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Resumo

O dominio Archaea possui caracteristicas em comum com oS dominios
Bacteria e Eukarya, e ao mesmo tempo apresenta caracteristicas proprias. Até
0 momento, sdo raros os estudos sobre a filogenia e diversidade de archaeas
de ambientes naturais do Brasil e, por esta razédo, este trabalho tem como
objetivo avaliar a diversidade de Archaea em sedimentos de lagoas do cerrado
em diferentes estacfes, por meio da caracterizacdo de genes de rRNA 16S.
Amostras de sedimentos lacustres, coletadas em diferentes lagoas do Parque
Nacional das Sempre Vivas, foram submetidas a extracdo de DNA total e o
DNA foi utilizado em experimentos de PCR empregando os pares de
iniciadores 340f/1000r ou 21f/958r, especificos para o dominio Archaea. Os
fragmentos amplificados foram clonados em um vetor plasmidial e
transformados em E. coli. O DNA plasmidial de clones recombinantes foi
extraido, quantificado e submetido ao sequenciamento automatico. Em uma
das amostras, proveniente da Lagoa Rio Preto Alto (LRPA), observamos um
grande predominio de membros do filo Euryarchaeota, especialmente
metanogénicos. Nos demais sedimentos, coletados na bacia Baixo Inhancica
(RIB4 e RIB5) foi observado um predominio de sequéncias do filo
Thaumarchaeota sobre os filos Euryarchaeota e Crenarchaeota na estacéo
seca, mas ainda foi possivel observar sequéncias do filo Euryarchaeota. Na
estacdo de transicdo seca/chuvosa, ndo foram encontradas sequéncias do filo
Euryarchaeota e houve quase exclusivamente sequéncias do filo
Thaumarchaeota. As estimativas de alfa-diversidade mostraram uma maior
riqueza da comunidade de Archaea nos sedimentos coletados na estacao seca
e as curvas de rarefacdo indicaram que a amostragem dos ambientes foi
adequada. As amostras de estacbes diferentes apresentaram diferencas
significativas pelas técnicas de beta-diversidade |-Libshuff e grafico de Anélise

de Componentes Principais (PCA).



Abstract

The Archaea domain has characteristics in common with the Bacteria and
Eukarya domains, while presenting unique traits. Currently there are few studies
on the phylogeny and diversity of Archaea in Brazilian environments; therefore,
this study’s objective is to estimate the diversity of Archaea communities in lake
sediments of the Brazilian Savannah, Cerrado, in different seasons by rRNA
16S analysis. Lake sediment samples, obtained from different lakes in the park
“Parque Nacional das Sempre Vivas”, were submitted to DNA extraction, which
was used in PCR assays using archaea-specific primers 340f/1000r or 21f/958r.
The amplified fragments were cloned into E. coli. Plasmid DNA was extracted,
quantified and submitted to standard sequencing procedures. In one of the
samples, collected in the lake “Lagoa Rio Preto Alto” (LRPA), we were able to
observe a high number of sequences affiliated to Euryarchaeota, especially
methanogens. In the sediments collected in the Baixo Inhancica bay (RIB4 and
RIB5), in the dry season members of the Thaumarchaeota phylum
predominated over the other phyla. It was still possible to detect members of the
Euryarchaeota phylum though. In the sediments collected in the transition
period between the dry and rainy seasons we were not able to detect
sequences affiliated to Euryarchaeota and there were almost exclusively
sequences of the Thaumarchaeota phylum. The a-diversity estimates showed
that the communities of Archaea in sediments collected in the dry season had
higher richness and the non-parametric estimates showed that both the
environments have been well sampled. There is a significant difference
between the sediment samples collected in different seasons, shown by the
statistical test |-Libshuff and by the Principal Component Analysis graphic
(PCA).



1. Introducéo

Desde a sua proposta por Woese (Woese et al., 1990), o dominio
Archaea levantou muitas questdes na comunidade cientifica. Trata-se de um
dominio da vida que apresenta caracteristicas em comum com o0s dominios
Bacteria e Eukarya e, a0 mesmo tempo, apresenta caracteristicas proprias.
Apesar de ser considerado inicialmente um dominio de organismos de
ambientes extremos, o dominio Archaea apresenta distribuicdo ubiqua
(DelLong, 1998).

Véarias metodologias podem ser utilizadas para a classificacdo de
organismos procariéticos (Schleifer, 2009) e, como um grande numero de
archaeas ainda néo foi cultivado em laboratério, o uso de técnicas de biologia
molecular se mostra Gtil para estimar a diversidade desses organismos
(Rondon et al., 2000). O uso de analise de genes que codificam o rRNA 16S é
eficaz para andlises primarias de uma comunidade ambiental devido ao fato de
se tratarem de genes extremamente conservados (Fox et al., 1977; Olsen et
al., 1986).

Embora o numero de estudos sobre o dominio Archaea tenha
aumentado nos ultimos anos, sdo ainda raros os estudos acerca da diversidade
e filogenia destes organismos em ambientes brasileiros. O conhecimento sobre
a riqueza e distribuicdo de microrganismos € de extrema importancia para um
melhor entendimento das relacdes ecologicas entre os organismos de um
ecossistema, assim como o funcionamento de ciclos biogeoquimicos como o
do nitrogénio e do carbono (Madigan et al., 2010).

Sedimentos de lagoa apresentam uma alta quantidade de
microrganismos (Esteves, 2011). Embora existam trabalhos cientificos que
descrevem a diversidade de Archaea em sedimentos de lagoa (Lovley et al.,
1983; Conrad et al., 1985; Vetriani et al., 1999; Antony et al., 2011; Zhu et al.,
2012), poucos sado os estudos que analisam as mudangcas nessas
comunidades relacionadas a variagbes ambientais. Sabe-se que diversos
fatores ambientais, dentre eles a chuva, causam perturbacdes na agua da
lagoa e afetam assim a composi¢ao nutricional do sedimento (Wetzel, 2001).

Ser& que essas mudancas afetam a comunidade de Archaea?



Com este questionamento em mente, esta dissertacdo de mestrado tem
como objetivo analisar a presenca de membros do dominio Archaea em
sedimentos de lagoas do bioma Cerrado, nas épocas de seca e de transi¢do
para a chuvosa, por meio da caracterizacdo de fragmentos de genes de rRNA
16S.

Os sedimentos foram coletados no Parque Nacional das Sempre Vivas
localizado na Serra do Espinhagco no estado de Minas Gerais, Brasil. Houve
coletas em diferentes estacdes, de forma que foram coletados sedimentos da
bacia Baixo Inhancica (RIB4 e RIB5) e da Lagoa Rio Preto Alto (LRPA). O
presente trabalho se insere no projeto “Avaliacédo da ocorréncia e diversidade
de Archaea em ambientes aquéticos do Cerrado no Distrito Federal e Entorno”,

coordenado pela professora Cynthia Kyaw.



. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
Analisar a ocorréncia de membros do dominio Archaea em sedimentos

de lagoas do cerrado.

2.2. Objetivos Especificos

Caracterizar a presenca de archaeas em sedimentos de lagoas do
cerrado, com relacdo a diversidade e filogenia.

Analisar o possivel efeito da chuva na comunidade de archaeas em

sedimentos de lagoas do cerrado.



3. Referencial Teodrico

3.1. Uso de acidos nucleicos para estudos de filogenia e taxonomia

Em 1969 foi proposta a classificagdo dos seres vivos em cinco reinos
(Whittaker, 1969), baseada em aspectos estruturais, morfolégicos e
fisiolégicos. No entanto, a diferenciagdo dos seres vivos ocorria sem se levar
em conta o material genético, de forma que as relacdes filogenéticas entre os
organismos nao ficavam claras. Em 1965 foi postulado que o genoma de um
organismo poderia ser considerado o principal registro de sua histéria evolutiva
(Zuckerkandl e Pauling, 1965). A ideia de que o genoma de um organismo
continha sua histéria evolutiva era bastante interessante para a microbiologia,
uma vez que, até a segunda metade do século XX, o estudo das relacBes
filogenéticas era considerado impossivel para microrganismos (Schleifer,
2009).

A taxonomia de procariotos teve inicio com os trabalhos de Ferndinand
Cohn, no final do século XIX. Este pesquisador caracterizou seis géneros de
bactérias como membros do grupo das plantas, a partir de analises
morfologicas. No inicio do século XX, parametros fisiolégicos e bioquimicos
comecaram a serem utilizados para classificacdo de microrganismos (Schleifer,
2009). No entanto, esses métodos, de forma similar aos empregados por
Whittaker, ndo se mostravam eficientes para o estudo da histdria evolutiva.

Um trabalho importante para o estudo molecular de relacdes
filogenéticas foi o de Zuckerkandl e Pauling, de 1965. Segundo este estudo, 0
fato de diferentes cédons poderem ser traduzidos em um mesmo residuo de
aminoacido em um polipeptideo leva a variagdes nas sequéncias geneéticas ndo
observadas nas sequéncias de aminoacidos. Dessa maneira, o material
genético carrega mais informacgdes filogenéticas, sendo mais indicado para
esse tipo de estudo. Assim, um importante marcador molecular para estudos
de filogenia foi o rRNA. A escolha dessa molécula ocorreu devido a uma série
de razdes. Primeiramente, genes de rRNA 16S ou 18S sdo encontrados em
todos os organismos, possuindo homologia funcional e evolutiva. Além disso, a

presenca de regifes conservadas e variaveis no gene que codifica o rRNA 16S



contribui para a sua escolha nesses estudos devido ao fato de ser possivel
observar as variagbes nas sequencias de DNA a partir do alinhamento das
secdes conservadas. O gene que codifica o rRNA 16S também é pouco
susceptivel a eventos de transferéncia horizontal de genes, o que contribui
para sua escolha como marcador filogenético (Fox et al., 1977; Olsen et al.,
1986). A partir de estudos utilizando essa abordagem, Woese e Fox
propuseram, em 1977, que os procariotos fossem divididos em dois reinos

distintos: Eubacteria e Archaeobacteria.

3.2. O Dominio Archaea

A partir dos resultados obtidos nas analises comparativas de sequéncias
de rRNA 16S de bactérias bastante conhecidas com aquelas de um grupo de
bactérias ainda pouco caracterizado, as bactérias metanogénicas, Woese e
Fox propuseram, em 1977, que os procariotos fossem divididos em dois reinos.
Nesta divisdo, o reino Eubacteria seria composto pelas bactérias ja bem
conhecidas, enquanto o reino Archaebacteria seria composto pelas bactérias
metanogénicas. Essa denominacédo foi adotada pelo fato dos organismos
metanogénicos serem considerados, a época, organismos ancestrais de
bactérias. No entanto, estudos posteriores revelaram que as chamadas
archaeobactérias apresentavam caracteristicas distintas daquelas encontradas

em bactérias e eucariotos.

Bacteria Archaea Eucarya
14 45
s | Euryarchaeota 16
' 12 13 17
4 5 Crenarchaeota | 11 s | 8

10 19

I
)
|
1
U

Figura 1. Arvore filogenética universal, na qual € possivel observar o posicionamento
filogenético dos trés dominios da vida (Woese et al., 1990).



Assim, Woese e colaboradores propuseram, em 1990, que 0s seres
vivos fossem divididos em trés dominios da vida: Bacteria, Archaea e Eukarya
(Woese et al.,, 1990). O nome archaeobacteria foi abandonado, sendo
substituido pelo termo Archaea. Essa mudanca ocorreu devido a analises
comparativas de rRNAs 16S e 18S que revelaram que o dominio Archaea nao
consistia em um grupo ancestral de bactérias, mas sim de organismos
procarioticos bastante relacionados com o dominio Eukarya (Figura 1).

O dominio Archaea se assemelha ao dominio Eukarya no que diz
respeito aos genes informacionais, associados a replicacdo, transcricdo e
traducdo. No entanto, os genes operacionais, envolvidos em vias metabdlicas,
sdo mais similares ao dominio Bacteria (Rivera et al., 1998). Além dessas e
outras caracteristicas comuns com o0s outros dois dominios, o dominio Archaea
também apresenta caracteristicas Unicas. Dentre essas podemos citar os
lipideos de membrana. Os lipideos encontrados nas membranas de Archaea
sdo bastante diferentes dos encontrados nas membranas bacterianas e
eucariodticas. Em eucariotos e bactérias, os acidos graxos sao ligados a uma
molécula de glicerol-3-fosfato por uma ligacéo do tipo éster. Em archaeas, ndo
existem cadeias de acidos graxos, mas sim cadeias laterais de hidrocarbonetos
que se ligam a uma molécula de glicerol-1-fosfato por uma ligacdo do tipo éter
(Kates et al., 1993). Outra caracteristica particular de archaea é a presenca de
monocamadas lipidicas, além das bicamadas, especialmente em membros
hipertermofilos. Quando ocorrem as monocamadas, a fluidez € modulada por
meio da ciclizagdo de determinados componentes da cadeia lateral de
hidrocarboneto (DeRosa et al., 1991).

