uma das tréplicas,
sem vancomicina, foi mantida apenas como frasco de segurang¢a, ndo tendo sido utilizada para

fins de isolamento. Esses frascos foram mantidos estocados, apos leitura de presenca de turbidez
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nos meios de cultura. Nao se utilizou o método das diluigdes com o fim de determinar-se

nenhuma ordem de grandeza da presenca de metanogénicas nas amostras.

As diluicdes das amostras enriquecidas tanto de solo de varzea quanto terra firme
apresentaram Otimo crescimento e producdo de metano, sendo que ndo se observou metano
apenas nas repeti¢des VZ1 a 20-40cm e na diluigdo 107, TP1 a 00-20 cm na diluigdo 107, e
Ad.TP2 a 20-40 cm, diluicdo 107,

O meio de cultivo utilizado, meio Zinder acrescido de fontes organicas, apresentou os
requerimentos basicos para o crescimento celular. Segundo Vazoller (1995), o meio de cultivo
isento de fontes de carbono mais complexas, como agucares, proteinas, acidos organicos de
cadeia carbOnica maior que o acido acético, desfavorece o crescimento da maioria dos
procariontes ndo metanogénicos presentes em consorcios anaerobios na natureza em que ocorre a
metanogénese, como mostrado na Figura 3 (NOVAES, 1986). Assim, pode-se afirmar que o
meio de cultivo empregado foi propicio para o crescimento de metanogénicos acetotroficos e

hidrogenotroéficos, facilitando sua selecao.

As diluigdes originaram culturas mantidas em mesmo meio por sub-cultivos. Neste
trabalho, foi possivel obter 20 culturas selecionadas com base na produgdo de metano. Estas 20
culturas foram submetidas ao método de roll-tube para a obtengdo coldnias, e assim aprimorar a

obtencao de culturas puras.

2.3.2.2 Isolamento das culturas metanogénicas pelo Método do Roll-tube

A técnica do roll-tube como referida anteriormente foi desenvolvida por Hungate (1969)
com a finalidade de obter o crescimento e o isolamento de colonias de microrganismos
anaerobios estritos celuloliticos em meio sélido. As culturas selecionadas para aplicacdo da
técnica do roll-tube foram as que produziram metano no ensaio de dilui¢do decimal seriada,
dando-se preferéncia aos cultivos nas maiores diluicdes e na presenca de vancomicina. As
dilui¢des das amostras enriquecidas de solos de varzea foram inoculadas em meio sélido apos 15
dias de incubacio e certificada a presenga do gas metano. As diluigdes das amostras enriquecidas
de terra firme resultaram em crescimento tardio, ¢ somente foram inoculadas em meio soélido

apos 90 dias de incubag¢do das dilui¢des decimais seriadas.
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Assim, ap6s os resultados do crescimento dos cultivos diluidos (Tabelas 8 € 9), as culturas
selecionadas e a serem submetidas ao roll-tube foram: - solo de varzea - VZ1 00-20 cm, 10
VZ1 20-40 cm, 107 e vancomicina; VZ1 70-100 cm, 10™, vancomicina; VZ1 70-100 cm, 107,
vancomicina; VZ2 20-40 cm, 10% ¢ vancomicina; VZ2 40-70 cm, 10° ¢ vancomicina; VZ3 70-
100 cm, 10" e vancomicina; VZ3 70-100 cm, 10'2; - solos de terra firme - TP1 0-20 cm, 107" e
vancomicina; TP1 0-20 cm, 10 ¢ vancomicina; Ad.TP1 20-40 cm, 107; Ad.TP1 20-40 cm, 10
e vancomicina; Ad.TP1 20-40 cm, 10° e vancomicina; TP2 20-40 cm, 102 ¢ vancomicina, TM
20-40 cm, 10" e vancomicina; TM 20-40 cm, 102 e vancomicina; TM 20-40 cm, 10° e
vancomicina; Ad.TM 20-40 cm, 10™; Ad.TM 20-40 ¢cm, 10 e vancomicina; Ad.TM 20-40 cm,

10~ e vancomicina.

Apos 7 dias de cultivo, colonias foram observadas em alguns frascos - roll-tube das
amostras oriundas de solos de varzea. A primeira quantificacdo de metano foi feita no 30° DI,
quando foi nitido o desenvolvimento de coldnias isoladas (Figura 12). A segunda quantificacao
do gés metano, bem como as analises morfolodgicas das células crescidas sob microscopia 6tica
de contraste de fase, foi realizada apds 120 dias de incubacdo, o que permitiu o melhor

desenvolvimento das colonias e maior atividade metanogénica.

Nos roll-tubes com amostras oriundas de solos de terra firme, os cultivos provenientes de
TM e Adjacente TM apresentaram crescimento rapido tal como no solo de varzeas, ou seja, apds
uma semana de incubagdo, com formagao de colonias isoladas. Nas demais culturas, a formagao
de coldnias foi verificada apos o 90° dia de cultivo. A determinacdo do metano foi realizada no

120° DI.

Figura 12 - Fotografias dos frascos de roll-tube com a presenca de colonias
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Apobs o crescimento e producdo de metano, as colonias das diferentes amostras foram
observadas a fim de avaliar a cor e forma das mesmas. A analise morfoldgica revelou diferentes
morfotipos de coldnias, porém, a maioria em formato circular, amarela ou branca. As colonias

obtidas e suas morfologias encontram-se descritas na Tabela 10.

Tabela 10 - Descricdo dos morfotipos das colonias obtidas pela técnica de roll-tube de solos de

varzea e terra firme da Amazonia Oriental

Amostra Profundidade (cm) Diluicio Morfologia da Colonia
VZ1 0-20 107 Circular, branca

VzZ1 0-20 107 Circular, amarela, pequena
VZ1 70-100 10" Circular, amarela, pequena
VZ1 70-100 10" Circular, branca

VZ1 70-100 10" Circular, branca, pequena
VZ1 70-100 10° Circular, pequena, marrom escura
VZ1 70-100 107 Amorfa, transparente
VZ2 40-70 107 Circular, amarela, pequena
vz2 40-70 10° Circular, branca, pequena
vz2 40-70 10° Amorfa, transparente
VZ2 20-40 107 Circular, amarela, grande
VZ2 20-40 107 Circular, amarela, pequena
VZ2 20-40 10° Circular, branca, pequena
VZ3 70-100 10" Circular, marrom, ¢/ halo
vZ3 70-100 10" Rugosa, marrom

vZ3 70-100 10" Circular, branca, ¢/ ponto escuro ao centro
vZ3 70-100 107 Circular, marrom, pequena
VZ3 70-100 107 Rugosa, branca

TP1 0-20 10" circular, branca, pequena
TP1 0-20 10 rugosa, branca

Ad. TP1 20-40 107 circular, marrom

Ad. TP1 20-40 10 circular, branca, pequena
TP2 20-40 102 circular, marrom, pequena
™ 20-40 10" circular, branca

™ 20-40 10" circular, branca, pequena
™ 20-40 107 amorfa, transparente
™ 20-40 10° circular, branca, pequena
™ 20-40 107 circular, branca, pequena
™ 20-40 10° amorfa, transparente
Ad. T™M 20-40 10" circular, branca, pequena
Ad. T™ 20-40 10" amorfa, transparente
Ad. T™ 20-40 10 circular, esbranquigada
Ad. TM 20-40 10° circular, amarela, pequena
Ad. TM 20-40 10° amorfa, transparente

VZ1: Varzea 1; VZ2: Varzea 2; VZ3: Varzea 3; TP1: Terra Preta 1; Ad. TP1: Adjacente
Terra Preta 1; TP2: Terra Preta 2; TM: Terra Mulata; Ad. TM: Adjacente Terra Mulata.
Leitura: - = 0; + = < 5%; ++ = > 5%; +++ = > 10%. *DI: Dias de incubag¢do. Tamanho:
Tamanho ndo indicado significa colonias de dimensdo em mm; pequena: muito inferior a
0,5mm.
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Dos 8 roll-tubes de solo de varzea, apenas 1 ndo apresentou crescimento de coldnias, bem
como producgdo de metano. Cada roll-tube apresentou de 2 a 3 tipos morfoldgicos diferentes de
colonia. Dos 12 roll-tubes de terra firme, 9 apresentaram crescimento de colonias e foram
positivos para a produ¢do de metano. Destes, foi possivel observar 1-2 tipos de coldnias por

frasco de cultivo (Tabela 10).

O método do roll-tube permitiu a obtencao de colonias isoladas, facilitando a analise dos
morfotipos, da coloracdo e do tamanho das mesmas. A transferéncia das col6nias para meio
liquido foi entdo possivel, e o crescimento nessas condi¢des facilitou a continuidade das etapas
de purificagdo das culturas metanogénicas, nos quais se incluiu um novo roll-tube. Os resultados

serdo apresentados nos itens a seguir.

1° Subcultivo de colonias em meio liquido

Como ind6culo para subcultivo em meio liquido foram selecionadas as colonias
provenientes dos frascos de roll-tube positivas para a producdo de metano, descritas na Tabela
10. As primeiras colonias provenientes das amostras enriquecidas de solo de varzea somente
foram sub-cultivadas em meio liquido apos 137 dias de incubagdo, as demais no 170° DI. Foram
selecionadas 18 colonias provenientes de 7 roll-tubes, e apenas um roll-tube permaneceu
incubado devido a auséncia de colonias. Os subcultivos foram feitos em duplicata, sendo um

deles na presenga do antibidtico vancomicina, totalizando 36 frascos de cultivo.

Por sua vez, as primeiras colonias de origem das amostras de terra firme foram sub-
cultivadas no 33° DI e as demais ap6s 120 dias de incubacdo. Foram selecionadas 18 colonias de
10 frascos de roll-tube. Destas, 10 foram sub-cultivadas em duplicata, sendo uma réplica
cultivada na presenca de vancomicina. As 8 colonias restantes ndo puderam ser repicadas em
duplicata devido ao seu pequeno tamanho, tendo um unico cultivo na presenga de vancomicina.

Os sub-cultivos das amostras oriundas de terra firme totalizaram 28 frascos.

O emprego desta técnica foi eficiente para a obtencdo de coldnias metanogénicas.
Contudo, a técnica do roll-tube aliada a transferéncia das colonias em cultivos em meio liquido

exige destreza e atengdo em cada passo da técnica, conforme ja verificado por Vazoller (1989). E
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bastante trabalhosa, notadamente pelo cuidado da insercdo dos gases durante a retirada das

colonias e manutengdo das condigdes sob anaerobiose.

O cultivo das células foi bem sucedido ao utilizar os frascos HUNGATE® da Bellco®
Glass Inc. (Figura 13). Estes frascos, além de assegurar um fechamento eficiente, comportam um
volume de meio de cultivo de at¢ 10 mL, deixando um pequeno espaco livre, o que facilita a

manuten¢do da anaerobiose do meio.

Figura 13 - Fotografia dos sub-cultivos em frascos HUNGATE® da Bellco® Glass Inc. contendo meio de cultivo

Zinder liquido

A andlise de crescimento das culturas foi feita por visualizacdo da turbidez do meio e
quantificagdo do metano por cromatografia gasosa na atmosfera dos frascos. A determinagdo do
metano foi realizada apods 32 dias de incubag@o. Dos sub-cultivos das amostras oriundas de solo
de varzea, 53% apresentaram produ¢do de metano, e daqueles originados de amostras de terra
firme constatou-se a presenca de metano em 60% dos frascos incubados. Os valores de
quantifica¢do de metano para as amostras de varzea encontram-se na Tabela 11 e das amostras de

terra firme na Tabela 12.
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Tabela 11 - Valores da produgdo de géas metano (%), origem dos sub-cultivos de culturas

metanogénicas de solo de varzea da Amazonia Oriental em frascos HUNGATE®

Amostra Profundidade (cm) Morfologia COIZZ,IZ Origem - Roll- Vancomicina Fra(g‘;/:))}l;’{;;a(l;lg ’-I‘E®
VZ1 0-20 Circular, esbranquigada + 7,20
0-20 Circular, esbranquicada - 18,47
0-20 Circular, amarela, pequena + 4,80
0-20 Circular, amarela, pequena - 8,73
VZ1 70-100 Circular, amarela, pequena + 7,81
70-100 Circular, amarela, pequena - 10,70
70-100 Circular, branca + -
70-100 Circular, branca - 2,99
70-100 Circular, branca, pequena + 0,02
70-100 Circular, branca, pequena - -
VZ1 70-100 Circular, pequena, marrom escura + -
70-100 Circular, pequena, marrom escura - -
70-100 Amorfa, transparente + 4,23
70-100 Amorfa, transparente - 7,30
VZ2 40-70 Circular, amarela, pequena + 4,07
40-70 Circular, amarela, pequena - 5,18
40-70 Circular, branca, pequena + 3,55
40-70 Circular, branca, pequena - 3,70
40-70 Amorfa, transparente + 4,02
40-70 Amorfa, transparente - 7,32
VZ2 20-40 Circular, amarela, grande + 3,55
20-40 Circular, amarela, grande - -
20-40 Circular, amarela, pequena + 1,16
20-40 Circular, amarela, pequena - 2,60
20-40 Circular, branca, pequena + -
20-40 Circular, branca, pequena - -
VZ3 70-100 Circular, marrom, ¢/ halo + -
70-100 Circular, marrom, ¢/ halo - -
70-100 Rugosa, marrom + -
70-100 Rugosa, marrom - -
70-100 Circular, branca, ¢/ ponto escuro ao N )
centro
70-100 Circular, branca, ¢/ ponto escuro ao
centro i i
vZz3 70-100 Circular, marrom, pequena + -
70-100 Circular, marrom, pequena - -
70-100 Rugosa, branca + -
70-100 Rugosa, branca - -

VZ1: Varzea 1; VZ2: Varzea 2; VZ3: Varzea 3; Leitura: - = 0; + = < 5%; ++ => 5%; +++ = > 10%. *DI: Dias de
incubagdo. Tamanho: Tamanho ndo indicado significa colonias de dimensdo em mm; pequena: muito inferior a
0,5mm. + = com vancomicina; - = sem vancomicina.
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Tabela 12 - Produgdo de gés metano (%) de sub-cultivos de culturas metanogénicas de solo de

terra firme da Amazonia Oriental em frascos HUNGATE®

- ~ - S :
Amostra Profundidade (cm) Morfomg_l;fl?_l;:;:: Origem Vancomicina Fra(sc/(()))l-li/{;sl (I;ZTE®
TP1 0-20 circular, branca, pequena + 2,65
0-20 circular, branca, pequena + -
TP1 0-20 rugosa, branca + -
0-20 rugosa, branca + 3,22
Ad. TP1 20-40 circular, marrom + 0,10
20-40 circular, branca, pequena + -
TP2 20-40 circular, marrom, pequena + 4,29
20-40 circular, marrom, pequena + 0,84
™ 20-40 circular, branca + 3,33
20-40 circular, branca - 5,13
20-40 circular, branca, pequena + 2,71
20-40 circular, branca, pequena - 14,00
™ 20-40 amorfa, transparente + 4,13
20-40 amorfa, transparente - 4,60
20-40 circular, branca, pequena + -
20-40 circular, branca, pequena + -
™ 20-40 circular, branca, pequena + -
20-40 amorfa, transparente + -
Ad. TM 20-40 circular, branca, pequena - -
20-40 amorfa, transparente - -
Ad. T™M 20-40 circular, esbranquigada + -
20-40 circular, esbranquigada + -
Ad. TM 20-40 circular, amarela, pequena + 0,72
20-40 circular, amarela, pequena - 5,29
20-40 amorfa, transparente + 1,38
20-40 amorfa, transparente - 0,13
20-40 amorfa, transparente + 1,79
20-40 amorfa, transparente - 0,08
TP1: Terra Preta 1; Ad. TP1: Adjacente Terra Preta 1; TP2: Terra Preta 2; TM: Terra Mulata; Ad. TM: Adjacente
Terra Mulata. Leitura: - = 0; + = < 5%; ++ = > 5%; +++ => 10%. *DI: Dias de incubagdo. Tamanho nao indicado
significa colonias de dimensio em mm; pequena: muito inferior a 0,5mm. + = com vancomicina; - = sem
vancomicina.

Através do exame sob microscopia de contraste de fase das células presentes nas colonias
coletadas foi possivel observar os morfotipos celulares predominantes e avaliar a pureza das
culturas. Na maioria das amostras examinadas verificou-se a predominancia de bacilos do tipo
reto, livres ou em pares. A Figura 14 ilustra bem os tipos predominantes que foram encontrados
nas colonias oriundas das amostras VZ1 40-70 cm, VZ1 70-100 cm, VZ2 20-40 cm ¢ VZ2 40-70
cm. Na Figura 14b ndo ¢ possivel descrever claramente sobre os tipos arredondados observados,

pois durante o exame microscopico observou-se movimento das células. Algumas ldminas
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apresentaram bacilos com diversidade de forma e tamanho, alguns pequenos e curvos, além de
formas filamentosas. Foi também observada a presenca de cocos fluorescentes ¢ diplococos. A
leitura de fluorescéncia indicou a presenga de arquéias metanogénicas, cujas c€lulas em boas
condi¢des de crescimento fluoresceram na cor azul esverdeada. Nao foram obtidas boas imagens

sob microscopia de fluorescéncia a fim de serem apresentadas no texto.

Figura 14 - Fotomicrografias das culturas metanogénicas purificadas, a saber: a) VZ1 40-70 cm, bacilos retos livres

b) VZ1 70-100 cm, bacilos retos livres; ¢) VZ2 20-40 cm, bacilo; d) VZ2 40-70 cm, bacilos retos livres
ou em pares. Exame microscopico sob contraste de fase — ordem de magnitude (aumento de 1250 vezes)

2° Sub-cultivo para obtencao de novas colonias pelo método do Roll-Tube

Dando continuidade a purificagdo das culturas metanogénicas realizou-se um novo cultivo
em meio solido pela técnica do roll-tube. Como indculos foram selecionados os subcultivos em

meio liquido positivos quanto a presenca de metano, dando preferéncia a réplica com
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vancomicina. Apoés a retirada da aliquota de indculo (0,2 mL), os frascos dos subcultivos foram
realimentados com H,:CO; e estes foram novamente incubados a 30°C, a fim de preserva-los.
Foram preparados 10 e 5 roll-tubes, respectivamente dos sub-cultivos realizados em meio liquido
das amostras de solos de varzea e de terra firme, sempre buscando privilegiar os cultivos com

vancomicina aliada a presenga de metano.

Analisando o crescimento das coldnias dos novos roll-tubes para ambas as amostras de
solo (Tabela 13), observou-se colonias com caracteristicas distintas das inicialmente isoladas,
mostrando que aparentemente as culturas ainda ndo estivessem puras. Como anteriormente
abordado, a transferéncia de colonias do roll-tube para o meio de cultivo liquido exige muita
destreza e rapidez, desta forma, é provavel que no primeiro roll-tube tenham sido transferidas
mais de uma colénia para o meio liquido. Outra possibilidade, ainda que remota devido as
condi¢des de anaerobiose estrita e presenga de vancomicina em quase todas as etapas de

purificacdo ¢ a presen¢a de contaminantes quando do cultivo em meio liquido.

Tabela 13 - Descri¢do das morfologias das colonias isoladas de solos de varzea e de terra firme
da Amazonia Oriental obtidas na primeira e segunda purificagcdes pelo método do

Roll-Tube

AmostraProfundidade Morfologia Colonia Origem - 1° roll-tube Morfologia Coldonia 2° roll-tube

(cm)
VZ1 0-20 - Circular, branca - Rugosa, branca
0-20 - Circular, amarela, pequena - Circular, marrom clara
70-100 - Circular, amarela, pequena - Circular, marrom, pequena
70-100 - Circular, branca - C%rcular, branca
- Circular, amarela.
70-100 - Amorfa, transparente - Rugosa, creme, pequena
VZ2 20-40 - Circular, amarela, grande Sem crescimento
20-40 - Circular, amarela, pequena -Circular, amarela, grande, ¢/ halo
- Circular, amarela, pequena - Circular, marrom, pequena;
40-70 .
- Circular, creme, grande
40-70 - Circular, branca, pequena - Rugosa, creme, pequena
40-70 - Amorfa, transparente - Circular, amarela, grande
™ 20-40 - Circular, branca - Circular, marrom, pequena
20-40 - Circular, branca, pequena Sem crescimento
20-40 - Amorfa, transparente Sem crescimento
Ad. TM 20-40 - Circular, amarela, pequena - Circular, creme, pequena;

- Circular, marrom, pequena.
20-40 - Amorfa, transparente Sem crescimento
VZ1: Varzea 1; VZ2: Varzea 2; TM: Terra Mulata; Ad. TM: Adjacente Terra Mulata.
Tamanho ndo indicado significa colonias de dimensdo em mm; pequena: muito inferior a 0,5mm.
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O cultivo da amostra VZ1 00-20 cm, com origem a partir de uma colonia circular e borda
lisa, quando novamente submetido a novo roll-tube, revelou a presenga de colonias com
extremidades irregulares e aparéncia rugosa. Ambas colonias se apresentaram de coloracao
branca. A col6nia circular de borda lisa, coloracdo amarela e tamanho pequeno da amostra VZ1
00-20 cm foi escolhida para o primeiro roll-tube, e seu cultivo em meio liquido seguido de novo
roll-tube mostrou a formagao de coldnias bastante semelhantes, porém de coloragdo marrom. Isso
pode ser devido ao tempo de incubagdo, tornando a colonia mais espessa. O mesmo ocorreu para
o cultivo da amostra VZ1 70-100 cm, cuja coldnia escolhida, circular, de bordas lisas, cor
amarela e tamanho pequeno, apo6s sub-cultivo e novo roll-tube resultou no desenvolvimento de
colonias mais escuras. A colonia escolhida de formato circular, com borda lisa e cor branca da
amostra VZ1 70-100 cm, que deu origem no segundo roll-tube a col6nias com as mesmas
caracteristicas, apresentou-se de coloracdo amarela. A amostra VZ1 70-100 cm deu origem a uma
colonia amorfa e transparente, porém no segundo cultivo, as colonias dominantes apresentaram

bordas irregulares, rugosa e coloracdo creme.

Nos cultivos da varzea 2, a coldnia circular, de bordas lisas, cor amarela e tamanho grande
da amostra VZ2 20-40 cm, ndo apresentou crescimento quando transferida do segundo roll-tube.
Por outro lado, a colonia de morfologia circular, de bordas lisas, cor amarela e tamanho pequeno
selecionada neste mesmo roll-tube deu origem a colonia de morfologia bastante semelhante no
segundo cultivo em meio sélido, porém houve aparecimento de halo. A coldnia selecionada no
VZ2 40-70 cm, de formato circular, bordas lisas, cor amarela e tamanho pequeno originou dois
tipos de coldnias no segundo roll-tube: uma delas circular, marrom e de tamanho muito pequeno,
e a outra também circular, porém de cor creme e tamanho grande. No cultivo da amostra VZ2 40-
70 cm, a colonia selecionada de bordas lisas, cor amarela e tamanho pequeno, quando submetida
a um segundo cultivo em meio so6lido, originou colonias de bordas irregulares, rugosa e coloracao
creme. Por sua vez, a colonia colonia amorfa e transparente também selecionada no roll-tube
VZ2 40-70 cm originou no segundo cultivo, coldnia circular, com bordas lisas, cor amarela e

tamanho grande.

Nos cultivos provenientes de amostras de terra firme, a colonia selecionada do roll-tube
TM 20-40 cm de morfologia circular, bordas lisas, e branca, apresentou no segundo subcultivo
em meio so6lido, colonia circular, de tamanho muito pequeno e cor marrom. No roll-tube

Adjacente TM 20-40 cm a colonia circular, bordas lisas, amarela e pequena originou coldnia
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coma as mesmas caracteristicas, exceto pela cor creme, e uma segunda coldnia de tamanho muito
pequeno e cor marrom. Ja as colonias selecionadas nos cultivos TM 20-40 c¢m (coldnia circular,
branca, pequena), TM 20-40 cm (amorfa, transparente), ¢ TM 20-40 cm (amorfa, transparente),

ndo originaram colonias quando submetidas ao segundo roll-tube.

Como se pode perceber pela descricdo das colonias, para a maioria delas as diferencas
entre a colonia de origem e a coldnia do segundo cultivo em meio s6lido ¢ muito pequena,
geralmente apenas na coloracdo, que varia nos tons de creme a marrom e pode ser devida ao
tempo de crescimento da coldnia, apresentando maior ou menor espessura. Desta forma, ha que
se considerar que seja a mesma colonia, apenas obtida em condigdes diferentes minimas, mas que

tenham proporcionado ligeiras modifica¢cdes no morfotipo.

Dos 10 frascos de cultivo de varzea, apenas um frasco ndo apresentou crescimento de
colonias. Em relagdo aos cultivos de terra firme, em apenas 2 dos 5 frascos de cultivo cresceram
colonias. A dosagem de metano nestes roll-tubes foi realizada somente na ocasido dos repiques
para meio liquido, a fim de se evitar a oxidacdo dos roll-tubes. Em todos os roll-tubes com

crescimento de colonias foi detectada produgdo de metano.

3° Subcultivo das novas colonias em meio liquido

Foi realizado um novo sub-cultivo em meio liquido de 11 coldnias originadas das
amostras em meio liquido de solo de varzea, sendo 9 delas sub-cultivadas em duplicata. Da
mesma foram, foram preparados os sub-cultivos de 3 colonias de origem de solos de terra firme,
sendo 2 delas em duplicata. Foram inoculados ao todo 25 frascos de cultivo HUNGATE®. As
condi¢des de cultivo foram idénticas as descritas no 1° subcultivo em meio liquido. As coldnias

sub-cultivadas estdo listadas na Tabela 14.
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Tabela 14 - Descricdo das morfologias das coldnias isoladas de solos de varzea e de terra firme

da Amazodnia Oriental selecionadas do subcultivo em meio Zinder liquido

Amostra _Profundidade (cm) Morfologia Colonia

VZ1 0-20 Rugosa, branca
0-20 Circular, marrom clara

70-100 Circular, marrom, pequena
70-100 Circular, amarela.
70-100 Circular, branca, pequena;
70-100 Rugosa, creme, pequena

VZ2 20-40 Circular, amarela, grande, ¢/ halo
40-70 Circular, marrom, muito pequena;
40-70 Circular, creme, grande
40-70 Rugosa, creme, pequena
40-70 Circular, amarela, grande

™ 20-40 Circular, marrom, pequena

Ad. TM 20-40 Circular, creme, pequena
20-40 Circular, marrom, pequena

VZ1: Varzea; VZ2: Varzea 2; TM: Terra Mulata; Ad. TM: Adjacente Terra
Mulata. Tamanho ndo indicado significa colonias de dimensdo em mm;
pequena: muito inferior a 0,5mm.

Até os 160 dias de incubagao dos subcultivos de varzea, e 100 dias de incubacao dos
subcultivos de terra firme, em nenhum dos 25 frascos deste sub-cultivo havia sido detectada
produgdo de metano. E sabido que as metanogénicas possuem crescimento fastidioso, ¢ que
ocorre uma diminui¢dao do crescimento da cultura a cada subcultivo (VAZOLLER, 1989). Desta
forma, para acelerar o crescimento metanogénico, estas culturas foram repicadas novamente em

meio com algumas modifica¢cdes e em maior volume, como descrito a seguir.

2.3.2.3 Sub-cultivos das amostras enriquecidas em frascos de antibiético

Ao longo das etapas de purificacdo das culturas metanogénicas, alguns sub-cultivos nao
apresentaram crescimento, como descrito nos itens anteriores. Os cultivos com crescimento,
como também mencionado, foram realizados em tubos HUNGATE®, com um volume de 10 mL.
Desta forma, optou-se por realizar o sub-cultivo em frascos de antibiotico em um volume final de
50 mL, visando estimular o crescimento celular das culturas que ainda ndo haviam apresentado
producao de metano, bem como conseguir um maior volume de células crescidas e a obtengao

das culturas metanogénicas mais purificadas com biomassa suficiente para a extracdo de DNA.
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Desta forma, todos os 89 sub-cultivos realizados em tubos HUNGATE® oriundos do 1 ° e
2° sub-cultivo das colonias de roll-tube inoculadas em meio liquido, tanto das amostras de varzea
quanto terra firme, foram repicados em frascos de antibidtico em um volume de 50 mL. Dos 89
sub-cultivos, 47 ndo apresentaram turvacdo do meio ou producdo de metano, e 42 eram positivos

para a producdo de metano e turvagao do meio.

Novos sub-cultivos foram realizados e algumas alteracdes foram feitas no meio de cultura
como descrito no item 2.2.7.5 do capitulo Material e Métodos. Destacam-se as modificagdes em
relagdo a adicdo de extrato de levedura no meio e de solugdes tracos de minerais e de vitaminas
ligeiramente modificadas. Além disso, o cultivo foi obrigatoriamente sob atmosfera H,:CO,
(80:20%). Periodicamente também foram feitas novas adigdes de fontes para metanogénese das
culturas (acetato, formiato, metanol e H,:CO;), sempre com o intuito de repor os substratos
energéticos de crescimento. O respaldo a essas alteragdes foram os resultados positivos obtidos
pelo Grupo Metano do Laboratério de Microbiologia Ambiental do ICB/USP no preparo e
monitoramento dos enriquecimentos de sedimentos de rios de regides do Estado de Rondonia

com o meio em questdo, que difere ligeiramente do meio Zinder.

A determinagdo do crescimento celular, feita pela turvagao do meio de cultivo, verificagdo
da producdao do gds metano e exames microscopicos, mostrou que apos 120 e 180 dias de
incubagdo houve crescimento de 42 culturas. No 180° DI, das 47 culturas que nao apresentaram
crescimento, apenas em 12 foi detectado gds metano e nas 35 restantes ndo foi observado
crescimento, mesmo adotando a nova técnica. As demais 42 culturas que ja haviam apresentado
produgdo de metano nos ensaios de sub-cultivos em tubos HUNGATE® continuaram também a
apresentar metano nestes sub-cultivos. Dentre as culturas positivas para a presenca de metano
(total de 54 amostras), foram selecionadas 41 com as maiores porcentagens de metano para a
extracdo de DNA e posteriores estudos moleculares. A Figura 15 mostra alguns tipos
microbianos observados apds crescimento nos repiques, um deles proveniente de uma colonia
rugosa, branca , selecionada no cultivo VZ3 70-100 cm, com presenca de bacilos, alguns
formando cadeias (Figura 15a) e originada de coldnia circular, amarela, no cultivo VZ2 40-70

cm, com células muito pequenas, como cocobacilos e cocos (Figura 15b).
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(a) (b)

Figura 15 - Fotomicrografias das culturas metanogénicas purificadas, a saber: a) VZ3 70-100 cm, Cadeia de bacilos;
b) VZ2 40-70 cm, Células em forma de cocos. Microscopia de contraste de fase (aumento 1250 vezes)

2.3.3 Identificacido de arquéias metanogénicas por técnicas moleculares
2.3.3.1 Extraciao de DNA genémico das culturas isoladas de arquéias metanogénicas

A extragdo de DNA foi realizada em 43 culturas selecionadas nas etapas de purificacdo e
isolamento, com base nos dados de producao de metano e microscopia 6tica, descritas na tabela
15. A extracdo de DNA genomico das culturas de arquéias metanogénicas foi realizada com

sucesso usando o protocolo descrito por Massana et al. (1997).
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Tabela 15 - Descri¢ao dos cultivos de arquéias metanogénicas utilizadas para extragdo de DNA e

amplificacdo do gene mcrA

Codigo Amostra Profundidade (cm) Morfologia da Coldnia de Origem

01 VZ1 00-20 Circular, branca

02 VZ1 00-20 Circular, amarela, pequena
03 vzl 70-100 Circular, amarela, pequena
04 VZ1 70-100 Circular, branca

05 VzZ1 70-100 Circular, marrom, pequena
06 VZ1 70-100 Circular, amarela

07 vzl 70-100 Circular, marrom, pequena
08 vzl 70-100 Amorfa, transparente

09 vZ2 20-40 Circular, amarela

10 VZ2 20-40 Circular, amarela, pequena
11 VZ2 40-70 Circular, amarela, pequena
12 VZ2 40-70 Circular, branca, pequena
13 VZz72 40-70 Amorfa, transparente