A composicéo e estrutura da parede celular sdo extremamente variaveis
em Archaea (Figura 2) e, diferentemente de bactérias, ndo apresentam
peptideoglicano. Algumas Archaea possuem pseudomureina, uma estrutura
similar ao peptideoglicano. No entanto, diferentemente do que ocorre no
peptideoglicano, a pseudomureina é composta de acido N-
acetiltalosaminurdnico e a ligacdo entre os acucares da cadeia é do tipo B-1,3.
Além disso, ndo h4 D-aminoacidos na por¢ao peptidica da molécula (Kandler e
Koenig, 1993). Aléem da pseudomureina, a metanocondroitina também pode
compor a parede celular de algumas Archaea. Esta é um polimero de quatro

acucares, composto por sulfato de condroitina (Kreisl e Kandler, 1986). Existem
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ainda organismos desse dominio que apresentam membrana externa (género
Ignicoccus), polimeros de glutaminilglicano, heteropolissacarideos sulfatados,
dentre outros (Albers e Meyer, 2011). Muitas Archaea apresentam ainda uma
camada protéica adicional na parede celular, denominada camada S. Essa
camada é geralmente composta de uma unica espécie de proteina ou
glicoproteina com uma massa molecular variando entre 40 a 200 kDa, estando
frequentemente associada a membrana citoplasmatica (Sara e Sleytr, 1996).
Uma caracteristica interessante das proteinas da camada S € a sua habilidade
de se agrupar em arranjos cristalinos bidimensionais. Os arranjos cristalinos
possuem conformac8es com diferentes simetrias, mas a hexagonal é a simetria

predominante em camadas S de Archaea (Albers e Meyer, 2011).

Sulfolobales Ignicoccus hospitalis Methanosphaera

S-layer

Outer membrane

T

Methanothermus Methanospirillum Methanosarcina

S-layer

Pseudomurein Methanochondroitin

Sheath S-layer

Figura 2. Esquema dos diferentes tipos de parede celular encontrados em Archaea
(Albers e Meyer, 2011).

Como mencionado anteriormente, 0os mecanismos de replicagao,
transcricdo e traducdo em Archaea se assemelham aos do dominio Eukarya,
mas de forma a nado excluir algumas similaridades com Bacteria. O
empacotamento de moléculas longas de DNA depende de um
superenovelamento que, em Bacteria, ocorre através de uma DNA girase,

enquanto em eucariotos o DNA é enovelado ao redor de histonas (Alberts et



al., 2004). Algumas Archaea possuem tanto a DNA girase, como proteinas
analogas a histonas (Bernander, 2000).

O cromossomo de Archaea é circular e a replicacdo ocorre de forma
bidirecional, o que é bastante semelhante ao observado em bactérias. No
entanto, a maquinaria de replicacdo de DNA em Archaea se assemelha mais
aquela encontrada em eucariotos. A presenca de multiplas origens de
replicagdo, comum em eucariotos, também ocorre em archaeas. Em
eucariotos, a DNA helicase e o complexo de reconhecimento da origem (ORC)
sdo compostos complexos com multiplas subunidades diferentes. Em Archaea,
se observa complexos equivalentes, mas formados por uma Unica proteina. Por
exemplo, a helicase eucaridtica é formada por anéis que consistem em seis
diferentes subunidades, enquanto em Archaea temos anéis contendo seis
subunidades idénticas (Barry e Bell, 2006).

Além disso, € possivel encontrar pelo menos trés maquinarias de divisdo
celular neste dominio: o sistema FtsZ, similar ao encontrado em bactérias,
proteinas homologas ao sistema ESCRT-IIl de eucariotos e um sistema que
utiliza proteinas similares a actina. A distribuicdo das diferentes maquinarias
nos diferentes grupos de Archaea ocorre de forma que é possivel observar
organismos com genes para todos esses sistemas, ou para apenas alguns
(Makarova et al., 2010).

No caso da transcricdo, a sequéncia de promotores, a estrutura e a
atividade da RNA polimerase em Archaea se assemelha a eucariotos. A RNA
polimerase de archaeas é semelhante a RNA polimerase 1l de eucariotos. No
entanto, se observa apenas oito subunidades na RNA polimerase de archaeas,
enquanto que a RNA polimerase Il de eucariotos apresenta doze ou mais
subunidades. Trés elementos sao criticos no reconhecimento do promotor em
Archaea: o elemento iniciador (INIT), o TATA Box e o elemento B de
reconhecimento (BRE). A proteina de ligacédo ao TATA (TBP) liga-se ao TATA
Box, e em seguida o fator de transcricdo B (TFB) liga-se a BRE e INIT. Uma
vez TBP e TFB posicionados, ocorre a ligacdo da RNA polimerase e o inicio da
transcricdo. A regulacdo da transcricdo em Archaea pode ocorrer por
mecanismos similares aos encontrados em bactérias, mas também por meio da
oclusdo de promotores por proteinas analogas a histonas e a necessidade de
determinadas proteinas, como Ptr 28, para que o processo ocorra. Além disso,
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existem diferentes tipos de TBP e TFB, de forma que, dependendo dos tipos de
proteinas envolvidas na ligacdo do promotor a RNA polimerase, a ligacdo pode
ser mais forte ou mais fraca. Isso também atua como um mecanismo de
regulacdo da transcricdo (Grohmann e Werner, 2011).

Os ribossomos de Archaea exibem coeficiente de sedimentagdo 70S,
como observado para bactérias. No entanto, apresentam composi¢ao proteica
distinta. A traducdo requer ndo apenas um ribossomo funcional, mas uma série
de fatores traducionais. Eukarya e Archaea apresentam um numero de fatores
traducionais muito maior que o observado em Bacteria. Em eucariotos, esses
fatores apresentam mais subunidades que em archaeas, mas apresentam um
alto grau de homologia. No entanto, o mecanismo de sintese de proteinas em
Archaea apresenta caracteristicas em comum tanto com bactérias como com
eucariotos. Os ribossomos de bactérias e archaeas reconhecem o0 mRNA por
meio de sequéncias de Shine-Dalgarno, inexistentes em eucariotos. Uma
caracteristica comum a eucariotos e Archaea consiste na insercdo da
metionina como primeiro aminoacido na traducdo, enquanto em bactérias
ocorre a insercdo de N-formilmetionina (Dennis, 1997).

O dominio Archaea é dividido em dois filos formalmente aceitos:
Euryarchaeota e Crenarchaeota (Woese et al.,, 1990). O filo Euryarchaeota
contém organismos com fisiologias bastante distintas. Neste filo sé&o
encontrados organismos metanogénicos, halofilos, redutores de sulfato, além
de outros hiperterméfilos. Os metanogénicos sdo anaerdbicos estritos e seu
metabolismo é unico, utilizando o carbono como aceptor final de elétrons.
Durante o processo de obtencdo de energia, estes organismos liberam metano
como um dos seus produtos (Thauer, 1998). Dentre os haldfilos, existem
representantes extremos que habitam lagos ricos em carbonato de sdédio,
ambientes caracterizados por altas concentracdes de sal e extremos de pH. O
filo Crenarchaeota apresenta muitos organismos hipertermdfilos. A maioria
desses organismos € anaerdbia e varios utilizam o hidrogénio gasoso como
fonte de energia. Esse filo foi inicialmente considerado mais ancestral,
apresentando um fenotipo mais homogéneo do que o observado para o filo
Euryarchaeota (Woese et al., 1990; Madigan et al., 2010).

Existem, no entanto, propostas para a criacdo de filos adicionais, tais

como: Korarchaeota (Barns et al., 1996), Nanoarchaeota (Huber et al., 2002),
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Thaumarchaeota (Bochier-Armanet et al., 2008), Aigarchaeota (Nunoura et al.,
2011) e Geoarchaeota (Kozubal et al., 2012).

O filo Korarchaeota foi descrito principalmente a partir de sequéncias de
genes do rRNA 16S, obtidas inicialmente de fontes hidrotermais do Parque
Nacional de Yellowstone, EUA. Apés a analise dessas sequéncias, foi possivel
concluir que os organismos encontrados n&o pertenciam ao filo Euryarchaeota
ou ao filo Crenarchaeota, situando-se em uma posi¢cdo mais basal na arvore
filogenética. Isso levou a proposicdo deste novo filo (Barns et al.,, 1996;
Auchtung, 2006; Takacs-Vesbach et al., 2006). Embora até o momento n&o
tenha sido descrito o cultivo de um membro deste filo em meios artificiais,
recentemente, foi descrito o genoma completo de um membro deste novo filo,

Korarchaeum cryptofilum (Elkins et al., 2008).

Figura 3. Microscopia de fluorescéncia apés hibridizacdo com sondas especificas,
indicando a associacdo entre Nanoarchaeum equitans (vermelho) e Ignicoccus
hospitalis (verde) (Huber et al., 2002).

O filo Nanoarchaeota foi descrito a partir de um organismo isolado de
uma fenda hidrotermal na Islandia. Esse organismo foi denominado
Nanoarchaeum equitans e encontra-se em uma forte associagdo com outra
archaea: Ignicoccus hospitalis (Figura 3). Os genes de rRNA 16S dessa

archaea nao eram amplificados por experimentos de PCR utilizando-se
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iniciadores considerados universais para Archaea. Além disso, Nanoarchaeum
equitans apresentava células muito pequenas (diametro de 400 nm), e néo
exibia crescimento na auséncia de Ignicoccus hospitalis. Devido a essas
caracteristicas, o filo Nanoarchaeota foi proposto (Huber et al., 2002). Alguns
anos depois, por meio de andalise comparativa da sequéncia de proteinas
ribossomais, foi sugerido que esses organismos n&do constituiriam um novo filo,
sendo novo grupo pertencente ao filo Euryarchaeota (Brochier et al., 2005).

Archaeas oxidantes de amoénia sdo abundantes na Terra. Inicialmente,
ao se analisar sequencias do gene do rRNA 16S, esses organismos foram
considerados como membros do filo Crenarchaeota. No entanto, a analise de
genomas completos desses organismos levou a proposta de um novo filo:
Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2008; Spang, Hatzenpichler et al.,
2010). Assim, membros mesofilos do grupo | de Crenarchaeota fazem parte,
segundo essa proposta, do filo Thaumarchaeota. Inicialmente, acreditava-se
que esse filo consistia exclusivamente em organismos mesdéfilos oxidantes de
amonia. No entanto, a partir da identificacdo de organismos ndo oxidantes de
amonia que também foram classificados neste novo filo, atualmente considera-
se que a similaridade entre as proteinas ribossomais seja a principal
caracteristica comum aos membros de Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et
al., 2011).

Em 2011, foi proposto um outro filo, denominado Aigarchaeota (Nunoura
et al., 2011), a partir da caracterizacdo de organismos termdfilos, isolados de
uma mina de ouro, com caracteristicas similares ao filo Crenarchaeota. Tais
organismos foram inicialmente classificados como Hot Water Crenarchaeotic
Group | (HWCGI) (Nunoura et al., 2005). No entanto, a construgdo de
bibliotecas gendmicas a partir de uma amostra ambiental de uma fonte
geotermal resultou na montagem do genoma de um representante desse
grupo: Candidatus Caldiarchaeum subterraneum. A analise desse genoma
revelou a presenca de um sistema do tipo ubiquitina, similar ao encontrado em
eucariotos. Por esta razdo, um novo filo - Aigarchaeota, foi proposto (Nunoura
et al.,, 2011), embora existam controvérsias em relacdo a essa proposta.
Andlises realizadas recentemente sugerem que este genoma pertenca ao filo
Thaumarchaeota, devido a presenca de caracteristicas desse filo no genoma
de Aigarchaeota e seu posicionamento na base do ramo do filo
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Thaumechaeota em arvores filogenéticas construidas com proteinas
ribossomais. (Brochier-Armanet et al., 2011).

Um estudo recente propés ainda a criacao de outro novo filo de Archaea,
0 Geoarchaeota (Kozubal et al., 2012). Estudos de comunidades microbianas
encontradas em regides com oOxidos férricos do Parque Nacional Yellowstone
revelaram uma quantidade consideravel de archaeas ainda ndo descritas. No
estudo mencionado, foram feitas andlises de trechos ribossomais conservados
e genes de processamento informacional, de maneira que nao houve
alinhamento desses organismos com nenhum outro filo. Desta maneira, foi feita
a proposta do filo Geoarchaeota.

Tendo em vista o exposto, uma arvore filogenética atual e universal para
Archaea é um tema ainda sujeito a amplas discussdes. A Figura 4 apresenta
uma proposta recente para uma arvore filogenética de Archaea, baseada na
similaridade de varias sequéncias de proteinas ribossomais alinhadas.