14 VvZ2 40-70 Circular, amarela

15 ™ 20-40 Circular, branca

16 ™ 20-40 Circular, branca, pequena
17 ™ 20-40 Circular, branca

18 ™ 20-40 Circular, branca

19 ™ 20-40 Amorfa, transparente

20 AdTM 20-40 Circula, amarela, pequena
21 AdTM 20-40 Amorfa, transparente

22 AdTM 20-40 Amorfa, transparente
23 Ad.TM 20-40 Circular, amarela

24 Ad.TM 20-40 Circular, amarela

25 AdTM 20-40 Circular, amarela, pequena
26 AdTM 20-40 Amorfa, transparente

27 AdTM 20-40 Amorfa, transparente

28 TP2 20-40 Circular, marrom, pequena
29 vzl 70-100 Circular, amarela, pequena
30 VZz72 40-70 Amorfa, transparente

31 VZ2 20-40 Circular, amarela

32 VZ2 20-40 Circular, amarela, pequena
33 VzZ1 70-100 Amorfa, transparente

34 TP1 00-20 Circular, branca, pequena
35 TP1 00-20 Rugosa, branca

36 TP1 00-20 Rugosa, branca

37 TP2 20-40 Circular, marrom, pequena
38 ™ 20-40 Amorfa, transparente

39 VZ2 40-70 Circular, branca, pequena
40 Ad.TM 20-40 Circular, amarela

41 VZ3 20-40 -

42 VZ3 00-20 -

43 VZ3 40-70 -

VZ1: Varzea 1; VZ2: Varzea 2; VZ3: Varzea 3; TP1: Terra Preta 1; TP2: Terra
Preta 2; TM: Terra Mulata; Ad.TM: Adjacente Terra Mulata. Tamanho ndo
indicado significa colonias de dimensdo em mm; pequena: muito inferior a
0,5mm.
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2.3.3.2 Screening da presenca de arquéias metanogénicas pela amplificacio do gene mcrA

Para confirmar a identidade dos isolados de arquéias metanogénicas foi feita a
amplificacio do DNA com os iniciadores MLf/ MLr (LUTON et al.,, 2002). O marcador
molecular escolhido, o gene mcrA, codifica para a enzima metil-coenzima M redutase (MCR).
Esta enzima participa da etapa final da sintese do metano. Além disso, ¢ tUnica aos
microrganismos metanogénicos e ¢ ubiqua dentro deste grupo (HALES et al. 1996; LUTON et
al., 2002). As amplificacdes do fragmento de 470 pb do gene mcrA obtidas com estes
oligonucleotideos foram positivas para 95% dos isolados incluidos neste estudo, confirmando que

estes isolados sdo de arquéias metanogénicas (Figura 16).
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Figura 16 - Resultado da amplificagdo do gene mcrA de culturas metanogénicas. *A descrigdo das amostras
encontra-se na Tabela 17

2.3.3.3 Analise de restricao do produto de amplificacio do rDNA - ARDRA

Para a verificagdo da pureza das culturas de arquéias metanogénicas, realizou-se a
constru¢do de mini-bibliotecas de clones para andlise pela técnica de ARDRA (do inglés

Amplified Ribosomal DNA Restriction Analys”). Foram escolhidas 12 culturas, visando
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contemplar isolados dos varios ambientes analisados neste estudo. A descri¢do das culturas

encontra-se na Tabela 16.

Tabela 16 - Identificacdo dos cultivos selecionados com base em produ¢do de metano e
amplificacdo do gene mcrA para a construcio de mini-bibliotecas de clones do gene

16S rRNA

Amostra  Clones  Profundidade (cm) Estigio Purificacdo

VZ1 01-24 00-20 1° Subcultivo meio liquido
\/4! 25 -48 70-100 1° Subcultivo meio liquido
\/4! 49 -72 70-100 1° Subcultivo meio liquido
VZ2 73 -96 20-40 1° Subcultivo meio liquido
VZ2 97 -120 20-40 1° Subcultivo meio liquido
VZ2 121 - 144 40-70 1° Subcultivo meio liquido
VZ3 145 - 168 20-40 Dilui¢do Seriada

VZ3 169 -192 40-70 Dilui¢do Seriada

TP1 193 -216 00-20 1° Subcultivo meio liquido
TP2 217 - 240 20-40 1° Subcultivo meio liquido
™ 241 - 264 20-40 1° Subcultivo meio liquido
AdTM  265-288 20-40 1° Subcultivo meio liquido

VZ1: Varzea 1; VZ2: Varzea 2; VZ3: Varzea 3; TP1: Terra Preta 1; TP2: Terra
Preta 2; TM: Terra Mulata; Ad.TM: Adjacente Terra Mulata.

Para a construcdo das mini-bibliotecas realizou-se a amplificacdo do gene 16S rRNA,
com os iniciadores ARCH21{/ ARCH958r (MOYER ef al., 1998). A escolha do gene 16S rDNA
em detrimento ao gene mcrA considerou que analises filogenéticas do mcr podem ser imprecisas
devido ao baixo nuimero de seqiliéncias presentes em bancos de dados (GALAND, 2004),
enquanto que a molécula do gene 16S rRNA, além de constituir um excelente marcador
molecular, possui um maior niimero de seqiiéncias depositadas (LUTON et al., 2002), permitindo
uma vasta gama de comparacdes. Além disso, para estudos de restricdo por endonucleases,
Whitby et al. (2004) relataram encontrar maior diversidade com o uso do gene 16S rRNA
comparada com o gene mcr. Finalmente, existe na literatura um numero de trabalhos

expressivamente superior com o gene 16S rRNA.
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Para detectar a variabilidade genética entre os clones das culturas metanogénicas, foram
escolhidos 24 clones recombinantes de cada cultivo. A técnica de ARDRA ¢ um procedimento de
alta resolucdo, baseada nos produtos de PCR, capaz de produzir caracterizagcdes genotipo-
especificas, que podem ser usadas para identificar amostras desconhecidas. O método nao requer
um conhecimento primério de dados da seqiiéncia, ou uma elaborada base de dados dos perfis e,
por esta razdo, ¢ perfeitamente aplicdvel como andlise preliminar de material desconhecido

(THORSSON; SVERRISSON; ANAMTHAWAT-JONSSON, 2000).

Ap6s a reamplificagdo do DNA plasmidial com os iniciadores ARCH21{/ ARCH958r, os
produtos de PCR foram submetidos analise de restricdo individuais com duas endonucleases,
uma de corte freqiiente (Haelll), e outra de corte raro (Hindlll). Estas enzimas foram escolhidas
por apresentarem potencial para diferenciar os maiores grupos de espécies de metanogénicos com

base em seus sitios de restri¢do especificos (WRIGHT; PIMM, 2003; WHITBY et al., 2004).

Para a andlise, foram considerados fragmentos entre 100 e 600 pb, onde o polimorfismo
entre os clones de diferentes cultivos foi mais expressivo, e pela facilidade de analise visual das
bandas no gel de agarose 2,5%. Desta forma, fragmentos de tamanho muito préoximo foram

considerados como um unico fragmento.

Clones representativos de cada padrao de restri¢cdo foram seqilienciados e comparados com
a base de dados do NCBI. No total, foram obtidas 33 seqiiéncias de clones analisados no presente
estudo. Para confirmar os resultados de restricao obtidos com a técnica de ARDRA, foi realizada
uma andlise de restricdo in silico, pela ferramenta NEBcutter do site REBASE
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php). Para a simulacdo, foram utilizadas todas as
seqiiéncias dos clones que apresentaram diferentes padrdes de restricdo. Os fragmentos
observados por meio da técnica ARDRA in silico e as caracteristicas das seqii€éncias de maior
similaridade determinada pelo Blast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA dos clones
analisados encontram-se descritas na Tabela 17. A classificacdo taxondmica das seqiiéncias foi
realizada pelo RDP Classifier utilizando o nivel maximo de restricdo (Confidence threshold:

95%).

No cultivo VZ1(1-24) foram observados 2 diferentes padrdes de restrigdo com a enzima
Haelll (Figura 17). O clone VZI1-10 apresentou o fragmento superior de tamanho aproximado de

200 pb, enquanto nos demais clones este fragmento apresentava cerca de 230 pb. Este padrao de
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clivagem foi confirmado pela analise in silico (Tabela 17). Com a enzima Hindlll apenas um
padrdo de restricao foi observado. Pela andlise in silico foi possivel observar algumas pequenas
diferengas de clivagem que ndo puderam ser visualizadas no gel de agarose 2,5%. Apesar de
algumas pequenas diferencas no padrdo de clivagem, todos os clones apresentaram similaridade

como género Methanobacterium pela anélise do Blast (Tabela 17).

Nos cultivos VZ1(25-48), VZ1(49-72) e VZ1(73-96) apenas um padrao de restrigdo foi
observado para todos os clones, com ambas as enzimas (Figuras 18, 19 e 20). Assim como no
cultivo VZ1(1-24), todos os clones seqiienciados foram similares ao género Methanobacterium

pela andlise do Blast (Tabela 17).

No cultivo VZ2(97-120) o clone VZ2-99 apresentou perfil de restri¢do diferente com a
enzima Haelll (Figura 21). O clone VZ2-99 apresentou o fragmento superior de tamanho
aproximado de 200 pb, enquanto nos demais clones este fragmento apresentava cerca de 230 pb.
O mesmo foi observado para os clones VZ2-131 e VZ2-142, do cultivo VZ2(121-144) (Figura
22). Estes resultados também foram comprovados pela andlise in silico (Tabela 17). Com a
enzima Hindlll somente um perfil de clivagem foi obtido em ambos os cultivos. Embora com
pequenas diferencas no padriao de clivagem, os clones se assemelharam ao género

Methanobacterium (Tabela 17).

No cultivo VZ3(145-168) apenas o clone VZ3-152 apresentou padrdo de clivagem
diverso dos demais clones analisados, tanto com a enzima Haelll, quanto com a enzima HindIll
(Figura 23). O padrao de restri¢ao apresentado por este clone € o padrdo apresentado pelo género
Methanosarcina, enquanto o padrdo dos demais clones estd relacionado ao género
Methanobacterium, como foi comprovado pela andlise no banco de dados do NCBI pela

ferramenta Blast (Tabela 17). Somente o clone VZ3-152 foi clivado pela enzima HindIIl.

Apenas o clone VZ3-186 do cultivo VZ3(169-192) apresentou perfil de ARDRA diferente
dos demais clones (Figura 24). Enquanto os demais clones apresentaram perfis de restricao
caracteristicos de Methanosarcina, com trés bandas bem definidas (= 350, 200 e 150 pb), o clone
VZ3-186 apresentou fragmentos de 200, 180 e 150 pb aproximadamente. Ainda assim, pela
analise pelo Blast do NCBI, o clone esté relacionado ao género Methanosarcina (Tabela 17). Nao
houve digestdo em nenhum dos clones com a enzima Hindlll. A andlise in silico confirmou os

resultados.
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Quatro diferentes perfis de ARDRA foram gerados no cultivo TP1(193-216) com a
enzima Haelll e trés com a enzima Hindlll (Figura 25). O clone que mais diferiu dos demais
padroes de restricdo foi o TP1-199, que pela andlise no banco de dados do NCBI ndo foi
relacionado a nenhuma espécie metanogénica, sendo similar apenas a seqiiéncias de arquéias nao
cultivadas (Tabela 17). Os demais clones apresentaram padrdes de restri¢ao caracteristicos de

Methanobacterium.

Para o cultivo TP2(217-240), apenas o clone TP2-224 apresentou perfil de restricdo
diferente do restante dos clones. O mesmo ocorrendo para os cultivos TM(241-264) e
Ad. TM(265-288), onde somente os clones TM-255 e Ad.TM-284, respectivamente, produziram
perfis de ARDRA diversos dos demais clones analisados (Figuras 26, 27 e 28).

Figura 17 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo VZ1 (1-24), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e HindlIlI (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os nimeros acima dos perfis
correspondem a identificag@o dos clones.
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Figura 18 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo VZ1 (25-48), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e Hindlll (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os niimeros acima dos perfis
correspondem a identificag@o dos clones.
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Figura 19 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo VZ1 (49-72), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e Hindlll (foto inferior)
PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os niimeros acima dos perfis

correspondem a identificag@o dos clones.
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PM 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96

Figura 20 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo VZ2 (73-96), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e HindIlI (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os nimeros acima dos perfis
correspondem a identificag@o dos clones.
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Figura 21 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo VZ2 (97-120), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e Hindlll (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os niimeros acima dos perfis
correspondem a identificag@o dos clones.
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Figura 22 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo VZ2 (121-144), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e HindlIll (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os nimeros acima dos perfis
correspondem a identificag@o dos clones.
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Figura 23 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo VZ3 (145-168), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e HindllI (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os ntimeros acima dos perfis
correspondem a identificac¢@o dos clones.
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Figura 24 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo VZ3 (169-192), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e HindlIll (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os niimeros acima dos perfis
correspondem a identificag@o dos clones.
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Figura 25 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo TP1 (193-216), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e HindllI (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os ntimeros acima dos perfis
correspondem a identificag@o dos clones.
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PM 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240

Figura 26 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo TP2 (217-240) com as endonucleases
Haelll (foto superior) e HindllI (foto inferior)
PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os niimeros acima dos perfis
correspondem a identifica¢@o dos clones.
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PM 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264

Figura 27 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo TM (241-264), com as endonucleases
Haelll (foto superior) e Hindlll (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os ntimeros acima dos perfis
correspondem a identificag@o dos clones.
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PM 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 288

Figura 28 - Digestdo enzimatica da regido 16S rDNA dos clones do cultivo Ad.TM (265-288), com as
endonucleases Haelll (foto superior) e HindlIlI (foto inferior)

PM — marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Os nlimeros acima dos perfis
correspondem a identificag@o dos clones.



Tabela 17 - Fragmentos do gene 16S rRNA observados por meio da técnica ARDRA in silico pela ferramenta NEBcutter do site
REBASE e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo Blast do NCBI para seqiiéncias de 16S

rDNA de arquéias metanogénicas isoladas em solos da Amazonia Oriental (Santarém e Belterra - PA)

(continua)
ARDRA in silico .
Tamanho da Identidade ) .
Clone . Tamanho dos fragmentos (pb) e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
seqiiéncia (pb) (%)
Haelll Hindlll
VZ1-10 990 pb 199, 193, 173, 152, 90, 586, 404. 97% 0 ABI181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73, 67,27,14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZI1-11 919 pb 226, 189, 173, 152, 90, 515, 404. 99% AB181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73,14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ1-13 882 pb 226,222, 172, 153, 73, 479, 403. 97% ABI181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
20, 14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ1-15 883 pb 226, 173, 153, 152, 90, 479, 404. 99% ABI181818.1 DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73, 14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ1-20 920 pb 226, 189, 173, 153, 90, 516, 404. 99% AB181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73,14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ1-22 921 pb 226, 189, 175, 152, 90, 516, 405. 99% ABI181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73,14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ1-29 882 pb 199, 172, 153, 152, 90, 479, 403. 97% ABI181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73,27, 14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ1-54 920 pb 199, 190, 173, 152, 90, 516, 404. 97% AB181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73,27, 14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ1-65 883 pb 199, 173, 153, 152, 90, 479, 404. 97% ABI181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73,27, 14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ72-77 883 pb 199, 173, 153, 152, 90, 479, 404. 97% ABI181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73,27, 14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ2-81 982 pb 199, 193, 173, 152, 90, 578, 404. 97% AB181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73,59,27, 14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
VZ2-90 883 pb 199, 173, 153, 152, 90, 479, 404. 98% ABI181818.1  DEEVONG et Methanobacterium sp. Mg38 -
73,27, 14, 2. al., 2004. Trato digestivo de cupins
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Tabela 17 - Fragmentos do gene 16S rRNA observados por meio da técnica ARDRA in silico pela ferramenta NEBcutter do site

REBASE e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo Blast do NCBI para seqiiéncias de 16S

rDNA de arquéias metanogénicas isoladas em solos da Amazonia Oriental (Santarém e Belterra - PA)

(Continuagdo)
Tamanho da ARDRA in silico Identidade . .
Clone . Tamanho dos fragmentos (pb) Acesso Autor Organismo - Ambiente
seqiiéncia (pb) (%)
Haelll Hindlll
VZ2-99 884 pb 200, 173, 153, 152, 90, 479, 405. 96% AB181818.1 DEEVONG et al., Methanobacterium sp. Mg38 -
73,27, 14, 2. 2004. Trato digestivo de cupins
VZ2-102 883 pb 226, 173, 153, 152, 90, 479, 404. 99% ABI181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 -
73, 14, 2. 2004. Trato digestivo de cupins
VZ2-104 919 pb 226, 189, 173, 152, 90, 515, 405. 99% AB181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 -
73, 14, 2. 2004. Trato digestivo de cupins
VZ2-128 $85 pb 228,173, 153, 152, 90, 479, 406. 100% AB181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 -
73,14, 2. 2004. Trato digestivo de cupins
VZ2-131 883 pb 199, 173, 153, 152, 90, 479, 403. 97% ABI181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 -
73,27, 14, 2. 2004. Trato digestivo de cupins
VZ3-145 975 pb 358,197, 120, 103, 100, - 98% AY260432.1 SIMANKOVA et Methanosarcina mazei - Solos
56, 41. al., 2003. alagados de Tundra
VZ3-152 £83 pb 226, 173, 153, 152, 90, 479, 404. 99% AB181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 -
73,14, 2. 2004. Trato digestivo de cupins
VZ3-169 883 pb 358, 201, 120, 100, 63, - 98% AY260431.1 SIMANKOVA et Methanosarcina lacustris -
41. al., 2003. Sedimento de lago
VZ3-186 918 pb 200, 184, 174, 120, 100, - 98% AY260431.1 SIMANKOVA et Methanosarcina lacustris -
99, 41. al., 2003. Sedimento de lago
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Tabela 17 - Fragmentos do gene 16S rRNA observados por meio da técnica ARDRA in silico pela ferramenta NEBcutter do site

REBASE e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo Blast do NCBI para seqiiéncias de 16S

rDNA de arquéias metanogénicas isoladas em solos da Amazonia Oriental (Santarém e Belterra - PA)

(Conclusdo)
ARDRA in silico .
Tamanho da Identidade . .
Clone tiéncia (pb) Tamanho dos fragmentos (pb) %) e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
seqiiéncia
a P Haelll Hindlll ’
TP1-197 854 ub 217,173, 152, 135,90, 73, 461, 393. 99% 0 AB181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 - Trato
P 14. 2004. digestivo de cupins
TP1-199 276 vb 581, 159, 87, 47, 2. - 98% 0 AB288248.1 SHIMIZU et al., Archaea - Sedimeto de aquifero
P 2007. np.
TP1-205 883 vb 226, 173, 153, 152,90, 73, 479, 404. 99% 0 AB181818.1 DEEVONGetal., Methanobacterium sp. Mg38 - Trato
P 14, 2. 2004. digestivo de cupins
TP1-215 897 ub 199, 172, 168, 152, 104, 73, 493, 404. 96% 0 AB181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 - Trato
P 27, 2. 2004. digestivo de cupins
TP2-224 283 pb 226, 173, 153, 152, 90, 73, 479, 404. 99% 0 AB181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 - Trato
P 14, 2. 2004. digestivo de cupins
TP2-227 883 vb 228,173, 153, 152,90, 73, 479, 404. 96% 0 AB181818.1 DEEVONGetal., Methanobacterium sp. Mg38 - Trato
P 14. 2004. digestivo de cupins
T™M-242 919 ob 226, 189, 173, 152,90, 73, 515, 404. 99% 0 AB181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 - Trato
P 14, 2. 2004. digestivo de cupins
TM-243 907 pb 193, 173, 152, 118, 90, 90, 572, 335. 99% 0 AB181819.1 DEEVONG et al., Methanobacterium sp. Tc3 - Trato
p 73,53,21, 14, 12, 8. 2004. digestivo de cupins
TM-255 918 ob 226, 172, 153, 152,90, 73, - 98% 0 AB181818.1 DEEVONGetal., Methanobacterium sp. Mg38 - Trato
P 37, 15. 2004. digestivo de cupins
Ad.TM-266 884 vb 226, 173, 153, 152,90, 74, 479, 405. 99% 0 AB181818.1 DEEVONG etal., Methanobacterium sp. Mg38 - Trato
P 14, 2. 2004. digestivo de cupins
Ad.TM-281 174, 153, 142,92, 91,24, 481, 220, 94% 0 AY196658.1 WRIGHT; , ,
866 pb Methanobacterium bryanti—
22,14, 1. 165. PIMM, 2003.
Ad. TM-284 881 vb 244,226, 153, 152,90, 14, 478, 403. 98% 0 AB181818.1 DEEVONGetal., Methanobacterium sp. Mg38 - Trato
P 2 2004. digestivo de cupins

VZ1: Varzeal; VZ2: Varzea 2; VZ3: Varzea 3; TP1: Terra Preta 1; TP2: Terra Preta 2; TM: Terra Mulata; Ad.TM: Adjacente terra Mulata.
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De forma geral, os produtos de restricio obtidos com o uso da endonuclease Haelll
apresentaram maior polimorfismo entre os clones do que aqueles obtidos com a Hindlll,
resultados estes que confirmam as observagdes de Wright ¢ Pimm (2003), quando estudaram os
padrdes de restricdo de 55 endonucleases em 82 espécies metanogénicas, € observaram melhores
resultados com a endonuclease Haelll. Os autores detectaram sitios de reconhecimento da enzima
Haelll para 26 espécies de metanogénicas e observaram a geracdo de 4-9 fragmentos por espécie,

sendo a maioria dos fragmentos acima de 100 pb, separados por 20 a 150 pb.

Da mesma forma, McHugh et al. (2003) analisando o padrao de restricao de 200 clones de
metanogénicas de um biorreator anaerébio com apenas com a enzima Haelll, conseguiram
identificar 18 diferentes UTOs (Unidades Taxondmicas Operacionais), e consideraram suficiente

para detectar diferengas entre as espécies metanogénicas.

Neste estudo, com a enzima HindlIll foi possivel obter duas bandas de clivagem nos
clones associados ao género Methanobacterium, entretanto, esta enzima ndo clivou os clones
associados ao género Methanosarcina, pela auséncia de sitios de restricdo para este género. Desta
forma, a distingao entre os géneros se deu devido a auséncia de clivagem, e ndo devido a padrdes
de restricdo distintas. Whitby et al. (2004) analisaram o padrdo de restricdio de 230
endonucleases, e selecionaram 12 delas para a clivagem de 71 seqiiéncias de 16S rDNA de
arquéias metanogénicas. Dentre estas enzimas, os autores obtiveram os melhores resultados com
Hindll, Xhol e Hinfl, com base no niumero de sitios de clivagem de cada espécie metanogénica e
no numero de metanogénicas que pode ser diferenciado. Contudo, os autores também verificaram
a auséncia de sitios de clivagem para a enzima Hindlll nas espécies Methanosarcina
acetovorans, Methanosarcina barkeri, Methanosarcina mazei, Methanosarcina semesiase,

Methanosarcina siciliae, Methanosarcina thermophila, e Methanosarcina vacuolata.

Portanto, entre as duas enzimas utilizadas, a Haelll foi a mais eficiente para mostrar
diferentes ribotipos, e seria suficiente neste trabalho para detectar polimorfismo entre os clones.
Embora a enzima Hindlll tenha sido recomendada para o estudo de polimorfismo em
metanogénicas (WHITBY et al., 2004; LOMANS et al., 2001), é uma enzima de corte raro, € por
isso a detec¢ao de polimorfismo em fragmentos pequenos de DNA, como o gene 16S rDNA,
avaliado neste estudo, ¢ menos mais facilmente detectado com enzimas de corte freqiiente, como

a Haelll.
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A andlises virtuais das seqiiéncias pelo NEBcutter mostraram congruéncia com os
resultados obtidos pela técnica de ARDRA. Os tamanhos dos fragmentos obtidos pelo ARDRA
estdo bem proximos dos encontrados na analise in silico (Tabela 17). Contudo, observou-se um
nimero maior de fragmentos na andlise in silico. Isto pode ser explicado pelo fato de alguns
destes fragmentos apresentarem tamanhos pequenos e ndo poderem ser visualizados no gel, pelo
fato de possuirem tamanhos bem proximos e serem visualizados com uma banda unica, ou pelo

fato da digestao ser incompleta e com isso a enzima ndo cortar em todas as posigoes.

Neste trabalho, a técnica de ARDRA mostrou-se eficiente para a deteccdo de pequenas
diferengas nas seqiiéncias de espécies metanogénicas estreitamente relacionadas, como também

foi verificado por McHugh et al. (2003).

A estratégia utilizada neste estudo de andlise de restrigao de seqiiéncias de 16S rDNA de
clones obtidos de isolamento anaerdbio foi a mesma utilizada por Sizova et al. (2003). A partir
de meios de enriquecimento de amostras de turfeira os autores construiram mini-bibliotecas de
clones de 16S rDNA (20 clones para cada mini-biblioteca), que foram digeridos com as enzimas
de restricdo Mspl e Hhal. Os perfis de ARDRA resultantes demonstraram 3 grupos distintos de
arquéias  metanogénicas relacionados ao género  Methanobacterium, a  ordem
Methanomicrobiales e a arquéias ndo cultivadas de ambientes ricos em metano. Os autores
encontraram grande quantidade de ndo metanogénicas crescendo em conjunto nos consorcios
microbianos, uma indica¢do de que ndo haviam atingido a purificagdo completa do material

estudado.

No presente estudo, de um total de 288 clones analisados, ndo foi possivel amplificar
apenas um clone e consequentemente, este clone ndo apresentou um perfil de restricdo. Os
resultados obtidos com os 288 clones provenientes dos 12 cultivos demonstraram certa
diversidade de seqiiéncias de 16S rDNA nas amostras analisadas, visto que foram observados 8
padrdes de digestdo distintos com a enzima Haelll e 2 diferentes padrdes com a enzima HindlIl
(considerando a auséncia de clivagem como padrao de digestdo), formando dois grandes grupos,

0s quais apresentaram similaridade nos padrdes de restrigao.

O maior grupo foi formado por Methanobacterium, predominando em 10 dos 12 cultivos

analisados. Destes, aparentemente 9 estdo puros, e sdo compostos somente pelo género
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Methanobacterium, sendo que apenas no cultivo TP1(193-216) foi verificada a ocorréncia de um

clone de Archaea nao cultivada.

O grupo menor, composto pelos cultivos VZ3(145-168) e VZ3(169-192), possui
predominantemente representantes do género Methanosarcina, excegao feita ao clone VZ3-152,
do cultivo VZ3(145-168), que teve similaridade ao género Methanobacterium. Ja o cultivo
VZ3(169-192) aparentemente estd puro, e ¢ formado apenas por Methanosarcina. A
predominancia de Methanosarcina nas amostras VZ3 pode ser observada pela biblioteca

metagendmica realizada na varzea 3, que sera abordado no item 2.3.5.

A afiliacdo filogenética das seqiiéncias de 16S rDNA dos clones analisados foi realizada
pelo RDP Classifier e confirmada pelo Blast. Os resultados obtidos pelo RDP Classifier e pelo
BLAST mostraram que todos os clones pertencem ao filo Euryarchaeota, € que apenas um clone
ndo era relacionado as arquéias metanogénicas. A classificacdo taxonomica das seqiiéncias de
16S rDNA dos clones analisados pelo RDP Classifier mostrou que 87% pertencem ao género
Methanobacterium, 10% ao género Methanosarcina, e 1% nao pode ser classificado com o nivel
maximo de restri¢do de 95% (Confidence threshold). Com a finalidade de identificar este clone,
foi feita nova classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier, utilizando o nivel de restricao de
80% , e o clone foi classificado como um Thermoplasmata, pertencente ao género Picrophilus,

um anaerobio obrigatorio.

Os resultados das analises do BLAST mostram que a maioria dos clones seqiienciados
possui similaridade com Methanobacterium sp. Mg38, isolada de trato digestivo de cupim
(Tabela 17) (DEEVONG et al., 2004). Os cupins abrigam arquéias metanogénicas em seu trato
digestivo e sdo dos poucos artropodes terrestres que emitem metano. A emissdo de metano pelos
cupins ¢ uma fonte significativa do metano atmosférico global, desde que os cupins sdo
abundantes em ecossistemas terrestres, particularmente em regides tropicais. Os cupins existem
em grande densidade da biomassa em regides tropicais. Apesar de sua consideravel variagdo no
comportamento alimentar, todos os cupins conhecidos possuem uma densa e diversa comunidade
microbiana em seu sistema digestivo (DEEVONG et al., 2004). Como neste trabalho o
isolamento foi feito de solos tropicais, ¢ possivel que exista relacdo entre as metanogénicas
isoladas e cupins presentes no solo. Além disso, a estratégia utilizada pelos autores para o

isolamento de metanogénicas foi a mesma utilizada neste trabalho, ou seja, enriquecimento,
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dilui¢des seriadas, e sucessivos roll-tubes, utilizando como fontes de carbono acetato, H,:CO, ¢

formiato (ver item 2.2.6 de Material e Métodos).

Por sua vez, as representantes do género Methanosarcina encontradas neste trabalho
tiveram similaridade com metanogénicas isoladas de ambientes terrestres frios (Tabela 17)
(SIMANKOVA et al., 2003). A Methanosarcina mazei foi isolada de solos alagados de tundras,
na profundidade 30-40 cm, com temperatura de 5-6°C. A Methanosarcina lacustris foi isolada
de sedimento anoxico de lago, na profundidade de 5-10 cm, com temperatura de 4-6°C. O grupo
metanogénico do género Methanosarcina obtido neste trabalho foi isolado de solo de varzea nas
profundidades 20-40 cm e 40-70 cm (respectivamente VZ3(145-168) e VZ3(169-192)). Muito
embora as seqiiéncias com similaridade no Blast sejam isoladas de ambientes frios, ao contrario
das isoladas neste estudo, ambas possuem em comum serem de ambientes terrestres

periodicamente ou permanentemente inundados.

O género Methanosarcina compreende nove espécies: Methanosarcina acetovorans,
Methanosarcina barkeri, Methanosarcina mazei, Methanosarcina semesiase, Methanosarcina
siciliae, Methanosarcina thermophila, Methanosarcina vacuolata, Methanosarcina baltica e
Methanosarcina lacustris. Todas as espécies sdo sé€sseis e capazes de catabolizar acetato,

metanol, metilaminas e CO. Algumas espécies sdo capazes de obter energia pela redu¢do do CO,

com H, (GARRITY; HOLT, 2001).

A maior parte dos estudos de metanogénicas em solos refere-se a varzeas de arroz, e
poucos dados sao disponiveis sobre outros tipos de solo. Os solos estudados sdo geralmente
alagados e sedimentos aquaticos. Varios géneros de metanogénicas ja foram descritos de
isolamento em solos de varzeas de arroz: Methanobacterium, Methanosarcina,
Methanobrevibacter, Methanoculleus, Methanogenium, Methanosaeta ¢ Methanospirillum (Le
MER; ROGER, 2001). Entretanto, as populagdes de arquéia sdo compostas essencialmente por
microrganismos utilizadores de hidrogénio pertencentes ao género Methanobacterium, e
utilizadores de acetato, dos gé€neros Methanosaeta e Methanosarcina (ADACHI, 1999;

CONRAD, 1999).

Os géneros encontrados neste trabalho, Methanobacterium e Methanosarcina, foram
considerados dominantes em arrozais estudados por Joulian et al. (1998). Os autores avaliaram

13 vérzeas de arroz pelo método de NMP (nimero mais provavel). Em 8 deles, as
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metanogénicas hidrogenotréficas foram dominantes. Porém, quando a fonte de carbono utilizada
era acetato ou metanol, prevalecia a populagdo de Methanosarcina. Com base nos resultados, os
autores concluiram que em varzeas de arroz as metanogénicas do género Methanobacterium
eram as maiores responsaveis pela producdo de metano de H,:CO,, e as metanogénicas do
género Methanosarcina pela produgdo de metano a partir do acetato, e ambos os géneros eram

ubiquos neste ambiente.

2.3.3.4 Analise filogenética das seqiiéncias

Para construgdo da arvore filogenética as seqiiéncias de 16S rDNA (Tabela 17) foram
unidades taxondmicas operacionais (UTO) pelo programa DOTUR (SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2005), conforme descrito no item 2.2.10.8 de Material e Métodos. Pelo calculo
para a distancia filogenética de 0,03, os 33 clones seqiienciados foram agrupados em 7 UTOs. A
Figura 29 mostra as distncias genéticas entre seqiiéncias representativas de cada UTO obtidos
neste estudo e outras seqiiéncias de arquéias metanogénicas disponiveis no GenBank. A arvore
filogenética foi construida pelo método de distancia “Neighbor Joining”, com o programa Mega
3.1 (KUMAR; TAMURA; NEI, 2004) utilizando o 16S rRNA dos isolados seqiienciados. A
arvore filogenética foi enraizada utilizando uma seqiiéncia de Korarchaeota SRI-306

(AF255604) retirada do GenBank como grupo externo.
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Figura 29 - Arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene 16S rRNA dos clones de Archaea, construida pelo
método de “Neighbor Joining”(modelo Kimura 2). A arvore foi enraizada utilizando o gene 16S rRNA de
Korarchaeota SRI-306 como grupo externo. Os niimeros acima das linhas sdo valores de reamostragem
obtidos com 1000 replicagdes (seed=64238). Os clones obtidos neste estudo encontram-se destacados em
negrito. O nimero entre paréntese representa o numero de seqiiéncias representadas pelo clone

Pelo agrupamento montado pelo programa DOTUR, juntamente com a seqiiéncia VZ2-
81 agrupou-se a seqiiéncia VZ1-10. Por sua vez, a seqiiéncia VZ1-29 foi considerada a mesma
unidade taxondmica operacional que as seqiiéncias VZ1-54, VZ1-65, VZ2-77, VZ2-90, VZ2-99,
VZ2-131e TP1-215. As seqiiéncias TM-243 e Ad. TM-281 foram consideradas, cada uma como
uma UTO. A UTO representada pela seqliéncia TP2-224 foi formada pelo maior numero de
seqiiéncias, sdo elas: VZ1-11, VZ1-13, VZI1-15, VZ1-20, VZ1-22, VZ2-102, VZ2-104, VZ2-
128, VZ3-152, TP1-197, TP1-205, TP2-227, TM-242, TM-255, Ad. TM-266, ¢ Ad.TM-284. A
seqiiéncia TP1-199 formou sozinha uma UTO. Por sua vez, juntamente com a seqiiéncia VZ3-

169 foram agrupadas também as seqiiéncias VZ3-186 e VZ3-145.
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Numa andlise de reamostragem para 1000 replicagdes observou-se a formacdo de 2
agrupamentos principais, o maior deles formado por seqiiéncias de Methanobacterium sp., um
segundo grupo formado por Methanosarcina sp., além do clone TP1-199, que ndo agrupou com

nenhuma das seqiliéncias escolhidas para a construc¢do da arvore filogenética.