Apesar de serem inicialmente considerados organismos exclusivos de
ambientes extremos, archaeas sdo organismos ubiquos (DelLong, 1998).
Existem estudos que detectaram representantes do dominio Archaea na
cavidade oral humana (Belay et al., 1988; Kulik et al., 2001), intestino (Leep et
al., 2004), ambientes marinhos costeiros (Fuhrman et al. 1992; DeLong,1992),
solos (Kemnitz et al., 2007; Timonen, 2009), lagos de agua doce (Llirés et al.,
2008) e sedimentos (Briée et al., 2007).
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3.3. Sedimentos de lagoa

Na maioria dos sedimentos limnicos distinguem-se duas camadas: a
recente ou biologica, e a permanente. A camada recente € a parte do
sedimento que esta em contato direto com a agua. Geralmente apresenta
maior concentracdo de matéria organica, densidade de organismos bentdnicos
e atividade microbiana (Thomaz, 2001). A camada permanente localiza-se
abaixo da recente e é caracterizada por um baixo teor de matéria organica e
por uma condicdo de completa anaerobiose. Apresenta também textura mais
rigida, sendo habitada quase que exclusivamente por microrganismos
(Esteves, 2011).

Ambas as camadas sdo compostas por duas fracdes: a fracdo
particulada e a fracao dissolvida. A fragdo particulada constitui a principal fonte
de energia para o crescimento de microrganismos. A fracdo dissolvida na agua
apresenta grande importancia para o ecossistema aquatico. I1Sso ocorre porque
0 ambiente aquatico sofre um constante enriquecimento de nutrientes, que se
difundem para os sedimentos a partir de perturbacdes na agua da lagoa
(Esteves, 2011). J& foi possivel observar que a concentracdo de nutrientes na
agua dissolvida no sedimento é maior do que na agua da lagoa (Furtado et al.,
2002).

O aumento na composicdo nutricional em sedimentos de lagoa esta
associado a ressuspensdo e re-deposicdo da superficie do sedimento
causadas por correntes de agua. A ressuspensdo pode ocorrer durante uma
continua perturbagcédo na agua, que leva a mistura e infiltracdo da dgua do lago
até o fundo do sedimento. As causas ambientais dessa perturbacdo variam
bastante, podendo ser associadas a fatores bioldgicos, como a presenca de
determinados organismos na regido. Entre os fatores néo biolégicos, podemos
citar a ocorréncia de chuvas. Esse processo ocorre tanto em sedimentos de
regido profunda como em sedimentos proximos a superficie (Wetzel, 2001).

A ressuspensdo e re-deposicdo podem ser causadas tanto pela
presenca de fatores do proprio ambiente aquéatico quanto perturbacbes na
superficie da agua (Gloor et al., 1994). O fluxo de nutrientes decorrente da
ressuspensdo da superficie do sedimento favorece a atividade metabdlica de

diversos grupos de microrganismos (Wetzel, 2001).
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3.4. Microrganismos em Sedimentos de Lagoas

A decomposicdo da matéria organica apresenta papel importante na
reciclagem de moléculas complexas em moléculas menores, como CO;, e CHa.
Em condi¢Bes anaerobicas, a matéria organica é hidrolisada e fermentada, de
forma que os produtos da fermentagao sao convertidos em Hj, acetato e outras
moléculas pequenas (Sansone e Martens, 1982).

Em sedimentos, onde aceptores de elétrons além do CO, ndo estdo
disponiveis, o consumo subsequente de H, é mediado por archaeas
metanogénicas e bactérias acetogénicas. O acetato produzido por fermentacao
ou acetogénese atua como substrato importante para uma grande variedade de
microrganismos (inclusive como substrato para a metanogénese), devido ao
seu papel central no ciclo do carbono. Como em sedimentos de lagoas a
quantidade de H, disponivel é baixa, populacbes de microrganismos
consumirdo o H,, promovendo a competicdo entre populacdes acetogénicas e
metanogénicas pelo H, (Heuer et al. 2010).

Como a reducao metanogénica do CO, é termodinamicamente mais
favoravel que a reducdo acetogénica, se espera que 0S 0rganismos
metanogénicos sejam favorecidos na competicdo pelo H,. No entanto, em
sedimentos naturais 0s processos ndo sado influenciados apenas pelo
favorecimento termodinamico. Outros fatores, tais como a temperatura,
exercem efeitos que influenciam os processos bioquimicos e apresentam
efeitos na comunidade microbiana (Hoehler et al., 2002). Além da
metanogénese, ocorrem processos de oxidacdo do carbono organico,
fermentacao, reducdo de sulfato, nitrato, entre outros metabolismos de origem
microbiana (Esteves, 2011).

E comum se encontrar uma alta incidéncia de membros do dominio
Archaea em sedimentos de lagoa, especialmente representantes
metanogénicos (Lovley et al., 1983; Conrad et al., 1985; Vetriani et al., 1999;
Antony et al., 2011; Zhu et al., 2012). De acordo com dados da literatura, sao
ainda poucos os estudos sobre a diversidade de archaeas em sedimentos de
lagoas realizados no Brasil e ndo existem estudos sobre esse assunto a partir

de sedimentos de lagoas do Cerrado.
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3.5. Sedimentos de lagoas do cerrado

O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil, sendo menor apenas que
a Floresta Amazbnica (Oliveira e Marquis, 2002). O Cerrado, localizado
principalmente na regido central do Brasil (Figura 5), corresponde a 24% da
area do pais, ocorrendo em 11 estados (Walter et al., 2008). Esse bioma é do
tipo biécoro savana e apresenta uma precipitacdo meédia de 1100 a 1600 mm.
E possivel observar a presenca de duas estacdes bem definidas: estacdo seca,

de maio a setembro, e chuvosa, de outubro a abril (Eiten, 1972).
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Figura 5. Mapa esquematico do Brasil indicando os biomas brasileiros. O cerrado
ocupa a regiao central.
(http://iwww.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/noticia_visualiza.php?id_noticia=169).

Existem poucos estudos sobre sedimentos de lagoas do cerrado. O
anico estudo encontrado sobre esse assunto foi realizado por Zardo e
colaboradores, em 2011. Esse estudo caracterizou a composicdo fisico-
quimica de um sedimento da micro-bacia do cérrego Samambaia, localizado no

Mato Grosso.
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No estudo citado, foi observada uma alta acidez nas amostras de
sedimento, se assemelhando as condi¢cdes geralmente encontradas em solos
do cerrado. Um aspecto discutido pelo grupo como provavel fator que
promoveu 0 baixo pH consiste na decomposicdo de matéria organica. Além
disso, esse estudo detectou altos teores de Ca e Mg que, em conjunto com alto
teor de aluminio, seriam determinantes para o pH encontrado.

O pequeno namero de estudos sobre o dominio Archaea em ambientes
brasileiros, em conjunto com o baixo numero de estudos sobre estes

organismos em sedimentos de lagoas, levou-nos a realizar o presente trabalho.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Coleta dos sedimentos

Os sedimentos foram coletados em duas estacfes: seca e transicao
seca/chuvosa. Os sedimentos da estacdo seca foram coletados em 5 e 7 de
maio de 2010 e os da estacao de transicdo foram coletados em 13 de setembro
de 2010. A coleta ocorreu em diferentes pontos de lagoas do Parque Nacional
das Sempre Vivas localizado na Serra do Espinhaco, nos municipios de Olhos
d’Agua, Diamantina, Curimatai e Bocailva, no estado de Minas Gerais, Brasil.
O pargue possui uma area de 124.555 ha e um perimetro de 169.069,291
metros. A coleta foi feita pelo grupo da professora Mercedes Bustamante, do
departamento de Ecologia da Universidade de Brasilia, e as amostras foram
gentilmente cedidas para a realizagédo deste trabalho.

A coleta foi realizada utilizando-se tubos de PVC com 10 cm de
didmetro, na proximidade da margem, estando os sedimentos submersos em
ambas as estacdes. O tubo foi introduzido no sedimento a uma profundidade
de 5 a 10 cm, dependendo da compactacdo e da estrutura do sedimento. O
sedimento foi mantido em gelo e estocado a -20°C.

Os sedimentos utilizados foram coletados na Lagoa Rio Preto Alto
(LRPA), localizada na bacia Preto Altitude, e na bacia “Baixo Inhacica” (RIB4 e
RIB5). Os sedimentos utilizados para o estudo da influencia da estacdo na
comunidade foram RIB4 (-17,77117; -43,62654) e RIB5 (-17,77125; -43,62665).
Estes sedimentos foram coletados na mesma lagoa com uma distancia de

aproximadamente 15 metros, sendo, portanto, considerados réplicas (Figura 6).

& N7 T7117-43,62654 (RIB4)

& 17.77125-43,62665. (RIBS)

Figura 6. Imagem de satélite indicando os pontos de coleta dos sedimentos RIB4 e

RIB5, obtida utilizando-se o programa Google Earth™,
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4.2. Extracdo de DNA total e subsequente analise

A extracdo de DNA dos sedimentos foi feita utilizando-se o PowerSoil
DNA Isolation Kit (MO Bio Laboratories Inc.), segundo as instru¢cdes do
fabricante. Utilizamos 0,5 g de sedimento para a extragcdo e, em seguida, 0
DNA resultante foi avaliado em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio (concentracdo estoque 10 mg/ml) e quantificado em espectrofotémetro

NanoVue™,

4.3. Iniciadores utilizados e condi¢cdes de PCR

Utilizamos os seguintes pares de iniciadores universais para o dominio
Archaea: 340f e 1000r (Gantner et al., 2011); 21f e 958r (DeLong, 1992. Ambos
os pares tem como alvo genes de rRNA 16S. O tamanho do fragmento
esperado para o par 340f/1000r é de 660 pares de bases e o esperado para o
par 21f/958r é de 937 pares de bases (Tabela 1).

Tabela 1. Pares de iniciadores utilizados

Iniciador Sequéncia m
340f 5- CCC TAY GGG GYG CAS CAG -3 61,3°C
1000r 5- GGC CAT GCA CYW CYT CTC -3 57,0°C

21f 5-TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3 52,6°C
958r 5 -YCCGGC GTTGAMTCCAATT -3 56,6°C
*Y: pirimidina; S: guanina ou citosina ; W: adenina ou timina; M: adenina ou citosina.

Os ensaios de PCR foram realizados em sistemas com volume final de
50 pL. O DNA extraido dos sedimentos foi diluido previamente para que
houvesse 2,5 ng de DNA por reacdo no caso dos iniciadores 340f e 1000r.
Para os iniciadores 21f e 958r, a diluicdo ocorreu de forma que houvesse 5 ng
de DNA por reacéo.

As concentracg0es finais dos reagentes utilizados na reacao de PCR para
os iniciadores 340f/1000r foram as seguintes: 1 X de tampdo de reacao
(Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, 0,4 mg/L de soroalbumina bovina (BSA), 0,5 uM
de iniciador 340f, 0,5 uM de iniciador 1000r, 0,8 mM de dNTPs e 1,5 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen). Para o par de iniciadores 21f/958r, as
concentracdes finais foram as seguintes: 1 X de tampéao de reacao (Invitrogen),
1,5 mM de MgCl,, 400 ng/pl de soroalbumina bovina (BSA), 0,5 uM de iniciador
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21f, 0,5 puM de iniciador 958r, 200 uM de dNTPs, 1,25 U de Taq DNA
Polimerase (Invitrogen).

Os ensaios de PCR foram realizados em um termociclador MJ Research
PTC-100 (Peltier Thermal Cycles), utilizando-se as condi¢cdes descritas na
Tabela 2.

Tabela 2. Condi¢bes dos ensaios de PCR

340f/1000r 21f/958r
1 Desnaturacdo a 98°C/2 minutos Desnaturacdo a 94°C/1 minuto
2 Desnaturacéo a 95°C/30 segundos Desnaturacdo a 94°C/1 minuto
3 Anelamento a 57°C/30 segundos Anelamento a 55°C/1 minuto
4 Extensdo a 72°C/1,30 minutos Extenséo a 72°C/1,30 minutos
5 Repeticdo dos passos 2-4/29 vezes Repeticdo dos passos 2-4/29 vezes
6 Extenséo final a 72°C/7 minutos Extenséo final a 72°C/5 minutos
7 Manutengao a 4°C Manutengao a 4°C

Nos experimentos de PCR realizados foi utilizado como controle
negativo um tubo onde se adicionou agua em substituicio ao DNA. Os
produtos resultantes da amplificacdo foram analisados por meio de eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (10 mg/ml). O tamanho
dos fragmentos amplificados foi estimado com auxilio de marcadores de massa
molecular 1kb DNA ladder (Invitrogen ou Promega).

4.4. Purificagéo e ligagao dos fragmentos amplificados no vetor
pGEM-T Easy

Os fragmentos amplificados obtidos nos ensaios de PCR foram
purificados utilizando-se o kit Wizard (°SV Gel and PCR Clean-Up System -
Promega), conforme as instru¢cdes do fabricante. Apds a purificacdo, os
fragmentos foram ligados ao vetor pGEM T easy® (Promega), novamente
conforme as instru¢des do fabricante. O sistema de ligacdo foi mantido por 1
hora a temperatura ambiente e em seguida armazenado a 10°C por uma noite.
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45. Preparo de células competentes de E. coli DH5a e
transformacé&o por eletroporacéo

Células de E. coli DH5a foram inoculadas em 10 mL de meio de cultura
Luria Bertani (LB) e incubadas a 37°C por uma noite. Aliquotas de 5 mL deste
inoculo foram transferidas para frascos Erlenmeyer contendo 200 mL de meio
LB. Em seguida, os frascos foram incubados a 37°C, sob agitacdo de 220
RPM, até a cultura atingir uma densidade Optica (ODgoo) de 0,4. Quando a
densidade Optica desejada foi atingida, os frascos foram mantidos em gelo por
20 minutos. Em seguida, os frascos foram centrifugados a 1180 g por 20
minutos, a 4°C (condigcbes de centrifugacao utilizadas ao longo de todo o
protocolo). Apos a centrifugacado, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
de células foi ressuspenso em 50 mL de H,O Mili-Q gelada, com adicéo
posterior de 150 ml de H,O Mili-Q gelada. Ap6s uma segunda centrifugacéo
sob as mesmas condi¢fes, o sedimento de células foi ressuspenso em 50 mL
de glicerol 10% gelado. Em seguida, ocorreu adicdo de 50 mL de glicerol 10%
gelado e uma nova centrifugacdo. Os sedimentos foram ressuspensos em 5
mL de glicerol 10% gelado, reunidos e transferidos para um tubo Falcon,
previamente resfriado. O sistema foi novamente centrifugado, e o sedimento
final foi ressuspenso em 1 mL de glicerol 10% gelado. Uma aliquota de 10 pL
foi diluida 1:100 e a concentracao de células foi avaliada em espectrofotdmetro,
sendo entdo corrigida para um valor final de 2 a 3 x 10*° células/mL. Foram
preparadas aliquotas de 50 pL de células competentes, as quais foram
armazenadas a -80°C.

Para a transformacdo, um volume de 3 pL de sistema de ligagcao
contendo os produtos de PCR foi adicionado a uma aliquota de 50 pL de
células competentes. Em seguida, o sistema de transformacao foi transferido
para uma cubeta de plastico com eletrodos de aluminio (1 mm de ranhura).
Essa cubeta foi submetida a uma corrente elétrica em um eletroporador,
conforme os seguintes parametros: 2,5 kV, 25 yF, 200Q (Maranh&o, 2003). Foi
adicionado 1 mL de meio SOC na cubeta e o volume total foi transferido para
um tubo eppendorf. Em seguida, esse tubo foi incubado a 37°C por 1 hora,
quando aliquotas de 25 a 200 pL de sistema de transformacdo foram
inoculadas em placas contendo meio LB agar (1,5%) suplementado com IPTG
(0,5 mM), Xgal (0,00625%) e ampicilina (150 pg/ml). A semeadura foi feita por
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espalhamento, utilizando-se pérolas de vidro estéreis. As placas foram
incubadas a 37°C por 16 a 24 horas.
O preparo de células competentes e eletroporacdo foram realizados no

laboratorio de Microscopia Eletrénica da Universidade de Brasilia.

4.6. Preparo de células competentes de E. coli DH5a e
transformacédo por choque térmico

Uma coldnia de E. coli DH5a foi inoculada em 5 mL de meio LB e
incubada a 37°C por uma noite. Um volume de 300 pL desta cultura foi
transferido para um frasco Erlenmeyer contendo 30 mL de meio LB, sendo
entdo incubado a 37°C sob agitacdo (220 RPM) até atingir densidade Optica
(ODgno) de 0,2 a 0,3. Em seguida, a cultura foi centrifugada a 1250 g, por 10
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento de células
ressuspenso em 15 mL de cloreto de célcio (CaCl,) 100 mM gelado. As células
ressuspensas foram incubadas em gelo por 20 a 30 minutos e entao
centrifugadas a 310 g, por 10 minutos, a 4°C. O sedimento de células foi
ressuspenso em 1 mL de CaCl, 100 mM gelado e incubadas em gelo por um
periodo minimo de 1 hora. Aliquotas de 100 pL dessas células foram
misturadas a volumes de 5 a 10 pl dos sistemas de ligacdo, e incubadas em
gelo por 30 minutos. Apés este periodo, procedeu-se ao choque térmico, por
meio de incubacdo dos sistemas de transformacdo em banho a 37°C por 5
minutos. Ao final desse tempo, foi adicionado 1 mL de meio LB a cada sistema,
sendo estes incubados a 37°C por 1 hora. Assim como na transformacéao por
eletroporacgéo, aliquotas de 25 a 200 pL de sistema de transformacédo foram
inoculadas em placas contendo meio LB &agar (1,5%) suplementado com IPTG
(0,5 mM), Xgal (0,00625%) e ampicilina (150 pg/ml). Novamente a semeadura
foi feita por espalhamento utilizando-se pérolas de vidro estéreis e as placas

incubadas em uma estufa a 37°C por 16 a 24 horas.
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4.7. Selecao de clones recombinantes

As colbnias brancas observadas nas placas semeadas com sistema de
transformacao foram selecionadas com palitos estéreis e incubadas a 37°C por
uma noite em 5 mL de meio LB contendo 100 pug/mL de ampicilina. Apds a
incubacdo, aliquotas das culturas foram estocadas a -20°C com uma

concentracéo final de 35% de glicerol.

4.8. Extracdo de DNA plasmidial (adaptado de Dagert e Ehrlich,
1979)

Os clones estocados foram inoculados em 5 mL de meio LB com
ampicilina (100 pg/ml) e incubados a 37°C por uma noite. A cultura foi entdo
transferida para um tubo tipo eppendorf e centrifugada a 3500 g por 5 minutos,
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 0 mesmo procedimento foi repetido por
duas vezes, no intuito de se obter um sedimento com maior quantidade de
células. O sedimento de células foi entdo ressuspenso em 100 uL de solucéo |
(50 mM de glicose, 25 mM de tampéao Tris-HCI, pH 8.0 e 10 mM de EDTA) e
mantido a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados
200 pL de solucéo Il (0,2 M de NaOH, 1% SDS), preparada na hora do uso.
Apds a homogeneizacdo suave, o sistema foi incubado em gelo por 5 minutos.
Ao fim desse tempo, foram adicionados 150 pL da solucédo Il (acetato de
potassio 3 M, acido acético glacial 2 M, pH 4,8). Novamente foi feita a
homogeneizagao suave das solugdes e incubagdao em gelo por 5 minutos. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 12000 g por 5 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo tipo eppendorf, quando foram
adicionados 6 pL de RNAse A (20 mg/mL), sendo os tubos incubados a 37°C
por 1 a 2 horas. Apds esse tempo, foi adicionado 1 volume (400 pL) de
clorofane (25 fenol:24 cloroférmio:1 &lcool iso-amilico) e os tubos centrifugados
a 7000 g por 3 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo, onde ocorreu adicao de 2,5 a 3 volumes de etanol 100% gelado. Os tubos
foram mantidos por uma noite a -20°C. Em seguida, estes foram centrifugados
a 12000 g por 5 minutos a 4°C, o etanol 100% descartado, adicionando-se
entdo 300 pL de etanol 70% gelado. Os tubos foram centrifugados novamente

sob as mesmas condicbes e o etanol 70% foi descartado. Os tubos foram
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entdo invertidos e mantidos a temperatura ambiente para secar. O DNA
sedimentado foi ressuspenso em 50 pL de H,O milli-Q e armazenado em um
freezer a -20°C. A qualidade e concentracdo dos DNAs plasmidiais foram

analisadas por meio de eletroforese em gel de agarose.

4.9. Quantificagdo de DNA

O DNA foi quantificado a partir da comparacao visual dos fragmentos de
DNA de interesse em gel de agarose com aqueles do marcador de massa
molecular High Mass (Invitrogen). Foi aplicado no gel sempre o mesmo volume
de solucéo aquosa contendo DNA. Além disso, o mesmo DNA foi quantificado
em espectrofotbmetro NanovueTM (GE), gentilmente cedido para uso pela

professora Silviene de Oliveira, do Laboratoério de Genética da UnB.

4.10. Sequenciamento de DNA

Parte do sequenciamento do DNA plasmidial contendo os fragmentos de
interesse foi realizado no Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de
Brasilia, em placas de 96 pocos. O equipamento utilizado foi o sequenciador
automatico ABI3730 da Applied Biosystems. A outra parte do sequenciamento
foi feita com os servicos da empresa Macrogen. Os iniciadores 340f ou 21f
foram utilizados no sequenciamento, conforme o iniciador utilizado durante a
PCR.

4.11. Andlises de Bioinformatica

A qualidade das sequéncias de DNA obtidas foi verificada por meio do
algoritmo PHRED (Ewing 1998), sendo selecionadas sequéncias com valor de
PHRED acima de 20. Essa andlise foi feita online, utilizando-se a ferramenta
Electropherogram quality analysis (disponivel na pagina

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ da EMBRAPA). Para verificar a

presenca de sequéncias quiméricas, foi realizada a analise pelo programa
Bellerophon (Huber et al.,, 2004). As sequencias apontadas como quimeras

foram verificadas no banco de dados do National Center for Biotechnology
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Information (NCBI) e quando ndo apresentavam padrdo compativel com uma
quimera, as mesmas foram mantidas. As sequéncias que apresentavam valor
de PHRED inferior a 20, ou que apresentavam caracteristicas compativeis com
quimeras, foram descartadas.

As sequéncias foram submetidas a analises comparativas com o0s
bancos de dados néo redundantes do NCBI e do Ribosomal Database Project
(RDP), utlizando-se a ferramenta “Classifier”. As sequéncias que
apresentavam identidade igual ou superior a 90% com aquelas depositadas
nos bancos de dados foram consideradas validas.

As sequéncias validas foram alinhadas com o algoritmo NAST,
disponivel no site Greengenes (http://greengenes.lbl.gov/cqgi-bin/nph-index.cqi)
(DeSantis et al., 2006). O programa MOTHUR (Schloss et al., 2009) foi

utilizado para filtrar as colunas formadas por lacunas, que surgiram no

alinhamento feito pelo algoritmo NAST. O alinhamento foi realizado
manualmente, utilizando-se o programa BioEdit. O MOTHUR também foi
utilizado para estimar a riqueza de unidades taxonémicas operacionais (OTUS).
O mesmo programa foi utilizado para a construcdo de curvas de rarefacao, de
forma que os limites de corte foram de 80% para o nivel taxonémico de filo,
90% para classe, 95% para género e 97% para espécie. Ainda utilizando-se o
programa MOTHUR, foram obtidos os seguintes coeficientes de riqueza e
diversidade: ACE, CHAO, SHANNON e SIMPSON.

Foram realizadas as seguintes analises de B-diversidade: |-Libshuff,
PCA e diagrama de Venn. O teste |-Libshuff foi obtido pelo programa MOTHUR
e realizadocom a finalidade de observar a significancia da diferenca entre as
comunidades. O valor-p foi ajustado pela correcdo de Bonferroni. O grafico de
Andlise de Coordenadas Principais (PCA) foi feito com o programa Unifrac
(Lozupone et al., 2006). O diagrama de Venn também foi obtido com auxilio do
programa MOTHUR.

O programa MEGA (Tamura et al., 2011) foi utilizado para construcdo de
arvores filogenéticas. O método foi utilizado com o0s seguintes parametros:
Neighbour-Joining, teste de bootstrap de 1000 repeticbes e modelo de

evolucao Jukes-Cantor.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Coleta dos sedimentos

Os sedimentos foram coletados nas estacdes de seca e transicao
seca/chuvosa, em 2010. Os sedimentos LRPA (Lagoa Rio Preto Alto), RIB4-
Maio e RIB5-Maio (bacia Baixo Inhancica em Maio) foram coletados na estacao
seca, engquanto os sedimentos RIB4-Set e RIB5-Set (bacia Baixo Inhancica em
Setembro) foram coletados na estacdo de transicdo seca/chuvosa. A Tabela 3

apresenta os dados relativos a coleta dos sedimentos utilizados neste trabalho.