A maior UTO formada, com 17 seqiiéncias agrupou-se com a seqiiéncia de
Methanobacterium sp.Mg 38, conforme pode ser observado tbm pelo resultado de identidade
obtido pelo BLAST (Tabela 17). Entretanto, parte das seqiiéncias que também apresentaram
similaridade com a seqiiéncia de Methanobacterium sp.Mg 38 pelo BLAST agruparam-se
separadamente, mostrando que sdo mais similares entre si, podendo indicar que estas possam
pertencer a uma outra espécie de Methanobacterium, ja que também a faixa de amplitude da

identidade das seqiiéncias pelo BLAST foi bastante variavel (94-100%).

2.3.4 Caracterizacao morfologica das culturas metanogénicas

Dos 12 cultivos escolhidos para os estudos em biologia molecular, a imagem
microscopica colhida na maioria das amostras assemelha-se ao apresentado na Figura 30. As
fotografias dos isolados a partir das amostras VZ1(1-24), VZ1(49-72), VZ2(73-96) e VZ2(73-
96), no caso da Figura 30a, b, c e d, nitidamente destacam, sob microscopia de contraste de fase,
células no formato de bacilos livres, formando pares ou pequenas cadeias caracteristicos do
género Methanobacterium sp., cuja presenga foi constatada pelas analises moleculares. Muito
embora ndo confirmada a pureza das culturas, foi evidente (Figura 30d) a fluorescéncia da
maioria das células do cultivo. As fotografias dos isolados a partir das amostras VZ3(145-168),
VZ3(145-168), TP1(193-216) e TP1(193-216), Figura 30 e, f, g € h, também revelam a presenga
de Dbacilos livres ou formando pares caracteristicos do género hidrogenotréfico
Methanobacterium sp., embora as amostras examinadas sob microscopia revelem mais de um
morfotipo. A Figura 30h confirma a fluorescéncia dos bacilos comentados e indicados com
setas. Nao foi possivel confirmar a pureza dos isolados, mas ¢ fato que os cultivos
metanogénicos estdo selecionados e puderam ser classificados. Para depdsito em colegdes de
culturas, as mesmas serdo submetidas a cultivos com o antibidtico vancomicina e monitoradas

para purificacao.
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Figura 30 - Fotomicrografias das culturas metanogénicas purificadas, a saber: a) VZ1(1-24), cadeia de bacilos; b)
VZ1(49-72) células em forma de bacilos; ¢) VZ2(73-96), células em forma de bacilos; d) VZ2(73-96),
bacilos exibindo fluorescéncia; e) VZ3(145-168), bacilos livres; f) VZ3(145-168), bacilos livres; g)
TP1(193-216), predominancia de bacilos; h) TP1(193-216), bacilos exibindo fluorescéncia. Microscopia

de contraste de fase (aumento 1250 vezes)
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A Figura 31 mostra imagem de microscopia eletronica de varredura dos cultivos VZ2
(73-96) e VZ3 (145-168). Pode-se observar na imagem do cultivo VZ2 (73-96) (Figura 31a)
células em formato de bacilos, aparentando que o cultivo esteja puro; e pela fotografia do cultivo
VZ3(145-168) (Figura 31b), grande ntimero de bacilos, e também alguns cocos. Ambas as

imagens foram feitas em aumento de 4.000 x.

Figura 31 - Fotomicrografias das culturas metanogénicas purificadas, a saber: a) VZ2 (73-96), células em formato
de bacilos; b) VZ3(145-168), bacilos, e alguns cocos. Microscopia eletronica de varredura (MEV)
(aumento de 4.000 x)
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Com o advento de técnicas de biologia molecular “independentes de cultivo” gerou-se
um grande e importante numero de informagdes sobre a estrutura e diversidade de
microrganismos nos mais diversos ambientes. Entretanto, estes métodos isoladamente nao
fornecem dados funcionais da comunidade. Ainda hoje, um dos maiores desafios que
prevalecem ¢ o cultivo de microrganismos recalcitrantes ou considerados ndo cultivaveis, ou

mesmo microrganismos de dificil cultivo, como as arquéias metanogénicas.

Dessa forma, o isolamento de metanogénicas de solos amazonicos ¢ de grande
importancia ecologica. Como ¢ de conhecimento, as areas alagaveis sdo uma das maiores fontes
geradoras do metano encontrado na atmosfera terrestre, contribuindo com cerca de 70% do total
emitido (BARTLETT; HARRIS, 1993). Devido a sua grande extensao, de mais de um milhao de
quilometros quadrados, a Bacia Amazonica assume um papel fundamental no que tange a
emissdo de metano para a atmosfera e sua relevancia para o aquecimento global (JUNK, 1997).
Apesar da existéncia de varios estudos sobre a emissdo de metano na Amazonia, este trabalho ¢

o primeiro de isolamento de arquéias metanogénicas em solos amazdonicos.
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2.3.5 Diversidade de Archaea em solo de varzea

Para verificar a presenca ¢ a diversidade de Archaea realizou-se a extragdo do DNA
metagendmico do solo e o seqiienciamento do gene 16S rDNA por PCR, seguido pela clonagem
e seqlienciamento. Para este estudo, escolheu-se a varzea 3 (VZ3), com base na analise fisico-
quimica do solo (Tabelas 3 e 4) e o desempenho no ensaio de potencial de producdo de metano
(Figura 11). Foram construidas quatro bibliotecas de 16S rDNA: VZP1, profundidade 00-20 cm;
VZP2, profundidade 20-40 cm; VZP3, profundidade 40-70 cm, e VZP4, profundidade 70-100

cm.

O DNA genomico do solo foi extraido em triplicatas, e apos a jungdo das tréplicas, a

qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose 1% (Figura 32).

PM  VZP1 VZP2 VZP3 VZP4

Figura 32 - Fotografia DNA metagenomico extraido das amostras de solo de varzea da Amazonia Oriental (Santarém
- PA). VZP1: varzea, 00-20 cm; VZP2: varzea, 20-40 cm; VZP3: varzea, 40-70 cm; VZP4: varzea, 70-
100 cm. PM: Padrdao Molecular - A Hind

Um total de 669 clones foram seqiienciados e analisados, sendo 129 pertencentes a

biblioteca VZP1, 201 a biblioteca VZP2, 169 a biblioteca VZP3, e 170 a biblioteca VZP4.

Os resultados da afiliacdo filogenética das seqiiéncias parciais de 16S rDNA feita pelo
programa RDP Classifier (Confidence threshold: 95%) e a seqiiéncia de maior similaridade
encontrada no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) estdo

descritos na Tabela 18.

Na camada mais superficial (VZP1) aproximadamente 17% das seqiiéncias classificadas
como Archaea foram classificadas também no filo Crenarchaeota (Figura 33 a), e todas elas

foram classificadas na classe Thermoprotei. Entretanto, se desconsiderarmos o limite de
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confianga, o nimero de seqiiéncias classificadas como Crenarchaeota aumenta para mais de 70%

(Figura 33 b).

Cerca de 23% das seqiiéncias foram classificadas no filo Euryarchaeota. Destas, 11
pertencem a classe Methanomicrobia, sendo que 8 delas foram classificadas até o nivel de
género, Methanosarcina (VZP1-AB07, VZP1-AB12, VZP1-AE05, VZP1-AE06, VZP1-AF04,
VZP1-AF05, VZP1-AG02 e VZP1-BC06) (Tabela 18). Na profundidade de 20-40 cm (VZP2) a
maior parte das seqiiéncias foi classificada no filo Euryarchaeota (Figura 33 a). Destas, 5 foram
classificadas na classe Methanomicrobia ¢ 23 na ordem Methanosarcinales (Tabela 18).
Desconsiderando o limite de confianca, a porcentagem de seqiiéncias classificadas como
Euryarchaeota aumenta para cerca de 60%. O filo Crenarchaeota representa 9% do total de
seqliéncias classificadas como Archaea, com 17 seqiiéncias, e 16 delas foram classificadas
também na classe Thermoprotei (Tabela 18). Aproximadamente 3,5% das seqiiéncias ndo foram
classificadas com o RDP Classifier, embora apresentem similaridade a seqiiéncias de Archaea no
banco de dados do NCBI (Tabela 18). Na camada 40-70 cm (VZP3) 24% das seqiiéncias
pertencem ao filo Euryarchaeota e 9% ao filo Crenarchaeota (Figura 33 a). Foram classificadas
na classe Thermoprotei 13 seqiiéncias, 1 na classe Methanomicrobia (VZP3-AF05), e 5 na ordem
Methanomicrobiales (VZP3-ACO01, VZP3-AE01, VZP3-BA07, VZP3-BB04, VZP3-BCl1)
(Tabela 18). Cerca de 70% das seqiiéncias foram classificadas somente ao nivel de Dominio
(Figura 33 a), e 4 seqiiéncias ndo foram classificadas pelo RDP Classifier com 95% de limite de
confianga. Na maior profundidade, 70-100 cm (VZP4), 38% das seqiiéncias foram classificadas
como Euryarchaeota e 8% como Crenarchaeota (Figura 33 a). Foram classificadas 7 seqiiéncias
na ordem Methanosarcinales, e cinco delas foram classificadas também na familia
Methanosarcinaceae. Dez sequiéncias foram classificadas como Thermoprotei (Tabela 18).

Aproximadamente de 55% das seqiiéncias ndo puderam ser classificadas em filo.
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Figura 33 - Freqiiéncia relativa de seqiiéncias de 16S rDNA encontradas de filos nas camadas 00-20 cm (VZP1), 20-
40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4) em solo de varzea da Amazonia Oriental
(Santarém - PA), classificadas com o RDP Classifier com limite de confianca de 95% (a), e
desconsiderando-se valor de limite de confianca (b)

As andlises filogenéticas mostraram que todos os clones pertencem aos filos
Euryarchaeota e Crenarchaeota. Nenhuma seqiiéncia de Korarchaeota ou Nanoarchaeota foi
encontrada. Do total de seqiiéncias avaliadas, grande parte foi classificada apenas ao nivel de
dominio (60%) (Figura 34 a). Apenas 1,6% das seqiiéncias ndo foram classificadas com o RDP
Classifier (Figura 34 b), mas apresentaram similaridade com seqiiéncias de Archaea depositadas
no NCBI, com faixa de identidade obtida de 84 - 100%. Pode-se observar que as seqiiéncias
analisadas possuem relagdo com seqiiéncias obtidas com ambientes correlatos ao avaliado neste

estudo, sendo que cerca de 23% foram encontradas em solo, e 44% em sedimentos de dgua doce.
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Figura 34 - Freqiiéncia relativa de seqiiéncias de 16S rDNA encontradas de Archaea (a) e de filos (b) em todas as
seqiiéncias analisadas do solo de varzea da Amazonia Oriental (Santarém - PA). As seqiiéncias foram
classificadas com o RDP Classifier com limite de confianga de 95%. VZ: Todas as seqiiéncias do solo de
varzea

A maior parte das seqiiéncias classificadas como Crenarchaeota (209) foram
similares a Crenarchaeota relacionadas a oxidacdo da amoénia em fontes termais (47°C)
(AMO039531.1, AM039532.1, AM039533.1, AM039534.1) (WEIDLER et al., 2007). Parte destas
seqiiéncias foi classificada pelo RDP Classifier na classe Thermoprotei, o que era esperado para
microrganismos encontrados em ambientes de alta temperatura, como as fontes termais. Outras
86 seqiiéncias apresentaram similaridade a Crenarchaeota encontradas em minas de uranio

(AJ535119.1, AJ535120.1) (SELENSKA-POBELL et al., 2003 - ndo publicado).

Viarios trabalhos tém demonstrado a ampla distribuicdo de Crenarchaeota no solo
(BINTRIM et al., 1997; BUCKLEY; GRABER; SCHMIDT, 1998.). Neste trabalho, 38
seqiiéncias foram similares a Crenarchaeota do solo, 5 descritas por Ochsenreiter et al. (2003 -
nao publicado) (AY278090.1), 1 por Nicol et al (2005) (AY601306.1), e 32 descritas por Bintrim
et al. (1997) (U62815.1, U62818.1). Estas seqiiéncias descritas por Bintrin et al. (1997)
apresentaram similaridade também com 2 seqiiéncias de Crenarchaeota encontradas por

Borneman e Triplett (1997) em dois solos amazdnicos, sob floresta e pastagem. Embora seja um
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numero limitado de seqiiéncias para comparagao, estas sdo as duas Unicas seqiiéncias de Archaea
descritas em solos amazonicos. Ainda, sdo similares as seqiiéncias descritas em solos tropicais

agricolas (CLEMENTINO et al., 2006).

Setenta e sete seqiiéncias foram similares a Euryarchaeota encontradas em sedimento
calcareo de uma caverna formada pela dissolugcdo de rochas calcéareas, “Wind Cave National
Park” (AY217535.1), de onde apenas 1 seqiiéncia foi relacionada a Crenarchaeota

(AY217522.1).

Entre as seqiiéncias que foram classificadas pelo RDP Classifier relativas a classe
Methanosarcinales 16 delas apresentaram similaridade pelo Blast com seqiiéncias encontradas
em sedimentos de agua doce, a saber: AY652476.1 (CHAUHAN; REDDY; OGRAM, 2006),
AF293016.1 e AF293017.1 (STEIN et al., 2001), AB288247.1 (SHIMIZU et al., 2007 - nao
publicado), DQ354743.1 e DQ337108.1 (GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006 - nao
publicado). Entretanto, a maioria delas foi similar a seqiiéncias de solo, entre eles os clones
AM114193.2 e AB196288.1, AF225644.1, de rizosfera e solo de arroz, respectivamente (ERKEL
et al., 2006; SAKAI et al.,, 2004. - ndo publicado; LUEDERS; FRIEDRICH, 2000); clone
AF226268.1, de rizosfera do milho (CHELIUS; TRIPLETT, 2001); clone AY175383.1, de solo
turfoso (BASILIKO et al. - ndo publicado); clone EF125517.1, de solo de mangue (YAN;
HONG, 2007 - ndo publicado); clones AB161329.1 ¢ AB161346.1, de solos contaminados por
petroleo (KASAI et al.,, 2005); AY457661.1, encontrado na regido de Pantano — alagados
(CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004); clone AY652476.1, de pantano (CHAUHAN; REDDY;
OGRAM, 2006 ), entre outros. Também foi observada similaridade com seqiiéncias encontradas

em mina de ouro, clone EF446793.1 (ONSTOTT, 2007 - ndo publicado).

A alta freqiiéncia de seqiiéncias classificadas como Methanomicrobia, Methanosarcinales
ou mesmo como Methanosarcina indicam que este grupo de microrganismos seja dominante
neste ambiente. Os microrganismos pertencentes a familia Methanosarcinales pertencem a um
grupo especializado de arquéias anaerobias que produzem metano a partir de um limitado grupo
de substratos. Em ecossistemas de agua doce, o H,:CO,, o formiato e o acetato sdo os principais
precursores metanogénicos (CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004). Nestes ecossistemas, como
varzeas, sedimentos de lagos e arrozais inundados, o acetato ¢ o precursor preliminar do metano,

sendo que aproximadamente 60 a 80% do metano s3o produzidos do acetato (CONRAD, 1999).
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A utilizagdo do acetato ¢ restrita a dois géneros na ordem Methanosarcinales, Methanosaeta e

Methanosarcina (GARRITY; HOLT, 2001).