Tabela 3. Dados da coleta dos sedimentos utilizados

LRPA RIB4 - Maio RIB5-Maio RIB4-Set RIB5 - Set

Data da coleta 05/05/2010  07/05/2010 07/05/2010 13/09/2010 13/09/2010
Temperatura Agua 26°C 26,1 °C 25,6 °C 21,7 °C 21,7 °C
Latitude -17,9423 -17,77117 -17,77125 -17,77117 -17,77125
Longitude -43,83027 -43,62654 -43,62665 -43,62654 -43,62665
Profundidade (cm) 0,7 5,4 5,4 4,8 4,6

pH 5,56 55 5,63 5,64 5,92
P-Total (ug/L) 20 8 10 16 21
N-Total (ug/L) 22 10 12 22 25

A profundidade de coleta de todos os sedimentos utilizados néo
ultrapassou o valor de seis centimetros. Assim, pode-se concluir que estes
sedimentos fazem parte da camada recente de deposi¢cédo (Thomaz, 2001). Os
valores de pH dos sedimentos ndo variaram muito, mantendo-se em torno de
5,5. O pH acido encontrado nestes sedimentos pode ser devido a liberacédo de
ions de hidrogénio no meio, como produto do metabolismo da comunidade
microbiana (Esteves, 2011; Zardo et al. 2011).

Fatores ambientais, tais como a chuva, afetam os parametros fisico-
quimicos de sedimentos de lagoa (Wetzel, 2001). Como observado na Tabela
3, o0s sedimentos coletados na estacdo de transicdo seca/chuvosa
apresentaram teores mais elevados de nitrogénio e fosforo. O sedimento da
lagoa Rio Preto Alto (LRPA), coletado na estagéo de seca, também apresentou
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altas concentracfes destes compostos. Como esta lagoa situa-se proxima a
uma area de pasto para gado, é possivel que tal fato tenha afetado a sua
composi¢do nutricional. Sabe-se que a comunidade microbiana de solos do
cerrado é alterada conforme as estacfes de chuva e seca (Silva, 2004), de
forma que é possivel que as estacdes também influenciem as comunidades

microbianas de sedimentos lacustres.

5.2. Extracdo de DNA total

A extragcdo de DNA total das amostras de sedimento apresentou
eficiéncia variavel (Figura 7). A amostra de RIB5-Set apresentou uma pequena
guantidade de DNA, quando observamos o perfil eletroforético em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. Por outro lado, a amostra LRPA foi
a que apresentou maior quantidade de DNA. O perfil eletroforético também
permitiu verificar que os DNAs extraidos apresentavam pequeno grau de
degradacdo, permitindo assim seu uso nos experimentos subsequentes de
PCR.

LRPA RIB4-S RIB5-S RIB4-M RIB5-M

Figura 7. Perfil eletroforético em gel de agarose 1% das amostras de DNA total extraido dos
sedimentos utilizados nesse trabalho: Lagoa Rio Preto Alto (LRPA); RIB4-S e RIB5-S -
sedimentos coletados da bacia “Baixo Inhacica” na estacdo de transicdo seca/chuvosa
(setembro); RIB4-M e RIB5-M - sedimentos coletados da bacia “Baixo Inhacica” na estagao
seca (maio).

A Tabela 4 apresenta as concentracoes de DNA dessas amostras,
quantificadas em espectrofotdmetro NanoVue™. Apesar da variacdo nas
guantidades de DNA obtidas, todas as amostras geraram fragmentos de DNA,
guando submetidas aos ensaios de PCR.
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Tabela 4. ConcentracGes de DNA obtidas nos sedimentos amostrados

Amostra de Sedimento  Concentracdo de DNA (ng/uL) A260/A280*
LRPA 51,0 1,729
RIB4-Maio 25,0 2,024
RIB5-Maio 27,0 2,318
RIB4-Setembro 17,5 2,000
RIB5-Setembro 3,7 2,000

*Raz&o entre as concentracdes de &cidos nucleicos e proteinas obtidos na extracéo.
Valores ideais variam entre 1,8 e 2,0.

O kit PowerSoil (MoBio), utilizado para a extracdo de DNA total dos
sedimentos, baseia-se no principio de extracdo direta. Isso significa que a lise
das células ocorre junto a matriz do solo ou sedimento (Ogram et al., 1987).
Nesse tipo de extracdo € comum a ocorréncia de acidos humicos, dentre outras
substancias organicas, que podem inibir procedimentos posteriores com o DNA
extraido (Roose-Amsaleg et al., 2001). No entanto, a extracdo por meio desse
kit retira tais substancias que, caso estivessem presentes, poderiam ser

identificadas como substancias de coloracdo marrom em géis de agarose.

5.3. Amplificagao por PCR de fragmentos de genes que codificam o
rRNA 16S

Tendo em vista o crescente numero de trabalhos que descrevem a
caracterizagcdo de archaeas em diversos ambientes, novos iniciadores vém
sendo propostos na literatura, por apresentarem melhor sensibilidade e
especificidade para o Dominio Archaea. Assim, visando avaliar a especificidade
destes novos iniciadores, neste trabalho foram utilizados dois pares, descritos
como universais para o dominio Archaea. Inicialmente, foram realizados
experimentos de PCR com a amostra LRPA (oriunda da Lagoa Rio Preto Alto),
empregando-se o par de iniciadores 340f/1000R, recentemente descrito por
Gantner et al., (2011). Estes ensaios foram realizados a fim de se verificar a
especificidade de tais iniciadores, uma vez que os autores propdem se tratar de
um par que promove a amplificacdo eficiente de fragmentos de DNA de genes

de rRNA 16S de diferentes filos de Archaea. De acordo com a posicao de
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pareamento dos iniciadores, os fragmentos amplificados deveriam apresentar
660 pares de base. A analise dos produtos de amplificacdo em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio revelou a amplificagdo do fragmento de
tamanho esperado (Figura 8). No trabalho original, os autores utilizaram uma
DNA polimerase n&o disponivel no nosso laboratorio (KAPA2GTM Robust Hot
Start polymerase). Segundo os autores, a quantidade de DNA ideal para a
amplificagdo com esses iniciadores era de 1 ng por reacdo. No entanto, neste
trabalho, nao foi possivel amplificar fragmentos com essa quantidade de DNA e
a Tag DNA polimerase (Invitrogen), rotineiramente usada por nosso grupo. A
amplificacdo de fragmentos de tamanho esperado foi possivel somente a partir
da utilizagéo de 2,5 e 5 ng de DNA por reagao.

MM (-) 25ng 50ng

700 pb

Figura 8. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio contendo fragmentos de genes de
rRNA 16S amplificados utilizando-se os iniciadores 340f e 1000r com a amostra LRPA. MM:
marcador de massa molecular 1 kb ladder (Promega); (-): controle negativo utilizado na reagéo
de PCR, onde ndo foi adicionado DNA; 2,5 ng: fragmento obtido utilizando-se 2,5 ng de DNA
na PCR; 5,0 ng: fragmento obtido utilizando-se 5,0 ng de DNA na PCR.

Os demais experimentos de PCR, empregando as amostras coletadas
em periodos de seca e de transi¢do seca/chuvosa, foram realizados utilizando-
se o par de iniciadores 21f/958r, descrito por DeLong (1992) para a detecgéo
de membros do dominio Archaea em ambientes marinhos costeiros. Esse par
de iniciadores vem sendo utilizado por nosso grupo em outros trabalhos e se
mostrou eficiente na descricdo de comunidades de Archaea em ambientes do
cerrado (Catdo, 2012). Pelo fato de termos experimentado dificuldades nos
experimentos de PCR empregando o par 340f/1000r e pelo fato de termos
excelentes resultados prévios com o uso do par 21f/958r, este foi escolhido

para o0 estudo da influéncia da chuva na comunidade de Archaea em
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sedimentos. O fragmento de DNA amplificado por esse par apresenta
aproximadamente 937 pares de bases. Na figura 9, é possivel observar os
fragmentos amplificados a partir de 5 ng de DNA extraido de sedimentos

coletados na bacia “Baixo Inhacica” (RIB4 e RIB5) na estagédo seca (maio).

(-) RIB4-M RIB5-M MM

1000 pb

Figura 9. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio contendo fragmentos de genes de
rRNA 16S amplificados utilizando-se os iniciadores 21f e 958r para as amostras RIB4-M e
RIB5-M; (-): controle negativo utilizado na reacdo de PCR, onde ndo foi adicionado DNA. Este
controle foi observado em um gel a parte; RIB4-M: fragmento obtido a partir de DNA extraido
do sedimento RIB4 coletado em maio; RIB5-M: fragmento obtido a partir de DNA extraido do
sedimento RIB5 coletado em maio. MM: marcador de massa molecular 1 kb ladder (Promega)

Nas figuras 10 e 11 sdo apresentados os fragmentos amplificados a
partir de DNA extraido de sedimentos coletados na bacia “Baixo Inhacica” na
estacdo de transicdo seca/chuvosa (setembro) utilizando-se o par de
iniciadores 21f e 958r.
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RIB4 - Setembro

MM (-) 87,5ng 22,8ng 4,3ng

1000 pb

Figura 10. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio contendo fragmentos de genes de
rRNA 16S amplificados utilizando-se os iniciadores 21f e 958r para a mostra RIB4-S. MM:
marcador de massa molecular 1 kb ladder (Invitrogen); (-): controle negativo utilizado na reagéo
de PCR, onde néo foi adicionado DNA; 87,5 ng: poc¢o correspondente ao tubo ao qual foram
utilizados 87,5 ng de DNA na PCR; 22,8 ng: fragmento obtido utilizando-se 22,8 ng de DNA na
PCR; 4,3 ng: fragmento obtido utilizando-se 4,3 ng de DNA na PCR.

RIB5 - Setembro

MM (-) 11,1ng 74ng 3,7ng

1000 pb

Figura 11. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio contendo fragmentos de genes de
rRNA 16S amplificados utilizando-se os iniciadores 21f e 958r para a mostra RIB5-S. MM:
marcador de massa molecular 1 kb ladder (Invitrogen); (-): controle negativo utilizado na reacéo
de PCR, onde ndo foi adicionado DNA; 11,1 ng: pogo correspondente ao tubo no qual foram
utilizados 11,1 ng de DNA na PCR; 7,4 ng: fragmento obtido utilizando-se 7,4 ng de DNA na
PCR; 3,7 ng: fragmento obtido utilizando-se 3,7 ng de DNA na PCR.
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5.4. Transformacédo de células de E. coli DH5a e selegao de clones
recombinantes

ApoGs a ligagédo dos fragmentos de DNA obtidos a partir dos ensaios de
PCR ao vetor plasmidial, células de E. coli DH5a foram transformadas por meio
de eletroporacéo e/ou choque térmico. No caso dos fragmentos amplificados a
partir dos iniciadores 340f/1000r, utilizados no estudo da deteccdo de Archaea
na Lagoa Rio Preto Alto (LRPA), foi utilizada a técnica de eletroporacdo. No
entanto, como obtivemos dificuldades em repetir o processo de transformacao
de forma eficiente no caso dos fragmentos amplificados pelo par 21f/958r,
optou-se pela transformacao de células de E. coli por meio de transformacéo
por choque térmico.

Apbs o sistema de transformacdo ser semeado em placas contendo
meio LB &gar suplementado com Xgal, IPTG e ampicilina, seguido de
incubacédo por uma noite a 37°C, foi possivel observar o crescimento de varias
colénias brancas. O numero de clones selecionados e estocados em glicerol

35% a -20°C encontram-se na tabela 5.

Tabela 5. Clones recombinantes obtidos apés a transformacédo

Sedimento / Iniciadores utilizados NuUmero de clones recombinantes
LRPA / 340f e 1000r 197
RIB4 — Maio / 21f e 958r 257
RIB5 — Maio / 21f e 958r 190
RIB4 - Setembro / 21f e 958r 198
RIB5 - Setembro / 21f e 958r 192
Total 1034

Os fragmentos obtidos a partir de todos os sedimentos foram ligados ao
plasmideo vetor e em seguida submetidos a extracdo de DNA plasmidial para

posterior sequenciamento.

5.5. Extracao de DNA Plasmidial

Os clones obtidos a partir de todas as amostras tiveram o seu DNA
plasmidial extraido para posterior sequenciamento. A concentracdo e pureza
do DNA foram avaliadas em géis de agarose corados com brometo de etidio e
em espectrofotdmetro NanoVue™. De acordo com os resultados obtidos, a

concentracdo de DNA plasmidial variou, na maior parte dos casos, entre 35 e
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60 ng/uL. No entanto, algumas amostras tiveram que ser diluidas para otimizar
0 sequenciamento, j4 que apresentavam uma concentracdo de DNA mais alta
gue o ideal. Houve amostras que apresentaram concentragdes muito baixas de
DNA. Pelo fato destas amostras terem sido poucas, podemos concluir que o
meétodo de extracdo utilizado apresenta uma boa eficiéncia. A Figura 12 ilustra

o perfil plasmidial obtido a partir do sedimento de LRPA.