Embora a fisiologia ndo possa necessariamente ser suposta pela filogenia, em muitos
casos a fisiologia de um organismo pode ser cautelosamente inferida pela filogenia. Se uma
seqiiéncia for similar a um grupo do organismo cultivado com propriedades comuns, pode-se
esperar que o organismo amostrado somente pela seqiiéncia de DNA do ambiente possa também
exibir aquelas propriedades (KIM et al.,, 2005). Desta forma, pode-se considerar que as
seqiiéncias relativas a Methanosarcinales representem metanogénicas envolvidas na producao do
metano a partir do acetato no solo analisado. Estes dados corroboram com os resultados obtidos
no cultivo de arquéias metanogénicas deste trabalho, onde foram obtidos isolados de
Methanosarcina nesta mesma varzea, em duas profundidades, 20-40 cm (VZ3(145-168)), e 40-70
cm (VZ3(169-192)). A composicao isotopica do metano reflete a combinagdo do fracionamento
de diferentes substratos. Dependendo da via de producdo do metano (acetoclastica ou
hidrogenotrofica) o metano terd um valor diferente de e (MARICK et al., 2002). Valores
maiores de 8"°C estdo relacionados & produgio do metano via fermentagdo do acetato, enquanto
os valores menores se relacionam a reducao do CO,. Moura (2005) estudando a composicao
isotopica do metano em varzeas do municipio de Santarém - PA (mesmo local deste estudo)
observou que na vérzea os altos valores de 8"°C encontrados indicavam a maior contribui¢io da

via acetoclastica para a formagao do metano.

Foram observadas também similaridades com seqiiéncias obtidas de ambientes indspitos,
como deposito de betume (EF420187.1) (PENNER; FOGHT; MACKINNON, 2007 - nao
publicado), sedimento vulcanico (EF032793.1, AY917222.1) (BROWN et al., 2006 - ndo
publicado; GOMEZ-ALVAREZ; NUESSLEIN, 2005 - ndo publicado), e 4gua contaminada por
metais pesados (EF464061.1) (ALMEIDA et al., 2007 - ndo publicado). Coincidentemente,
Clementino et al. (2006), em solos agricolas tropicais também encontraram seqiiéncias similares

aquelas encontradas em sedimentos vulcanicos.



Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(continua)
Seqiiéncia Classificacdo ID% e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP1-AAO01 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003.np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AA02 Archaea 98% 0 AB161343.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP1-AA05 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AA06 Archaea 99% 0 AB126372.1 NUNOURA et al., 2005. np. Archaea - Reservatorio de petroleo
VZP1-AA07 Archaea 98% 0 AJ831158.1 LALOUI-CARPENTIER et al., 2006. Archaea metanogénica - chorume aterro sanitario
VZP1-AA08 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL, et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AAQ09 Thermoprotei 99% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-AA10 Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-AA12 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota — Solo
VZP1-ABO1 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003.np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AB02 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-ABO03 Archaea 99% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-AB04 Archaea  98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea — Aqiiifero
VZP1-AB06 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AB09 Archaea 98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-AB10 Archaea 96% 0 DQ365103.1 LEE et al., 2006. np. Archaea — Compostagem
VZP1-ACO1 Archaea  98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea — Aqiiifero
VZP1-ACO02 Archaea 99% 0 U62818.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota — Solo
VZP1-ACO03 Archaea 95% 0 DQ399812.1 ENRIGHT; COLLINS; O'FLAHERTY, 2006. np. Archaea - Agua residual contaminada por tolueno
VZP1-ACO05 Thermoprotei 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AC06 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-ACO07 Archaea 98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-AC08 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AC11 Thermoprotei 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AC12 Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal

9¢l



Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo  ID% e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP1-ADO02 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AD04 Archaea 99% 0 AB126372.1 NUNOURA et al., 2005. np. Archaea - Reservatério de petroleo
VZP1-ADO08 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP1-AD09 Archaea 99% 0 EF032793.1 BROWN et al., 2006. np. Crenarchaeota - Sedimento vulcanico
VZP1-AD10  Thermoprotei  99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-ADl11 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-AD12 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AE02 Archaea 95% 0 AJ831142.1 LALOUI-CARPENTIER et al., 2006. Archaea metanogénica - chorume aterro sanitario
VZP1-AE04 Archaea 97% 0 AY820221.1 ZHANG et al., 2005. Archaea - Rocha em subsuperficie
VZP1-AEQ07 Archaea 95% 0 EF420187.1 PENNER; FOGHT; MACKINNON, 2007. np. Archaea - Depbsito de Betume
VZP1-AEO08 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP1-AE09 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP1-AE11 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP1-AF01 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AF03 Archaea 98% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP1-AF06 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP1-AF07 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP1-AF(09 Archaea 96% 0 AY278090.1 OCHSENREITER, et al., 2003. np. Crenarchaeota - Solo
VZP1-AF10 Archaea 99% 0 U59986.1 HERSHBERGER et al., 1996. Crenarchaeota - Ambiente Terrestre
VZP1-AF11 Thermoprotei  98% 0 U62818.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP1-AF12 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP1-AGO1 Archaea 99% 0 EF464061.1 ALMEIDA et al., 2007. np. Archaea - Agua contaminada por metais pesados
VZP1-AGO03 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-AG04 Archaea 99% 0 AB126372.1 NUNOURA et al., 2005. np. Archaea - Reservatorio de petroleo
VZP1-AGO05 Archaea 98% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID% e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP1-AGO06 Archaea 96% 0 AY278090.1 OCHSENREITER, et al., 2003. np. Crenarchaeota - Solo
VZP1-AGO8 Thermoprotei ~ 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-AG10 Archaea 98% 0 AB161337.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP1-AG12 Archaea 99% 0 AY217522.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Crenarchaeota - Sedimento calcareo
VZP1-AHO1 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AHO3 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-AHO04 Archaea 96% 0 AY278090.1 OCHSENREITER, et al., 2003. np. Crenarchaeota - Solo
VZP1-AHO05 Archaea 96% 0 AB161343.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP1-AH06 Archaea 96% 0 AY278090.1 OCHSENREITER, et al., 2003. np. Crenarchaeota - Solo
VZP1-AHO7 Thermoprotei ~ 99% 0 EF032793.1 BROWN et al., 2006. np. Crenarchaeota - Sedimento vulcanico
VZP1-AH10 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP1-AH11 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP1-BAO1 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BA02 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BA04 Archaea 98% 0 AY917222.1 GOMEZ-ALVAREZ; NUESSLEIN, 2005. np. Archaea - Sedimento vulcanico
VZP1-BAO5 Archaea 97% 0 AY601306.1 NICOL et al., 2005. Crenarchaeota — Solo
VZP1-BAOS Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-BA09 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BA10 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-BAll Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-BA12 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-BB02 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BB03 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BB04 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BB05 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo  ID% e-value Acesso Autor Organismo — Ambiente
VZP1-BB07 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BB09 Archaea 96% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota — Solo
VZP1-BB10 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BB11 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-BB12 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-BC01 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BCO03 Thermoprotei ~ 99% 0 AB126372.1 NUNOURA et al., 2005. np. Archaea - Reservatorio de petroleo
VZP1-BC08 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-BCl11 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea — Aqiiifero
VZP1-BC12 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-BDO01 Thermoprotei ~ 99% 0 EF032793.1 BROWN et al., 2006. np. Crenarchaeota - Sedimento vulcanico
VZP1-BD03 Thermoprotei ~ 99% 0 U81774.2 GODON et al., 1997. Archaea - Biodigestor anaerobio
VZP1-BD04 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL, et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BDO05 Archaea 99% 0 AB126372.1 NUNOURA et al., 2005. np. Archaea - Reservatério de petroleo
VZP1-BD06 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BD09 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-BD10 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP1-BD12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP1-AA03  Euryarchaeota  95% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota — Solo
VZP1-AA04  Euryarchaeota 85% 1,00E-159 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP1-AA1l  Euryarchaeota 87% 6,00E-158 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo
VZP1-ABOS  Euryarchaeota  95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota — Solo
VZP1-AB07  Methanosarcina 99% 0 AB288247.1 SHIMIZU et al., 2007. np. Archaea metanogénica - Sedimento de aqiiifero
VZP1-AB08  Euryarchaeota 86% 6,00E-143 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo
VZP1-ABl11 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificacdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP1-AB12  Methanosarcina 98% 0 AB288247.1 SHIMIZU et al., 2007. np. Archaea metanogénica - Sedimento de aquifero
VZP1-AC09  Euryarchaeota  87% 3,00E-161 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP1-ADO1 Archaea 94% 5,00E-164 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP1-ADO7  Euryarchaeota  93% 4,00E-165 AF226268.1 CHELIUS; TRIPLETT, 2001. Archaea - Rizosfera de milho
VZP1-AEOl  Euryarchaeota  95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP1-AE03  Euryarchaeota  94% 5,00E-174 DQO004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP1-AEO05  Methanosarcina 100% 2,00E-142 AF225644.1 LUEDERS; FRIEDRICH, 2000. Archaea - Solo de arroz
VZP1-AE06  Methanosarcina 100% 0 AY175383.1 BASILIKO et al., 2003. np. Archaea metanogénica - Solos turfosos
VZP1-AE12  Euryarchaeota  87% 2,00E-153 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo
VZP1-AF02 Euryarchaeota  87% 5,00E-159 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP1-AF04  Methanosarcina  98% 0 AF418929.1 STEIN et al., 2002. Archaea - Reservatorio de agua doce
VZP1-AF05  Methanosarcina  99% 0 EF125517.1 YAN; HONG, 2007. np. Archaea - Solo de mangue
VZP1-AGO02  Methanosarcina 100% 0 AY175383.1 BASILIKO et al., 2003. np. Archaea metanogénica - Solos turfosos
VZP1-AGO09  Euryarchaeota  95% 5,00E-169 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP1-AGl11  Euryarchaeota  86% 2,00E-112 DQ228623.1 SCHRENK et al., 2005. np. Archaea - Superficie mineral
VZP1-BAO7  Euryarchaeota  85% 0 AY835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal
VZP1-BB01 Methanomicrobia 99% 0 AB196288.1 SAKAI et al., 2004. np. Archaea metanogénica - Solo de arroz
VZP1-BB06  Euryarchaeota  95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP1-BB08  Euryarchaeota  96% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP1-BCO02  Euryarchaeota  95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP1-BC04  Euryarchaeota  95% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP1-BC06  Methanosarcina 97% 0 AE010299.1 GALAGAN et al., 2002. Methanosarcina acetivorans - Genoma
VZP1-BCO7  Euryarchaeota  85% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP1-BC09  Euryarchaeota  96% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP1-BC10  FEuryarchaeota  85% 8,00E-172 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID% e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP1-BD02 Archaea 95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP1-BD07 Methanosarcinaceae 92% 0 AB161329.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petrdleo
VZP1-BD08 Methanosarcinaceae 92% 0 AB161329.1 KASATI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petréleo
VZP1-BD11 Euryarchaeota 95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-AAO01 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AA02 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AA03  Methanomicrobia 97% 0 DQ337108.1  GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP2-AAO05 Archaea 97% 2,00E-159 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AA07 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AA08 Archaea 87% 6,00E-150 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-AAQ09 Euryarchaeota 86% 1,00E-117 AYS835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal
VZP2-AA10  Methanosarcinales  97% 0 AB161329.1 KASATI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petréleo
VZP2-AAll Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AA12 Archaea 95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-AB01 ND 97% 4,00E-167 DQO004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-AB02 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-AB03 ND 83% 1,00E-76 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-AB04  Methanosarcinales 98% 4,00E-172 AB161329.1 KASATI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petréleo
VZP2-AB05  Methanosarcinales 99% 6,00E-160 AB161329.1 KASALI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petrdleo
VZP2-AB06 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AB07 Archaea 99% 2,00E-164 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AB08 ND 99% 1,00E-96  U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-AB09 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-AB10 Archaea 99% 0 AJ535120.1  SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-AB11 Archaea 85% 2,00E-115 DQ228623.1 SCHRENK et al., 2005. np. Archaea - Superficie mineral
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP2-AB12 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-ACO01 Archaea 95% 0 AY917219.1 GOMEZ-ALVAREZ; NUESSLEIN, 2005. np. Archaea - Sedimento vulcanico
VZP2-AC02 Methanosarcinales 97% 0 DQ337108.1 GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP2-ACO03 ND 88% 9,00E-84 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-AC04 Euryarchaeota  85% 7,00E-110 DQ228623.1 SCHRENK et al., 2005. np. Archaea - Superficie mineral
VZP2-ACO05 Archaea 97% 2,00E-154 AY603059.1 WANG et al., 2005. np. Archaea - Solos ndo perturbados
VZP2-AC06 Archaea 97% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AC07 ND 97% 2,00E-109 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-ACO08 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-AC09 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-AC10 Thermoprotei 98% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-AC12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AD02 Archaea 95% 0 AY917219.1 GOMEZ-ALVAREZ; NUESSLEIN, 2005. np. Archaea - Sedimento vulcanico
VZP2-AD03 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-AD04  Euryarchaeota  96% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-ADO05 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AD06 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-AD07 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AD08 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AD09 Archaea 94% 1,00E-151 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-AD10 Methanomicrobia 98% 0 EF446793.1 ONSTOTT, 2007. Archaea - Mina de ouro
VZP2-AD11 Methanomicrobia 98% 0 AY652476.1 CHAUHAN; REDDY; OGRAM, 2006.  Archaea metanogénica - Pantano de agua doce
VZP2-ADI12 Euryarchaeota  87% 2,00E-139 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-AEOQ1 Methanosarcinales 95% 0 AF293017.1 STEIN et al., 2001. Archaea - Sedimento
VZP2-AE02 ND 79% 4,00E-87 AB239075.1 ARAKAWA et al., 2006. Crenarchaeota - Sedimento marinho
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP2-AEQ03 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-AE04 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AEQ5 Methanosarcinales 95% 6,00E-175 AF293017.1 STEIN et al., 2001. Archaea - Sedimento
VZP2-AE06 Euryarchaeota  86% 1,00E-117 AY835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal
VZP2-AE07 Euryarchaeota  86% 1,00E-111 DQ228623.1 SCHRENK et al., 2005. np. Archaea - Superficie mineral
VZP2-AE08 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AE09 Methanosarcinales 98% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP2-AE10 Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AE11 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AE12 Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AF01 Archaea 99% 3,00E-168 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AF02 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AF03 Archaea 99% 5,00E-166 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-AF04 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AF06 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-AF07 Euryarchaeota  86% 5,00E-111 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-AF08 Methanosarcinales 98% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP2-AF09 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-AF10 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AF11  Methanosarcinales 98% 0 AB161329.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP2-AF12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AGO1 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AG02 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-AGO03 Euryarchaeota  92% 8,00E-134 AB161329.1 KASATI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP2-AG04 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP2-AGO05 Methanosarcinales 97% 2,00E-149 AB161329.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP2-AGO07 Archaea 99% 4,00E-162 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AG08 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-AG09  Euryarchaeota  86% 1,00E-111 AYS835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal
VZP2-AGl11 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-AG12 Archaea 86% 5,00E-116 AY835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal
VZP2-AHO1 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-AHO02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AH04 Thermoprotei 99% 4,00E-162 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-AHO5  Euryarchaeota  86% 1,00E-117 AYS835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal
VZP2-AHO06 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-AHO7 ND 94% 2,00E-155 DQO004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-AHO8 Methanosarcinales 97% 0 AF293017.1 STEIN et al., 2001. Archaea - Sedimento
VZP2-AHO09 Methanosarcinales 96% 0 DQ354743.1 GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP2-AH10 Methanosarcinales 95% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP2-AH12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BAO1 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-BA02 Thermoprotei 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-BA03 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-BA04 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BA06 Euryarchaeota  88% 2,00E-110 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-BA07 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-BA0O8 Euryarchaeota  88% 6,00E-165 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-BA09 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BAll Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP2-BA12 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-BB02 Archaea 98% 0 AY186066.1 NORTHUP et al., 2003. Archaea - Deposito de ferro-manganés
VZP2-BB03 Euryarchaeota  94% 8,00E-149 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-BB04 Methanosarcinales 96% 0 DQ337108.1  GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP2-BB05 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-BB06 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-BB07 Archaea 99% 1,00E-177 AY186062.1 NORTHUP et al., 2003. Archaea - Deposito de ferro-manganés
VZP2-BB10 Euryarchaeota  85% 6,00E-120 DQ228623.1 SCHRENK et al., 2005. np. Archaea - Superficie mineral
VZP2-BBl11 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BB12 Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BCO01 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-BC02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BCO03 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-BC04 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BCO5 Methanosarcinales 97% 0 DQ354743.1  GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP2-BC06 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-BCO07 Methanosarcinales 95% 6,00E-180 AF293016.1 STEIN et al., 2001. Archaea - Sedimento
VZP2-BC08 Euryarchaeota  85% 1,00E-111 DQ228623.1 SCHRENK et al., 2005. np. Archaea - Superficie mineral
VZP2-BC10 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-BCl11 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BC12 Archaea 98% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BDO01 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BD03 Methanosarcinales 95% 0 AF293016.1 STEIN et al., 2001. Archaea - Sedimento
VZP2-BD04 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-BD05 Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP2-BD06 Archaea 97% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BDO07 Archaea 97% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BD08 Euryarchaeota 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-BD09 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-BD10 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BD11 Archaea 98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BD12 Euryarchaeota 86% 1,00E-166 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-BEOl  Methanosarcinales 98% 0 DQ354743.1 GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP2-BE02  Methanosarcinales 98% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP2-BE04 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BEO05 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-BEO6 Methanosarcinaceae 95% 0 AB161329.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP2-BEO07 Archaea 85% 5,00E-91 DQ522932.1 KENDALL et al., 2007. Archaea metanogénica - Sedimento marinho
VZP2-BEOS Euryarchaeota 95% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-BE10 Archaea 94% 1,00E-176 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-BEl11 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BE12 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BF01 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BF02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BF03 Archaea 98% 2,00E-165 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BF04 Euryarchaeota 86% 8,00E-144 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-BF05 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BF06 Archaea 98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BF07 Archaea 98% 8,00E-144 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BF08 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal

4!



Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP2-BF09 Archaea 97% 5,00E-176 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BF10 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BF11 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-BF12 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-BG02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BG03  Methanomicrobia 98% 2,00E-175 AM114193.2 ERKEL et al., 2006. Archaea metanogénica - Rizosfera do arroz.
VZP2-BG04 Euryarchaeota  94% 8,00E-154 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-BG05 Methanosarcinales 96% 1,00E-141 DQ337108.1 GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP2-BG06 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BG07 Archaea 87% 3,00E-98 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-BHO8  Methanomicrobia 99% 0 AB161329.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP2-BH09 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BH10 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BH11 Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-BH12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CEO01 Euryarchaeota  93% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-CE02 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CEO05 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-CE07 Crenarchaeota  98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CEO08 Euryarchaeota  98% 0 EF446801.1 ONSTOTT, 2007. Archaea - Mina de ouro
VZP2-CE10 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CE1l Methanosarcinales 96% 0 DQ337108.1 GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP2-CE12 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CF01 Euryarchaeota  95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-CF02 Thermoprotei ~ 98% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP2-CF03 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CF04 Euryarchaeota  95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-CF05 Thermoprotei 99% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CF06 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CF08 Methanosarcinales 96% 0 DQ337108.1  GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP2-CF09 Euryarchaeota  87% 5,00E-166 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-CF10 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CF11 Euryarchaeota  97% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP2-CF12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CGO1 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CGO02 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP2-CG03 Thermoprotei 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP2-CG04 Archaea 98% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CG06 Thermoprotei 99% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CGO07 Thermoprotei 99% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CG08 Methanosarcinales 98% 0 AB161329.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP2-CG09 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CG10 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CGl11 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CG12 Euryarchaeota  87% 5,00E-166 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-CHO1 Thermoprotei 99% 0 AB126372.1 NUNOURA et al., 2005. np. Archaea - Reservatorio de petroleo
VZP2-CH02 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CHO3 Euryarchaeota  93% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP2-CHO04 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CHO06 Euryarchaeota  96% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP2-CHO7 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CH09 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP2-CH10 Euryarchaeota 84% 6,00E-175 AY835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal
VZP2-CHI11 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP2-CH12 Euryarchaeota 84% 1,00E-177 AY835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal
VZP3-AAOl Euryarchaeota 87% 3,00E-109 AF226268.1 CHELIUS; TRIPLETT, 2001. Archaea - Rizosfera de milho
VZP3-AA02 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-AAQ03 Euryarchaeota 95% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-AAQ5 Euryarchaeota 87% 5,00E-146 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo
VZP3-AA06 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AAO08  Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AA09 Archaea 99% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AA10 Archaea 99% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AAll Archaea 98% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AA12 Archaea 98% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AB01 Archaea 99% 0 AJ583423.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Archaea - Mina de uranio
VZP3-AB03 Archaea 99% 0 AJ583423.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Archaea - Mina de uranio
VZP3-ABO05 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-AB06  Thermoprotei 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-AB07 Archaea 99% 0 AJ583423.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Archaea - Mina de uranio
VZP3-AB08 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-AB09 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-AB10 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AB11 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AB12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP3-ACO01 Methanosarcinales 98% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP3-AC02 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-ACO03 Archaea 99% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-ACO05 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-AC06 Archaea 86% 4,00E-122 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-AC07 Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-ACO08 Euryarchaeota  87% 6,00E-150 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-AC09 Euryarchaeota  86% 6,00E-165 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-AC10 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-ACl11 Crenarchaeota  99% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-ACI12 Euryarchaeota  99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-ADO01 Euryarchaeota  97% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-AD03 Thermoprotei ~ 98% 0 U81774.2 GODON et al., 1997. Archaea - Biodigestor anaerobio
VZP3-AD06 Euryarchaeota  95% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-ADO07 Thermoprotei 99% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AD08 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AD09 Euryarchaeota  99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-AD10  Euryarchaeota  99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-ADl11 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-AD12 Euryarchaeota  97% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-AEOQ1 Methanosarcinales 98% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP3-AE02 Euryarchaeota  89% 7,00E-110 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-AE03 Euryarchaeota  86% 1,00E-151 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-AE06 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-AEQ7 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificacio  ID% e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP3-AE08 Archaea 98% 0 DQ336957.1  GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP3-AE09 Euryarchaeota 88% 8,00E-164 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-AE10  Euryarchaeota 86% 5,00E-141 DQ522931.1 KENDALL et al., 2007. Archaea metanogénica - Sedimento marinho
VZP3-AEl11 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-AE12 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-AF01 Euryarchaeota  92% 4,00E-127 DQ301894.1 CADILLO-QUIROZ et al., 2006. Archaea metanogénica - Solos turfosos
VZP3-AF02 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-AF03 Euryarchaeota  99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-AF04 Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AF05 Methanomicrobia 98% 0 AB161329.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petrdleo
VZP3-AF06 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AF07 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-AF08 Archaea 98% 0 DQ336957.1  GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie
VZP3-AF09 Archaea 99% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AF10  Euryarchaeota  97% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-AF11 Archaea 88% 0 AY800214.1 LAUER;SOERENSEN; TESKE, 2005. np. Archaea - Sedimento Marinho
VZP3-AF12 Archaea 98% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP3-AG01 Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AG02 Archaea 96% 0 AY917219.1 GOMEZ-ALVAREZ; NUESSLEIN, 2005. np. Archaea - Sedimento vulcanico
VZP3-AG03 Archaea 97% 0 AY917219.1 GOMEZ-ALVAREZ; NUESSLEIN, 2005. np. Archaea - Sedimento vulcanico
VZP3-AG04 Archaea 99% 0 AJ583423.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Archaea - Mina de uranio
VZP3-AGO05  Euryarchaeota 87% 2,00E-154 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-AG06 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-AGO07 Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AG09 ND 98% 1,00E-122 DQ336962.1  GIHRING; MOSER;ONSTOTT, 2006. np. Archaea - Agua de subsuperficie

IS1



Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP3-AGl11 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-AG12 Archaea 99% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AHO1 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AHO02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AHO03 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-AH04 Archaea 97% 0 EF032792.1 BROWN et al., 2006. np. Crenarchaeota - Sedimento vulcanico
VZP3-AHO05 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AHO06 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AHO7 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AHO08 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-AH09 Euryarchaeota  87% 6,00E-160 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-AHI10 Archaea 98% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-AHI11 Euryarchaeota  86% 1,00E-146 DQ522931.1 KENDALL et al., 2007. Archaea metanogénica - Sedimento marinho
VZP3-AH12 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BAO1 Euryarchaeota  94% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-BA02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BAO03 Archaea 98% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BA04 Euryarchaeota  86% 1,00E-122 AY835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal
VZP3-BAO05 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-BA06 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP3-BA07 Methanosarcinales 98% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP3-BA08 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BA09 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BA10 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BAll Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP3-BAl12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BBO01 ND 86% 3,00E-123 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-BB02 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BB03 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BB04 Methanosarcinales 98% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP3-BB05 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BB06 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BB07 Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BB08 Euryarchaeota  87% 6,00E-150 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo
VZP3-BB09 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BB10 Euryarchaeota  99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-BBl11 Euryarchaeota  87% 4,00E-147 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-BCO01 Archaea 98%  2e-143  DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BC02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BC03 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BC05 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-BC06 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BC07 Euryarchaeota  87% 1,00E-146 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-BC08 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BC09 Archaea 99% 0 AB182723.1 LIU et al., 2005. np. Archaea - Solo de arroz
VZP3-BC10 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BCl1 Methanosarcinales 92% 2,00E-159 AB161329.1 KASALI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petrdleo
VZP3-BCl12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BDO1 Archaea 99% 0 AJ583423.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Archaea - Mina de uranio
VZP3-BD02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP3-BD03  Euryarchaeota 87% 1,00E-137 DQ522931.1 KENDALL et al., 2007. Archaea metanogénica - Sedimento marinho
VZP3-BD05 ND 92% 3,00E-158 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-BD06 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BD07 Archaea 99% 0 AJ583423.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Archaea - Mina de uranio
VZP3-BD08 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BD09 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BD10 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP3-BD11 Thermoprotei  100% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BDI12 Archaea 99% 7,00E-120 DQI190087.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BEO1 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BEO02 Archaea 98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BEO3 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BEO05 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-BEO7 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BE08 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BE09 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-BEl11 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BE12 ND 98% 9,00E-104 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BF02 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BF03 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BF04 Archaea 100% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BF05 Archaea 98% 0 AMO039533.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BF06 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BF07 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BF08 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificacio  ID% e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP3-BF10 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BF11 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-BGO1  Euryarchaeota 87% 3,00E-158 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-BG02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BGO03 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BG04 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP3-BG05  Euryarchaeota 87% 8,00E-139 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-BG06  Euryarchaeota 95% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-BGO07 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BG08 Archaea 86% 1,00E-107 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-BG09 Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BG10 Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BGl1 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BG12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BH02 Crenarchaeota  99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BHO03  Euryarchaeota  93% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP3-BHO5  Euryarchaeota 86% 1,00E-147 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-BH06 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BHO07 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BH08 Archaea 98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP3-BH09 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-BH10  Euryarchaeota 87% 3,00E-148 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP3-BH11 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP3-BH12 Archaea 98% 5,00E-96 EF032793.1 BROWN et al., 2006. np. Crenarchaeota - Sedimento vulcanico
VZP4-AA01 Archaea 99% 0 AY186066.1 NORTHUP et al., 2003. Archaea - Dep6sito de ferro-manganés
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID% e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP4-AA02 Methanosarcinaceae 97% 0 AB161329.1 KASAI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petroleo
VZP4-AA03 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AA04 Euryarchaeota 97% 0 DQ004729.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-AA07 Euryarchaeota 87% 2,00E-161 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-AA08 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-AA09 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AA10 Thermoprotei 99% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AAll Euryarchaeota 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-AA12 Euryarchaeota 88% 2,00E-106 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-ABO1 Euryarchaeota 85% 4,00E-124 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-AB02 Euryarchaeota 97% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-AB03 Archaea 99% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AB04 Archaea 97% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-AB07 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-AB08 Euryarchaeota 87% 2,00E-161 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-AB09 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AB10 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AB11 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AB12 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP4-ACO01 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-AC02 Euryarchaeota 86% 2,00E-166 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-ACO03 Archaea 98% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP4-AC04 Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-ACO07 Euryarchaeota 96% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-ACO08 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo
megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),
nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)

Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente

VZP4-AC09 Euryarchaeota 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo

VZP4-AC10 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal

VZP4-ACI11 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio

VZP4-AC12 Euryarchaeota 94% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo

VZP4-ADO01 Archaea 96% 1,00E-144 EF430995.1 FIERER, 2007. np. Archaea - Solo

VZP4-ADO02 Euryarchaeota 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo

VZP4-ADO03 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal

VZP4-ADO0O7 Archaea 95% 0 AY917219.1 GOMEZ-ALVAREZ; NUESSLEIN, 2005. np. Archaea - Sedimento vulcanico

VZP4-ADO8 Euryarchaeota 87% 2,00E-161 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo

VZP4-AD09 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero

VZP4-AD10 Euryarchaeota 87% 2,00E-161 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo

VZP4-AD12 Euryarchaeota 87% 2,00E-161 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo

VZP4-AEO01 Archaea 97% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero

VZP4-AE02 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio

VZP4-AEQ03  Euryarchaeota 86% 3,00E-115 AY835423.2 DHILLON et al., 2005. Archaea metanogénica - Sedimento hidrotermal

VZP4-AE04 Archaea 98% 3,00E-170 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal

VZP4-AE07 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero

VZP4-AE08 Archaea 92% 0 AJ428031.1 KATAINEN et al., 2004. np. Crenarchaeota - Himos floresta de coniferas

VZP4-AEQ09 Euryarchaeota 84% 7,00E-120 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo

VZP4-AE10 Archaea 99% 0 AY186066.1 NORTHUP et al., 2003. Archaea - Deposito de ferro-manganés

VZP4-AEl11 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio

VZP4-AE12  Euryarchaeota 96% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo

VZP4-AF01  Thermoprotei 88% 0 AY861950.1 SPEAR et al., 2005. Crenarchaeota - Ecossistema Geotermal

VZP4-AF02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal

VZP4-AF03  Euryarchaeota 87% 2,00E-161 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP4-AF04 Euryarchaeota  97% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-AF07 Crenarchaeota  99% 3,00E-170 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AF08 Euryarchaeota  97% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-AF09 Thermoprotei ~ 99% 3,00E-170 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AF10 Thermoprotei 99% 3,00E-170 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AF11 Archaea 97% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-AF12 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-AGO1 Euryarchaeota  86% 9,00E-144 DQ522931.1 KENDALL et al., 2007. Archaea metanogénica - Sedimento marinho
VZP4-AGO02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AGO03 Archaea 99% 3,00E-170 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AG04 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AGO07  Euryarchaeota  86% 2,00E-131 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo
VZP4-AGO8 Archaea 86% 5,00E-148 DQ522931.1 KENDALL et al., 2007. Archaea metanogénica - Sedimento marinho
VZP4-AG09 Euryarchaeota  86% 8,00E-151 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-AG11 Methanosarcinales 99% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP4-AG12 Euryarchaeota  86% 2,00E-167 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-AHO1 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-AHO02 Archaea 87% 1,00E-159 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-AHO03 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-AHO7 Methanosarcinales 99% 0 AB236115.1 SAKAI et al., 2005. np. Methanomicrobia - Ambientes anaerobios
VZP4-AHO8 Archaea 99% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-AHO09 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-AH10 Euryarchaeota  87% 2,00E-161 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-AH11 Crenarchaeota  98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-AH12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP4-BAO1 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP4-BA02 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BAO3 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-BA04 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BAOS Archaea 97% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BA06 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BA07 Methanosarcinales 98% 0 AB161346.1 KASALI et al., 2005. Archaea - Solo contaminado por petrdleo
VZP4-BA0O8 Euryarchaeota  94% 0 AF226268.1 CHELIUS; TRIPLETT, 2001. Archaea - Rizosfera de milho
VZP4-BA09 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BA10 Euryarchaeota  88% 1,00E-164 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BAll Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BA12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BB01 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BB02 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BB03 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BB04 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BB05 Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BB07 Methanosarcinales 98% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP4-BB08 Euryarchaeota  97% 0 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BB09 Euryarchaeota  97% 0 DQ004729.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BB10 Euryarchaeota  87% 1,00E-159 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo
VZP4-BB11 Archaea 98% 0 EF446789.1 ONSTOTT, 2007. Archaea - Mina de ouro
VZP4-BB12 Euryarchaeota  97% 0 DQ004729.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BC01 Archaea 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-BC02  Euryarchaeota  99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP4-BC03 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BC04  Euryarchaeota 93% 0 DQ004704.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BCO5  Euryarchaeota  97% 3,00E-164 DQ004729.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BC06 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BCO07 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BC08 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-BC09  Euryarchaeota  97% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BC10  Euryarchaeota  99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BCl11 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-BC12 Thermoprotei ~ 99% 0 AMO039532.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BD01 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BD02 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BD03  Euryarchaeota 87% 1,00E-159 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BD04 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BDO05 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BD06 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP4-BDO07 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BD08  Euryarchaeota  87% 1,00E-159 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BD09  Euryarchaeota  95% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BD10  Euryarchaeota 97% 0 DQ004729.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BDI11 Archaea 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BD12 Thermoprotei ~ 99% 0 AJ535119.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-BEO1 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP4-BE02 Euryarchaeota  86% 2,00E-107 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BEO03 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP4-BE04 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BEO05 Archaea 99% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BE06 Archaea 97% 1,00E-159 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo
VZP4-BE07 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BEO8 Methanosarcinaceae 98% 0 EF446793.1 ONSTOTT, 2007. Archaea - Mina de ouro
VZP4-BE09 Euryarchaeota 98% 0 DQ004722.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BE10 Archaea 99% 3,00E-180 DQO004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BE12 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BF01 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BF02 Archaea 98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BF03 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP4-BF04 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
VZP4-BF05 Archaea 98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BF06 Archaea 99% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BF07 Archaea 98% 0 AMO039531.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BF08 Euryarchaeota 99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BF09 Euryarchaeota 87% 1,00E-159 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BF10 Archaea 94% 0 AY278090.1 OCHSENREITER, et al., 2003. np. Crenarchaeota - Solo
VZP4-BF11 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-BF12 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BGO1 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BG02 Euryarchaeota 87% 1,00E-159 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcéareo
VZP4-BGO03 Euryarchaeota 86% 2,00E-107 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BG04 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-BGO05 Archaea 99% 0 U62815.1 BINTRIM et al., 1997. Crenarchaeota - Solo
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Tabela 18 - Classificacdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo

megablast do NCBI para seqiiéncias de 16S rDNA de Archaea encontradas em solo de varzea amazonica (Santarém-PA),

nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4)