200 ng

200 ng

Figura 12. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, contendo plasmideos
recombinantes com os fragmentos de genes de rRNA 16S obtidos a partir do sedimento da
Lagoa Rio Preto Alto (LRPA). HM: High Mass DNA ladder (Invitrogen)

O numero de plasmideos submetidos ao sequenciamento ndo equivale
ao numero total de clones. Foram submetidos ao sequenciamento 192
amostras de DNA plasmidial provenientes de clones obtidos a partir da amostra
LRPA, e 96 amostras de cada um dos sedimentos RIB4 Maio, RIB4 Setembro,
RIB5 Maio e RIB5 Setembro.

35



5.6 Sequenciamento e analises de bioinforméatica

5.6.1. Andlise de qualidade das sequéncias

Como mencionado acima, 192 clones da biblioteca da Lagoa Rio Preto
Alto (iniciadores 340f/1000r) foram submetidos ao sequenciamento automatico,
empregando-se os iniciadores especificos. No caso dos demais sedimentos,
RIB4-M, RIB5-M, RIB4-S, RIB5-S (iniciadores 21f/958r), 96 clones de cada
amostra foram submetidos ao sequenciamento. Assim, um total de 576 clones
foi submetido ao sequenciamento automético. No caso das amostras
provenientes de LRPA, foi utilizado o iniciador 340f, enquanto para as demais,
o iniciador 21f foi utilizado. Das 576 sequéncias, 451 apresentaram resultado
Phred (Ewing et al., 1998) de qualidade superior a 20 em mais de 250
nucleotideos, sendo as 125 restantes, que ndo apresentaram tal qualidade,
descartadas. Assim, 139 sequéncias de LRPA, 78 sequéncias de RIB4-M, 71
sequéncias de RIB5-M, 75 sequéncias de RIB4-S e 88 sequéncias de RIB5-S
foram submetidas a analises posteriores.

A analise das 451 sequéncias consideradas vélidas com o programa
Bellerophon (Huber et al.,, 2004) detectou 71 quimeras. No entanto, o
alinhamento de todas essas sequéncias com o banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) ndo apresentou caracteristicas
de sequéncias quiméricas. Além disso, os alinhamentos obtidos ocorriam com
archaeas nédo ainda cultivadas. Paralelamente, foi também realizado o
alinhamento das 71 possiveis quimeras com o banco de dados Ribosomal
Database Project (RDP) e todas apresentaram identidade superior a 90% com
sequéncias de Archaea. De fato, foram detectadas sequéncias que
apresentaram 100% de identidade com o banco de dados até o grau
taxondmico de género. Assim, essas 71 sequéncias inicialmente classificadas

como quimeras foram consideradas nas analises posteriores.
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Sequencias

5.6.2. Alinhamento com o banco de dados Ribosomal Database
Project (RDP)

O alinhamento das sequéncias obtidas foi realizado contra o banco de
dados Ribosomal Database Project (RDP) (Wang et al., 2007). Este banco de
dados é especifico para sequéncias que codificam o rRNA 16S de procariotos
e 18S de fungos. Como as sequéncias obtidas neste trabalho codificam trechos
de genes do rRNA 16S, este banco foi escolhido. A ferramenta Classifier do
RDP permite classificar sequéncias em andlises taxonémicas, comparando-as
com as sequéncias depositadas.

Assim, as 471 sequéncias selecionadas foram submetidas a analise pela
ferramenta Classifier, com um limite de confianca de 90%. Todas essas
sequéncias apresentaram identidade com o dominio Archaea, com variacdes
guanto a classificacdo observada, de acordo com os sedimentos analisados
(Figura 13).

160 -
140
120

100
| Total
80 W Euryarchaeota
m Crenarchaeota

60
m Archaea ndo classificada

40

20

LRPA RIB4M RIBSM RIB4S RIB5S

Sedimentos

Figura 13. Histograma da classificagdo taxonémica pelo RDP das sequéncias de trechos do
gene que codifica o rRNA 16S obtidas a partir de ensaios de PCR com amostras de DNA dos
sedimentos: LRPA (Lagoa Rio Preto Alto); RIB4M e RIB5M (Bacia Baixo Inhacica na estacdo
seca); RIB4S e RIB5S (Bacia Baixo Inhacica na estacéo de transicdo seca/chuvosa).
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5.6.2.1 Lagoa Rio Preto Alto (LRPA) — 340f/1000r

Em relacdo ao sedimento de LRPA (Figura 13), das 139 sequéncias
obtidas, foi verificado um alto predominio de membros do filo Euryarchaeota
(108 sequéncias - 77%), enquanto que membros do filo Crenarchaeota foram
detectados em menor quantidade (27 sequéncias - 20%). Algumas sequéncias
foram definidas como Archaea ainda néo classificadas (4 sequéncias - 3%).

A distribuigéo dos filos observada no sedimento LRPA pode ter diferido
dos demais pelo fato de as sequéncias terem sido obtidas se utilizando um par
de iniciadores diferente daquele usado nos demais sedimentos, tendo em vista
a possivel introducdo de vieses de amplificacdo de sequéncias de DNA
afiliadas a alguns grupos de Archaea especificos devido a escolha de
determinados iniciadores (Baker et al., 2003). Além disso, trechos de DNA mais
abundantes na amostra terdo uma maior probabilidade de amplificacdo por
PCR (Forney et al., 2004). Outro fator a ser considerado est4 no fato do
sedimento LRPA ter sido oriundo de uma lagoa diferente, com caracteristicas
distintas, o que também pode ter sido foi determinante na ocorréncia dessas
diferencas. A presenca de membros do filo Euryarchaeota em sedimentos de
lagoa é algo comum, em especial organismos metanogénicos (Lovley et al.,
1983; Conrad et al., 1985; Vetriani et al., 1999; Antony et al., 2011; Zhu et al.,
2012).

Um aspecto a ser considerado é o fato do banco de dados RDP ainda
nao levar em conta a proposta de novos filos. Assim, sequéncias
possivelmente provenientes de membros do filo Thaumarchaeota sé&o
classificadas como Crenarchaeota (Kan, 2011).

As 27 sequéncias classificadas como Crenarchaeota foram
consideradas da classe Thermoprotei, a Unica classe desse filo e, por esta
razdo, ndo foi possivel obter uma classificacdo para niveis taxondmicos mais
especificos para os membros do filo Crenarchaeota.

No caso das sequéncias consideradas como pertencentes ao filo
Euryarchaeota foi possivel, em varios casos, determinar a classificacdo até o
grau taxondmico de género (Figura 15). Os resultados revelam um alto

predominio de ordens referentes a organismos metanogénicos (Figura 14), de
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maneira que foram detectados organismos de quatro das cinco ordens

metanogénicas conhecidas de Euryarchaeota (Thauer, 1998).
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Figura 14. Histograma indicando a distribuicdo das ordens de Euryarchaeota observadas com o
alinhamento de sequéncias de genes de rRNA 16S com o RDP na amostra LRPA

Filo Euryarchaeota (108 sequencias)
classe Methanobacteria (1)
ordem Methanobacteriales (1)
familia Methanobacteriaceae (1)
género Methanosphaera (1)
classe Thermoplasmata (2)
ordem Thermoplasmatales (2)
familia Thermoplasmatales incertae sedis (2)
género Thermogymnomonas (2)
classe Methanomicrobia (101)
ordem Methanocellales (33)
familia Methanocellaceae (33)
género Methanocella (33)
ordem Methanosarcinales (21)
familia Methanosaetaceae (6)
género Methanosaeta (6)
familia Methanosarcinaceae (12)
género Methanosarcina (9)
género Methanosarcinaceae nao classificada (3)
familia Methanosarcinales nao classificada (3)
ordem Methanomicrobiales (44)
familia Methanospirillaceae (5)
género Methanospirillum (5)
familia Methanomicrobiales incertae sedis (34)
género Methanoregula (33)
género Methanomicrobiales incertae sedis néo classificada (1)
familia Methanomicrobiales néo classificada (5)
ordem Methanomicrobia ndo classificada (3)
Euryarchaeota néo classificada (4)

Figura 15. Alinhamento das sequéncias provenientes da amostra LRPA com o banco de dados
RDP, para o filo Euryarchaeota. Entre parénteses esté indicado o nimero de sequéncias.
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Esse resultado sugere uma alta diversidade de membros do filo
Euryarchaeota, em especial metanogénicos. O fato de sedimentos de lagoa
serem ambientes sem a presenca de oxigénio com alta deposi¢cdo de matéria
organica é um fator que pode contribuir para a elevada ocorréncia desses

organismos (Torres et al., 2010).

5.6.2.2 Bacia Baixo Inhacica (RIB4 e RIB5) — 21f/958r

Ao observar-se a figura 13, em relacdo ao alinhamento das sequéncias
de RIB4-M e RIB5-M (coletados em maio), houve um predominio de membros
do filo Crenarchaeota (55 sequéncias — 70% em RIB4-M; 42 sequéncias — 59%
em RIB5-M), com menor niumero de sequéncias relativas a membros do filo
Euryarchaeota (13 sequéncias — 17% em RIB4-M; 6 sequéncias — 8% em
RIB5-M) e poucas sequéncias definidas como Archaea ainda néo classificadas
(10 sequéncias — 13% em RIB4-M; 23 sequéncias — 33% em RIB5-M). Em
RIB4-S e RIB5-S, coletados na estacdo de transicdo seca/chuvosa, ndo foram
encontradas sequéncias afiliadas ao filo Euryarchaeota e houve um alto
predominio de Archaea ainda ndo classificadas (61 sequéncias — 81% em
RIB4-S; 48 sequéncias — 54% em RIB5-S), com a presenca de sequéncias de
Crenarchaeota (14 sequéncias — 19% em RIB4-S; 40 sequéncias — 46% em
RIB5-S).

O baixo nimero de membros do filo Euryarchaeota encontrados em
RIB4-M e RIB5-M e a completa auséncia em RIB4-S e RIB5-S em comparacao
a LRPA pode ser devido ao mencionado viés de iniciadores. No entanto, o
estudo dos sedimentos RIB4 e RIB5 em diferentes estacgdes foi realizado com
0 mesmo par de iniciadores. Assim, podemos inferir que as diferengcas na
distribuicdo dos filos encontrados devem-se, provavelmente as proprias
caracteristicas das amostras, sugerindo assim uma possivel influencia das
estacbes na composicdo das comunidades. Com a presenca de chuvas,
ocorrem maior ressuspensdo e re-deposicdo no sedimento, alterando sua
composicdo fisico-quimica (Wetzel, 2001). Essa alteracdo provavelmente

afetou a comunidade de Archaea desses sedimentos.
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Novamente, um aspecto a ser considerado é o fato do banco de dados
RDP ainda nao levar em consideracdo a proposta de novos filos, de maneira
que é possivel que membros do filo Thaumarchaeota estejam sendo
classificados como do filo Crenarchaeota.

As sequéncias classificadas como membros do filo Crenarchaeota, no
caso dos sedimentos RIB4-M, RIB5-M, RIB4-S e RIB5-S, foram consideradas
da classe Thermoprotei. O nimero de sequéncias associadas a géneros de

Euryarchaeota detectados nesses sedimentos pode ser observado na tabela 6.

Tabela 6. Géneros de Euryarchaeota observados nos sedimentos coletados na
Bacia Baixo Inhacica em ambas as estacfes

Sequéncias
Género RIB4M RIB5M RIB4S RIB5S
Methanosarcina 1 1 0 0
Methanosaeta 4 1 0 0
Nao classificado 8 4 0 0
Total 13 6 0 0

RIB4M e RIB5M: réplicas coletadas na estacdo seca; RIB4S e RIB5S: réplicas
coletadas na estacao de transi¢do seca/chuvosa.

5.6.3. Anélises de alfa-diversidade

A diversidade de qualquer sistema bioldgico se baseia na riqueza e na
abundéancia dos organismos presentes no ambiente. A rigueza representa o
namero de espécies diferentes, enquanto que a abundancia diz respeito a sua
distribuicdo (Melo, 2008). A alfa-diversidade € um parametro que descreve as
especies encontradas em um determinado local (Forney et al., 2004).

Em procariotos, ndo se emprega o conceito de espécie, mas de unidade
taxondémica operacional (OTU) (Coenye, 2005). O posicionamento hierarquico
taxondmico utilizado nesse sistema é feito a partir de valores de similaridade.
Assim, sequéncias de DNA que apresentam apenas 20% de diferenca entre si
sao consideradas como de organismos de um mesmo filo. Se for observado
apenas 10% de diferenca, os organismos sao considerados de uma mesma
classe/familia. Se houver 5% de diferenca, os organismos em questdo seréo
considerados do mesmo género e para apenas 3% de diferenca nas
sequéncias de DNA o0s organismos sdo considerados de uma mesma espécie

(Schloss e Handelsman, 2004), embora outros autores defendam a idéia de
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que dois organismos procarioticos devem ser considerados de uma mesma
espécie somente quando for verificado apenas 1% de diferenca nas
sequéncias analisadas (Yassin et al., 2003). Neste trabalho, no entanto,
consideramos como parametros de dissimilaridade os valores de: 20%, 10%,
5% e 3%.

Para a realizacdo destas analises, as sequéncias obtidas foram
agrupadas por meio de seu alinhamento mdultiplo, empregando-se o algoritmo
NAST, diretamente no site Greengenes (http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-

index.cqi) (DeSantis et al., 2006). As colunas geradas pelo alinhamento foram
filtradas utilizando-se o programa MOTHUR (Schloss et al. 2009). Em seguida,
foi gerada a matriz de distancias, pelo método de average neighbor. Essa
matriz foi a base para o agrupamento das sequéncias nos taxons, de acordo
com os coeficientes de dissimilaridade mencionados. O alinhamento foi
realizado com cada um dos sedimentos (LRPA, RIB4-M, RIB5-M, RIB4-S,
RIB5-S) isoladamente, e também com o conjunto RIB4-M, RIB5-M, RIB4-S e
RIB5-S. As sequéncias oriundas de LRPA nédo foram incluidas no alinhamento
em conjunto uma vez que foram obtidas utilizando-se com um par de
iniciadores diferentes e por ndo terem sido incluidas no estudo da possivel
influéncia das estac6es na comunidade de Archaea.

Foram obtidos também o0s seguintes coeficientes de riqueza e
diversidade para as sequéncias analisadas: ACE, CHAO, SHANNON,
SIMPSON. O SHANNON (Shannon e Weaver, 1949) é um indice de
diversidade utilizado para avaliar qual comunidade é mais diversa. Como é um
indice que avalia diversidade, nesta analise séo levadas em conta a riqgueza e a
abundéancia dos organismos. O parametro SIMPSON (Simpson, 1949) consiste
em um valor que varia entre 0 e 1, de forma que quanto mais proximo de O,
maior a diversidade.

Os indices de rigueza ndo paramétricos ACE (Chao e Lee, 1992) e
CHAO (Chao, 1984) estimam o numero de OTUs esperadas. Estes indices sao
calculados de uma maneira diferente, de forma que ndo é incomum estimarem

um numero de OTUs maior do que o observado.
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5.6.3.1. Lagoa Rio Preto Alto (LRPA) — 340f/1000r

O numero de OTUs, com dissimilaridade de 3%, no sedimento LRPA foi
de 44. Esses dados indicam que LRPA € um sedimento bastante rico quanto a
presenca de membros do dominio Archaea, conforme previamente verificado
quando da andlise da distribuicdo das ordens de Euryarchaeota (Figura 14). No
alinhamento com o programa BioEdit foram excluidas nove sequéncias, de
maneira que foram utilizadas 130 sequéncias para as analises posteriores.
Foram encontrados 27 singletons (OTUs formadas por uma Unica sequéncia)
nessa amostra.

Para observar a cobertura da amostragem das comunidades estudadas,
foram construidas curvas de rarefacdo, nas quais € possivel observar a
correlagdo entre o numero de OTUs e o numero absoluto de sequéncias. A
cobertura da amostragem foi avaliada nessas curvas para 0s niveis de espécie
(3%), género (5%), classe (10%) e filo (20%).

A figura 16 apresenta a curva de rarefacdo obtida para a comunidade do
sedimento da Lagoa Rio Preto Alto. Para a construgdo da curva foram
utilizadas apenas 130 sequéncias. Para os niveis de filo e classe, a
amostragem mostrou-se suficiente, uma vez que as curvas encontram-se
préximas ao platd. No entanto, para género e espécie, seriam necessarias mais
sequéncias, apesar de suas curvas apresentarem uma tendéncia a alcancar o

platd.
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Figura 16. Curva de rarefacao referente a comunidade da amostra LRPA, com as porcentagens
de dissimilaridade de 3%, 5%, 10%, 20%.
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Na tabela 7 é possivel observar os indices de riqgueza (Ace e Chao) e
diversidade (Simpson e Shannon) da amostra LRPA, além da cobertura da
amostragem, a qual indica em porcentagem o0 quanto a amostra ambiental
analisada foi coberta com o niumero de sequéncias obtidas. Na tabela, sobs
indica o numero de OTUs observadas. Conforme previamente observado na
curva de rarefacdo (Figura 16), os coeficientes de riqueza e diversidade
mostram que a comunidade de LRPA € bastante diversa, sendo a descri¢céo da

comunidade adequada, a partir do numero de sequéncias obtidas.

Tabela 7. indices de riqueza (Ace e Chao) e diversidade (Simpson e Shannon) para o
sedimento LRPA

Dissimilaridade  sobs chao ace Shannon Simpson Cobertura

LRPA 3% 44 87,88 186,84 3,13 0,07 79,23%
5% 32 59,20 104,29 2,81 0,09 86,92%

130 10% 21 33,00 46,65 2,42 0,12 93,08%
sequéncias 20% 11 12,50 19,49 1,85 0,19 97,69%

5.6.3.2. Bacia Baixo Inhacica (RIB4 e RIB5) — 21f/958r

O numero de OTUs, com dissimilaridade de 3%, em cada um dos
sedimentos coletados na bacia Baixo Inhacica foi 39 em RIB4-M, 45 em RIB5-
M, 8 em RIB4-S e 21 em RIB5-S (Tabela 8). Os sedimentos RIB4-M e RIB5-M,
coletados na estacdo seca, apresentaram uma quantidade de OTUs muito
maior que na estacao de transicao seca/chuvosa, permitindo concluir que havia
uma comunidade com maior rigueza na estagcdo seca que na transicao
seca/chuva. Além disso, um dado interessante é a quantidade de singletons, de
maneira que a sua alta quantidade indica uma alta rigueza, mas nao permite

afirmar que ha uma alta abundancia dos organismos encontrados.

Tabela 8. Quantidade de OTUs (3% de dissimilaridade) e singletons

Sequéncias OTUs Singletons
RIB4-M (seca) 78 39 26
RIB5-M (seca) 71 45 30
RIB4-S (transicéo) 75 8 2
RIB5-S (transi¢cao) 88 21 7
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Nas figuras 17 e 18 € possivel observar as curvas de rarefacéo
construidas para avaliar a cobertura da amostragem das amostras RIB4-M e

RIB5-M. O mesmo pode ser observado nas figuras 19 e 20 para as amostras

RIB4-S e RIB5-S.
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Figura 17. Curva de rarefagdo referente & comunidade da amostra RIB4-M, com as
porcentagens de dissimilaridade de 3%, 5%, 10%, 20%.
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Figura 18. Curva de rarefacdo referente a comunidade da amostra RIB5-M, com as
porcentagens de dissimilaridade de 3%, 5%, 10%, 20%. 45



RIB4-S (transi¢do seca/chuvosa)
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Figura 19. Curva de rarefacdo referente a comunidade da amostra RIB4-S, com as
porcentagens de dissimilaridade de 3%, 5%, 10%, 20%.
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Figura 20. Curva de rarefacdo referente a comunidade da amostra RIB5-S, com as
porcentagens de dissimilaridade de 3%, 5%, 10%, 20%.
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E importante notar que algumas sequéncias foram excluidas na
construgdo dessas curvas no alinhamento com o programa BioEdit. Ao
observar-se as figuras 17 e 18, podemos concluir que mais sequéncias seriam
necessarias para descrever as comunidades de estacao seca (RIB4-M e RIB5-
M), j& que as curvas nao alcancaram o platdé com os coeficientes de
dissimilaridade de 3% (espécie) e 5% (género). No caso das curvas referentes
a 10% (classe) e 20% (filo), houve aproximacao do platd, sendo a amostragem
suficiente.

Observando-se as figuras 19 e 20, referentes as comunidades descritas
a partir de sedimentos coletados na estacdo de transicao seca/chuvosa (RIB4-
S e RIB5-S), podemos notar que a amostragem foi suficiente para todos o0s
niveis taxondmicos avaliados, ja que todas as curvas alcancaram o platd. A
diferenca observada nas curvas de rarefacdo entre as comunidades de
Archaea nos sedimentos de diferentes estacdes nos permite concluir que na
estacdo seca ha maior rigueza de organismos, ja que o nimero de sequéncias
utilizadas para analise ndo variou muito entre as amostras. O numero de OTUs
observado nesses sedimentos (Tabela 8) reafirma uma rigueza maior nas
comunidades provenientes de sedimentos coletados na estagao seca.

Novamente, foram obtidos os indices de riqueza e diversidade: ACE,
CHAO, SHANNON, SIMPSON para estas amostras, conforme apresentados na
tabela 9. Novamente, esta tabela apresenta também a cobertura, a qual indica
em porcentagem o quanto a amostra ambiental analisada foi coberta com o
namero de sequéncias obtidas. Na tabela, sobs indica o nimero de OTUs
observadas. Os coeficientes de riqueza e diversidade observados na tabela
confirmam os resultados obtidos nas curvas de rarefacédo (Figura 17, 18, 19 e
20) e na tabela 8.

E interessante notar que os coeficientes indicam que a comunidade de
Archaea nesses sedimentos ndo sO apresenta maior riqueza na estacao seca,
como uma maior diversidade em comparagdo com a estacdo de transicao
seca/chuvosa. O indice SHANNON apresenta valores absolutos e é possivel
observar que para todos os niveis taxonémicos, este se manteve em valores
mais altos nas amostras da estacdo seca (RIB4-M e RIB5-M). O indice
SIMPSON, cujo valor indica maior diversidade quando mais préximo de O,
confirma tais dados, de forma que nas amostras da estacao seca o valor
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observado foi menor, sugerindo, portanto, que a comunidade de Archaea
nestes sedimentos sdo mais diversos que o0s sedimentos da estacdo de

transicao seca/chuvosa.

Tabela 9. indices de riqueza (Ace e Chao) e diversidade (Simpson e Shannon) para
0s sedimentos coletados na Bacia Baixo Inhacica

Dissimilaridade  sobs chao ace  Shannon Simpson Cobertura

RIB4-M 3% 39 111,50 341,46 3,11 0,08 58,90%
5% 30 87,75 176,19 2,70 0,12 69,86%

73 10% 17 35,00 41,44 2,01 0,24 87,67%
sequéncias 20% 8 9,50 10,41 0,95 0,59 95,89%
RIB5-M 3% 45 88,50 93,19 3,67 0,02 56,52%
5% 33 79,20 165,50 3,12 0,05 68,12%

69 10% 20 50,33 99,24 2,05 0,23 79,71%
sequéncias 20% 10 12,50 15,00 0,93 0,64 92,75%
RIB4-S 3% 8 8,50 9,37 1,41 0,33 97,26%
5% 6 6,00 6,45 1,29 0,35 98,63%

73 10% 2 2,00 0,00 0,45 0,72 100,00%
sequéncias 20% 1 1,00 0,00 0,00 1,00 100,00%
RIB5-S 3% 21 24,50 26,10 2,53 0,11 92,05%
5% 12 13,00 12,65 2,06 0,16 97,73%

88 10% 5 5,00 5,00 1,23 0,34 100,00%
sequéncias 20% 2 2,00 0,00 0,68 0,50 100,00%

Além disso, mesmo com um numero de sequéncias relativamente similar
em todos os sedimentos, a cobertura das comunidades dos sedimentos da
estacdo de transicdo seca/chuvosa foi muito mais alta que a observada nas
comunidades dos sedimentos de estacdo seca. Isso corrobora os resultados
apresentados até o momento, no sentido da comunidade da estacdo de
transicéo exibir menor riqueza e diversidade.

Foi realizado também o alinhamento mudiltiplo entre RIB4-M, RIB5-M,
RIB4-S e RIB5-S, com a finalidade de realizarmos analises comparativas das
comunidades de Archaea. Para a realizacdo do alinhamento multiplo algumas
sequéncias foram excluidas, no intuito de obter-se um alinhamento com
sequéncias de tamanho maior que 340 pares de bases. A fim de verificarmos
guantas OTUs eram compartilhadas entre as comunidades de sedimento,
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foram confeccionados diagramas de Venn, utilizando-se 0s seguintes
coeficientes de dissimilaridade 10% (Figura 21), 5% (Figura 22) e 3% (Figura
23).

~ Venn Diagram at distance 0.10

—~—— __'_,.V

Figura 21. Diagrama de Venn representando o numero de OTUs (10%) exclusivas em cada um
dos sedimentos, além das compartilhadas. O coeficiente de dissimilaridade adotado € 10%,
correspondendo a classe. RIB4-M e RIB5-M foram coletados em maio, sendo da estagéo seca.
RIB4-S e RIB5-S foram coletados em setembro, sendo da estacdo de transicdo seca/chuvosa.