(Conclusao)
Seqiiéncia Classificagdo ID%  e-value Acesso Autor Organismo - Ambiente
VZP4-BG06 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BG07 Euryarchaeota  86% 6,00E-107 AY396007.1 ROLING et al., 2004. Archaea - Sedimento marinho
VZP4-BGO08 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BG09 Euryarchaeota  87% 5,00E-138 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BG10  Euryarchaeota  99% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BGl11 Thermoprotei 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BG12 Euryarchaeota  87% 7,00E-166 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BHO1 Euryarchaeota  86% 1,00E-128 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BHO02  Euryarchaeota  97% 0 DQ004703.1 GATTINGER et al., 2007. Euryarchaeota - Solo
VZP4-BHO03 Euryarchaeota  87% 5,00E-148 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BH04 Euryarchaeota  86% 8,00E-146 AY217535.1 CHELIUS; MOORE, 2004. Euryarchaeota - Sedimento calcareo
VZP4-BHO5 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BH06 Methanosarcinales 98% 0 AY457661.1 CASTRO; OGRAM; REDDY, 2004. Archaea - Pantano
VZP4-BHO7 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-BHO08 Archaea 98% 0 AJ535120.1 SELENSKA-POBELL et al., 2003. np. Crenarchaeota - Mina de uranio
VZP4-BH09 Archaea 98% 0 DQ190069.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005. np. Archaea - Aquifero
VZP4-BH10 Archaea 99% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BH11 Archaea 98% 0 AMO039534.1 WEIDLER et al., 2007. Crenarchaeota - Fonte termal
VZP4-BHI12 Archaea 98% 0 AY820221.1 ZHANG:,et al., 2005. np. Archaea - Rocha em subsuperficie

Classificagdo: Menor taxon definido pelo RDP Classifier do RDP (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) com nivel maximo de restri¢do (Confidence threshold -
95%); ID%: Valor de identidade entre as seqiiéncias estudadas e a de maior similaridade no banco de dados; e-value: e-value entre as seqiiéncias estudadas e a de
maior similaridade no banco de dados; Acesso: Numero de acesso da seqiiéncia de maior similaridade no banco de dados; Autor: Autor do trabalho do qual se
originou a seqiiéncia de maior similaridade no banco de dados; ND: Nao determinado; VZP1: Varzea profundidade 1(00-20 cm); VZP2: Varzea profundidade 2
(20-40 cm); VZP3: Varzea profundidade 3 (40-70 cm); VZP4: Varzea profundidade 4 (70-100 cm).
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Na tabela 19 sdo apresentadas as estimativas de riqueza de UTOs, os indices de
diversidade e a estimativa de cobertura de amostragem. As distancias evolutivas (D) escolhidas
para a definicdo de UTOs (espécies) neste trabalho foi de 0,01 e 0,03. As estimativas de riqueza
de UTOs pelos métodos ndo-paramétricos ACE e Chaol mostram que ndo houve diferenca
significativa (intervalo de confianca de 95% de probabilidade) entre as profundidades
amostradas: 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-100 cm (VZP4), tanto
para D= 0,01, quanto para D= 0,03 . Também os indices de Shannon indicam ndo haver diferenca
significativa entre as bibliotecas. Entretanto, observa-se que na camada VZP3 hd uma diminui¢ao
do niimero de UTOs em relagdo as demais profundidades analisadas. O nimero estimado de
espécies de Archaea, considerando-se D= 0,03 foi de 58,4, 62,6, 37,4, ¢ 61,1, para VZP1, VZP2,
VZP3 e VZP4, respectivamente. Ainda considerando a distancia evolutiva de 0,03, o nimero
total de espécies do solo de varzea foi de 141,3. Os baixos valores da reciproca do indice de
Simpson observados para todas as profundidades indicam que ndo ocorrem UTOs dominantes
dentro da comunidade microbiana. Os valores dos indices de cobertura de amostragem das
bibliotecas de 16S rDNA VZP1, VZP2, VZP3 e VZP4 para uma distancia evolutiva de 0,03
foram de 85%, 91%, 95% e 90%, respectivamente.



Tabela 19 - Indices de diversidade de Archaea e estimativas de nimero de UTOs e cobertura de amostragem para as amostras de solo

de varzea amazonica (Santarém - PA), nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e 70-

100 cm (VZP4)
Comunidade NS NU Estimativa de UTOs [ndices de Diversidade ECA
ACE Chaol Shannon 1/D

D =10,01
VZP1 129 50 87,2 (66,0; 136,5) 128,4 (76,6; 281,1) 3,5(3,3;3,6) 22,1 (14,11; 67,1) 0,783
VZP2 201 55 100,0 (75,7; 152,9) 107,1 (73,8; 199,2) 3,4 (3,2;3,5) 20,1 (13,9; 36,0) 0,866
VZP3 169 44 60,8 (50,5; 87,7) 84,5 (55,7, 184,6) 3,2(3,2;3,5) 20,9 (15,3; 33,1) 0,893
VZP4 170 47 100,3 (69,6; 172,7) 131,5 (73,6; 315,4) 3,3(3,1;3,4) 21,8 (16,7; 31,5) 0,847
\%4 669 149 292,9 (237,3; 383,6) 318,0 (238,1; 469,7) 4,2 (4,1;4,3) 35,6 (24,6; 64,4) 0,883
D =10,03
VZP1 129 36 58,4 (44,3; 96,3) 81,1 (49,2; 190,4) 2,7(2,5,2,9) 7,6 (5,1;15,1) 0,853
VZP2 201 40 62,6 (48,8; 97,7) 80,5 (51,7; 180,6) 2,7(2,5;2.9) 7,1 (4,62; 15,2) 0,910
VZP3 169 29 37,4 (31,5;57,0) 37,1 (30,8; 64,6) 2,7(2,6;2,9) 10,1 (7,5; 15,5) 0,947
VZP4 170 37 61,1 (46,1; 100,9) 61,1 (44,3; 116,0) 2,9 (2,7; 3,0) 11,5(7,8;21,5) 0,900
VZ 669 93 141,3 (117,9; 186,5) 161,4 (121,4;257,8) 3,6 (3,5;3,7) 18,2 (12,8; 31,5) 0,945

VZP1: Varzea profundidade 1(00-20 cm); VZP2: Varzea profundidade 2 (20-40 cm); VZP3: Varzea profundidade 3 (40-70 cm); VZP4: Varzea profundidade 4
(70-100 cm); VZ: Todas as seqiiéncias do solo de varzea. NS: Numero de seqiiéncias. NU: Numero de Utos determinado pelo programa DOTUR. ACE:
Estimador de riqueza (4dbundance-based Coverage Estimator). Chaol: Estimador de riqueza. Shannon: Estimador de maxima semelhanga. 1/D: Reciproco do
indice de Simpson (estimador de maxima semelhanga). ECA: Estimativa de cobertura de amostragem. Valores entre parénteses representam o intervalo com 95%
de confianga.

P91
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As curvas de rarefacdo foram obtidas pela relagdo entre o numero de filotipos (UTOs),
agrupados a 97% de similaridade, e o niimero de clones analisados (Figura 35). As curvas
ascendentes verificadas nas bibliotecas VZP1, VZP2 e VZP4 indicam que um maior nimero de
clones deveria ser analisado para obter-se uma completa amostragem da diversidade de Archaea
nestas camadas (Figuras 35a, 35b e 35d).0 declinio na curva de rarefagdo para a biblioteca de
16S rDNA VZP3 (Figura 35c) indica que nesta profundidade a maior parte da diversidade foi
detectada. Estes resultados confirmam os dados de estimativa de cobertura de amostragem (ECA)
(Tabela 19), onde a camada VZP3 obteve cerca de 95% de cobertura de amostragem, enquanto os
menores valores foram observados para VZP1 e VZP4, com 85% e 90%, respectivamente.
Contudo, os indices de cobertura de amostragem foram considerados elevados para todas as

bibliotecas analisadas, variando de 85% a 95% (D=0,03) (Tabela 19).
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Figura 35 - Curva de rarefacdo gerada do gene 16S rRNA das bibliotecas de clones de solo de varzea amazonica
(Santarém - PA), nas profundidades: a) 00-20 cm (VZP1); b) 20-40 cm (VZP2); ¢) 40-70 cm (VZP3); e d)
70-100 cm (VZP4)
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Na figura 36 sdo mostrados os numeros de filotipos estimados para diferentes distancias
evolutivas das bibliotecas VZP1, VZP2, VZP3 ¢ VZP4. Os dados indicam que a estimativa de
riqueza de UTO das camadas VZP1, VZP2 e VZP4 nao diferiram estatisticamente independente
da distancia evolutiva. J& para VZP3, a riqueza de UTOs foi significativamente menor que os

demais para D= 0,05.
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Figura 36 - Numero de filotipos de Archaea estimado para diferentes distancias evolutivas em solo de varzea
amazonica (Santarém - PA), nas profundidades 00-20 cm (VZP1), 20-40 cm (VZP2), 40-70 cm (VZP3) e
70-100 cm (VZP4). Dados estimados com o estimador ndo-paramétrico Chaol. As barras representam os
intervalos de confianga (95% de probabilidade)

As comparagdes multiplas das bibliotecas de clones de 16S rDNA feitas pelo programa S-
Libshuff sdo apresentadas na tabela C. Os resultados indicam que a comunidade de arquéias nas
diferentes camadas estudadas sdo significativamente diferentes, ja que os valores de ‘p’
calculados foram de 0,0000 para a comparacdo das curvas de cobertura homologas de VZP1,

VZP2,VZP3 e VZP4 (valores de ‘p’ minimos de 0,0005 para 1% de probabilidade).



167

Tabela 20 - Valores de ‘p’ calculado nas comparagdes multiplas entre bibliotecas de 16S rDNA

das comunidades de Archaea usando o programa S-libshuff

X Y

VZP1 VZPpP2 VZP3 VZP4
VZP1 - 0,0000 0,0000 0,0000
VZP2 0,0000 - 0,0000 0,0000
VZP3 0,0000 0,0000 - 0,0000
VZP4 0,0000 0,0000 0,0000 -

VZP1: Varzea profundidade 1 (00-20 cm); VZP2: Varzea profundidade 2 (20-40 cm); VZP3: Varzea profundidade 3
(40-70 cm); VZP4: Varzea profundidade 4 (70-100 cm). X: Comparagdo das curvas de cobertura X homoéloga, na
coluna. Y: Comparacdo das curvas de cobertura Y homologa, na linha. Valores de ‘p’ para diferenca significativa:
‘p’ <0,05.

Estudos sobre a diversidade de Archaea em ambientes tropicais ainda sdo escassos
(DONOVAN et al., 2004; WINTER et al, 2004). No Brasil, at¢é o0 momento sdo relatados dois
recentes trabalhos sobre a diversidade de Archaea, um deles foi realizado em ambiente estuarino
localizado no litoral sul do Estado de Sdo Paulo, na Ilha do Cardoso, pela analise de 279
seqiiéncias de 16S rDNA, por Cury (2006). O segundo trabalho analisou a diversidade de
Archaea em quatro diferentes ambientes: dgua do mar, solo agricola, sedimento marinho e
estagdo de tratamento de esgoto, todos localizados no estado do Rio de Janeiro, em um total de
123 seqiiéncias de 16S rDNA e analise da regido inter-génica 16S-23S (CLEMENTINO et al.,
2006). Na regido Amazonica dados de diversidade microbiana sdo ainda mais escassos. A
Amazonia possui diversos tipos de solos, e poucos deles t€ém sido caracterizados quanto a sua
microbiologia. Apenas dois trabalhos tratam da diversidade bacteriana em solos amazonicos
(BORNEMAN; TRIPLETT, 1997; KIM et al.,, 2007). Este ¢ o primeiro trabalho sobre a

diversidade de Archaea na regido amazonica, solo de varzea.
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3 CONCLUSOES

X/
L X4

X/
L X4

X/
°e

X/
L X4

Foi detectada atividade metanogénica em todos os nove solos estudados - varzea (3), Terra
Preta (2), solo adjacente a Terra Preta (2), Terra Mulata (1) e adjacente A Terra Mulata (1);
entretanto, esta foi significativamente superior nos solos de varzea;

Dentre os doze cultivos de arquéias metanogénicas estudados, em dez foram identificadas

predominatemente como pertencentes ao género Methanobacterium sp. e dois como

Methanosarcina sp.:

e O uso da técnica de ARDRA permitiu diferenciar culturas de arquéias metanogénicas ao
nivel de género, e foi eficiente para a verificacdo da pureza das culturas;

e O seqiienciamento do gene 16S rRNA de Archaea dos clones das culturas metanogénicas
revelou a existéncia de dois géneros de arquéias metanogénicas, um deles classificado
pelo RDP Classifier como Methanobacterium, e com similaridade pelo Blast a espécie de
Methanobacterium sp. isolada do trato digestivo de cupins de ambientes tropicais; € o
segundogénero classificado como Methanosarcina, a presentando similaridade a
Methanosarcina lacustris, isolada de sedimento de lago;

Quatro bibliotecas do gene 16S rRNA de Archaea geraram 669 clones de solo de varzea

(Varzea 3), e revelaram a baixa diversidade de Archaea neste ambiente:

e A maior parte das seqliéncias analisadas apresentou similaridade com sequencioas
encontradas em ambientes correlatos a varzea, como solos e sediemntos de agua doce;

e GQGrande parte das seqiiencias classificadas como Crenarchaeota apresentaram
similaridade a seqiiéncias detectadas em fontes termais;

e Cerca de 75% das seqiiéncias classificadas como Euryarchaeota pertencem A familia
Methanosarcinales, mostrando a dominancia deste grupo de metanogénicas nesta varzea
analisada (Varzea 3). Também na varzea 3 foram obtidos dois cultivos de
Methanosarcina sp., conforme confirmado pelo seqlienciamento do gene 16S rRNA;

As imagens de microscopia de contraste de fase e microscopia eletronica de varredura

mostraram que as culturas estdo elevadamente purificadas, e apresentam predominantemente

células em foram de bacilos, semelhantes ao género Methanobacterium sp..
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APENDICE A

Imagem de morfologias de arquéias metanogénicas, a saber: A - Methanosarcina mazei, imagem
de microscopia eletronica de varredura; B - Methanosarcina mazei, células em formato de
cocos; C - Methanosarcina bakeri, fotomicrografia de contraste fase, tipico de pseudosarcina; D
- Methanobacterium oryzae, micrografia de contraste de fase, mostrando cadeia de bacilos; E -

Methanobacterium aarhusense, células em formato de bacilos livres, formando pares ou cadeias.

Fonte: GARRITY; HOLT, 2001; JOULIAN et al., 2000; SHLIMON et al., 2004.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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