O diagrama de Venn ilustrado na figura 21 revela que RIB4 coletado em
setembro (RIB4-S) ndo apresenta OTUs exclusivas referentes ao nivel
taxondmico de classe. Todas suas OTUs sao compartilhadas por RIB5
coletado na mesma estacao (RIB5-S). Isso indica que as sequéncias de RIB4-
S estdo contidas em RIB5-S, revelando também que a riqueza de RIB5-S é
superior a de RIB4-S, apesar de ainda se tratarem de comunidades similares.
Com relacado aos sedimentos da estacao seca (RIB4-M e RIB5-M), é possivel
observar que existem sete classes em comum entre tais amostras. No entanto
temos onze OTUs em RIB4-M e dez OTUs em RIB5-M, referentes a nivel de

classe, que sao exclusivas destes sedimentos. Novamente, tal fato poderia ser
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explicado pela alta riqueza observada nas comunidades dos sedimentos

coletados na seca.

o —

Venn Diagram at distance 0.05

. o -

Figura 22. Diagrama de Venn representando o nimero de OTUs (5%) exclusivas em cada um
dos sedimentos, além das compartilhadas. O coeficiente de dissimilaridade adotado é 5%,
correspondendo a género. RIB4-M e RIB5-M foram coletados em maio, sendo da estagdo
seca. RIB4-S e RIB5-S foram coletados em setembro, sendo da estagdo de transicdo
secal/chuvosa.

O diagrama de Venn da figura 22, referente a diferentes géneros, revela
uma diminuigdo no numero de OTUs compartilhadas. No entanto, ainda é
possivel observar que mesmo com apenas 5% de dissimilaridade, RIB4-S esta
em sua maior parte contido em RIB5-S, apresentando apenas uma OTU
exclusiva. No caso dos sedimentos coletados na estacdo de seca, € possivel
observar doze géneros compartilhados. Este diagrama revela, como esperado,
um grande aumento no numero de OTUs exclusivas, quando comparado ao

diagrama de Venn obtido para o nivel taxondmico de classe (Figura 21).
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~ VennDiagram at distance 0.03

RIB4-S

RIB5-S

11

Figura 23. Diagrama de Venn representando o nimero de OTUs (3%) exclusivas em cada um
dos sedimentos, além das compartilhadas. O coeficiente de dissimilaridade adotado é 3%,
correspondendo a espécie. RIB4-M e RIB5-M foram coletados em maio, sendo da estagdo
seca. RIB4-S e RIB5-S foram coletados em setembro, sendo da estacdo de transicdo
secal/chuvosa.

O diagrama de Venn da figura 23, referente ao nivel taxonémico de
espécie, confirma a tendéncia dos resultados observados até entdo, uma vez
que nos sedimentos coletados na estacdo de transicdo seca/chuvosa foi
possivel observar uma maior riqueza em RIB5-S, com RIB4-S permanecendo,
em grande parte, contido em RIB5-S, apresentando apenas duas OTUs
exclusivas. Nas comunidades referentes aos sedimentos coletados na estacao
de seca é possivel observar uma alta riqueza de espécies em ambos, com
guatorze OTUs compartilhadas. Isso sugere que RIB4-M e RIB5-M sdao réplicas
sujeitas a alteracdes decorrentes de fatores ambientais, que podem ter
contribuido para as diferengas observadas.

O fato das comunidades observadas nos sedimentos coletados na
estacdo de transicdo seca/chuvosa nao terem tido a mesma variacao entre si
pode ser explicado devido a sua menor riqueza de espécies. No entanto, o

menor numero de espécies encontradas na estacdo de transicdo
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seca/chuvosa, quando comparamos as comunidades de ambas as estacoes, €
sugestiva. E possivel que as alteragdes fisico-quimicas induzidas nesses
sedimentos pela ocorréncia de chuvas possa ter sido um fator determinante
nas mudancas observadas nas comunidades.

E importante notar que foram detectadas poucas OTUs, com coeficiente
de dissimilaridade de 3%, compartilhadas por sedimentos de ambas as
estacdes, sugerindo que as comunidades de Archaea dos sedimentos
analisados sofrem bastante influéncia de mudancas ambientais. E possivel
ainda que as diferencas encontradas entre as comunidades das réplicas, RIB4
e RIB5, em periodo de seca especialmente, possa ter sido decorrente de
pequenas alteracdes presentes nos diferentes pontos de coleta. Apesar do pH
destes sedimentos ndo ter variado muito, a quantidade de fésforo e nitrogénio
difere bastante quando comparamos os sedimentos de ambas as estacfes
(Tabela 3). Essas diferencas podem ter contribuido para uma menor riqueza da

comunidade nos sedimentos coletados em setembro.

5.6.4. Andlises de beta-diversidade

7

A Beta-diversidade é uma andlise que descreve as diferencas na
composicdo de espécies entre diferentes ambientes, e pode ser estimada por
testes estatisticos de hipo6tese alternativos aos baseados em OTUs (Forney et
al., 2004). Dentre estes testes, podemos citar o [-Libshuff (Schloss et al., 2004)
e Unifrac (Lozupone et al., 2006).

O |-Libshuff & um teste que compara as comunidades de diferentes
ambientes par a par e formula uma significancia, que indica se a comunidade
estudada € unica de seu local. Esse teste permite também observarmos se
uma amostra consiste em uma sub-amostra de outra.

O valor p gerado pelo J-Libshuff deve ser corrigido pela correcdo de
Bonferroni, possibilitando assim avaliar a significancia entre amostras. Os
testes de Beta-diversidade foram realizados a partir do alinhamento multiplo,
incluindo as amostras RIB4-M, RIB5-M, RIB4-S e RIB5-S. Assim como no caso
da construgcdo dos diagramas de Venn, a amostra LRPA ndo foi incluida
nessas analises, novamente devido a suas sequéncias terem sido obtidas por

um par de iniciadores diferente.
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Os resultados obtidos com o teste |-Libshuff para as amostras RIB4-M,
RIB5-M, RIB4-S e RIB5-S podem ser observados na tabela 10. As amostras
coletadas na seca, RIB4-M e RIB5-M, n&do apresentaram diferenca significativa,
mesmo sendo possivel observar OTUs exclusivas em cada uma dessas
réplicas nos diagramas de Venn (Figuras 21, 22 e 23). Dessa maneira,
segundo o teste de |-Libshuff, RIB4-M e RIB5-M podem ser consideradas
réplicas. Para as amostras coletadas na estacdo de transicdo seca/chuvosa,
RIB4-S e RIB5-S, foi possivel observar que ndo existe diferenca significativa na
comparacao RIB4-S/RIB5-S. No entanto, na comparacado inversa de RIB5-S
com RIB4-S houve diferenca significativa, indicando que RIB4-S €& uma
subamostra de RIB5-S. Esses dados confirmam o observado nos diagramas de
Venn, de forma que podemos concluir que a comunidade de RIB4-S esta de
fato contida na comunidade de RIB5-S. Todas as demais comparacdes entre
os sedimentos analisados revelaram a ocorréncia de diferengas significativas

entre as comunidades.

Tabela 10. Teste de hipotese Libshuff entre as amostras coletadas na seca
(RIB4-M e RIB5-M) e na estacdo de transi¢cao seca/chuvosa (RIB4-S e RIB5-S)

Comparacao dCXYScore valor p Significancia se
p=0,05/12=0,0041

RIB4-M/RIB4-S 0.12000498 <0.0001 Significativo
RIB4-S/RIB4-M 0.12941969 <0.0001 Significativo
RIB4-M/RIB5-M 0.00045136 0.4132 N&o

RIB5-M/RIB4-M 0.00025435 0.7710 Nao

RIB4-M/RIB5-S 0.01103596 <0.0001 Significativo
RIB5-S/RIB4-M 0.05617532 <0.0001 Significativo
RIB4-S/RIB5-M 0.18462745 <0.0001 Significativo
RIB5-M/RIB4-S 0.12805991 <0.0001 Significativo
RIB4-S/RIB5-S 0.00026194 0.1861 Nao

RIB5-S/RIB4-S 0.00784268 <0.0001 Significativo
RIB5-M/RIB5-S 0.01548516 <0.0001 Significativo
RIB5-S/RIB5-M 0.11920140 <0.0001 Significativo

E interessante observar que, em sua maioria, houve um agrupamento
entre as comunidades de coletas das mesmas estacfes. Sabe-se que
membros do dominio Archaea podem se agrupar conforme o ambiente e

habitat (Auguet, 2009). Assim, temos mais um indicio de que as alteracdes
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induzidas nos sedimentos pela mudanca de estacdo desempenharam papel
determinante nas comunidades dos sedimentos analisados. Naturalmente, para
confirmar esta possibilidade seria interessante verificar essas mudancas em
outros anos.

Para avaliar a diferenca da estrutura entre as comunidades dos
sedimentos coletados em diferentes estagdes, foi utilizado o programa Unifrac
(Lozupone et al., 2006). Neste teste, uma arvore filogenética no formato Newick
foi utilizada como input e, ap6s sua analise no Unifrac, foi possivel observar as
diferencas das comunidades. A Vvisualizacdo das diferencas entre as

comunidades por esse teste é possivel a partir do grafico de Analise das

Principais Coordenadas (PCA) (Figura 24).
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Figura 24. Gréfico de Analise das Principais Coordenadas (PCA) construido com o programa
Unifrac (Lozupone et al., 2006), demonstrando o agrupamento das sequéncias obstidas a partir
dos sedimentos coletados. RIB4-M indica uma das réplicas coletadas na seca, enquanto que
RIB4-S indica o mesmo ponto na estacdo de transicdo seca/chuvosa. RIB5-M é a réplica de
RIB4-M, coletada em outro ponto na mesma estacéo, enquanto RIB5-S é a réplica de RIB4-S.

No grafico PCA obtido € possivel observar que houve diferenca entre os
sedimentos coletados na estacdo seca e na estacdo de transicéo

seca/chuvosa. Houve uma maior aproximacédo entre as réplicas da estacdo de
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transicdo seca/chuvosa, RIB4-S e RIB5-S, do que entre as réplicas da estacao
seca, RIB4-M e RIB5-M. O posicionamento dessas réplicas no grafico PCA
pode ter sido decorrente da alta riqueza das comunidades observadas na
estacdo seca. Além disso, o PCA €& gerado ao se comparar todas as
comunidades simultaneamente, enquanto no teste |-Libshuff essa comparacao
é feita aos pares. Tal fato pode ter ressaltado as diferencas existentes entre as
comunidades. E importante observar a porcentagem da varia¢&o indicada nos
eixos, de maneira que variacdes observadas no eixo vertical representam uma
porcentagem menor do que no eixo horizontal. Isso indica que as diferencas
entre as réplicas de uma mesma estacdo sao menores do que entre as réplicas
de estacoOes diferentes.

Assim, ambas as analises feitas para Beta-diversidade indicam que ha
uma diferenca significativa entre as comunidades observadas nos sedimentos

coletados em diferentes estagoes.

5.6.5. Construcdao de arvores filogenéticas
A construcdo de arvores filogenéticas foi realizada a partir do

alinhamento mudltiplo entre as sequéncias representativas das comunidades
estudadas com sequéncias disponiveis em banco de dados. A selecdo de
sequéncias representativas foi feita com o programa MOTHUR (Schloss et al.,
2009), e o coeficiente de dissimilaridade de 3% foi adotado, correspondendo a
OTUs em nivel taxondémico de espécie.

Foram também selecionadas sequéncias previamente descritas de
isolados de Archaea dos filos Euryarchaeota e Crenarchaeota, assim como dos
filos propostos Thaumarchaeota e Korarchaeota para os sedimentos coletados
na bacia Baixo Inhacica. Como grupo externo, foi escolhida uma sequéncia de
uma Acidobacteria ainda nao cultivada. Estas sequéncias foram alinhadas com
as sequéncias representantes de OTUs para a construcdo de arvores
filogenéticas, com a intencdo de melhor estimar a possivel classificacdo das
sequéncias obtidas a partir dos sedimentos analisados.

Para a construcdo das arvores, foram selecionados 0s seguintes
isolados do filo Euryarchaeota: Methanosaeta thermophila, Methanosarcina

acetivorans, Methanocella paludicola, Methanoregula boonei, Methanospirillim
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hungatei, Methanosphaera stadtmanae, Thermogymnomonas acidicola,
Pyrococcus furiosus e Archaeoglobus profundus. No entanto, nenhuma das
sequéncias obtidas na estacdo de transicdo seca/chuvosa apresentou
alinhamento significativo com as sequéncias selecionadas. Assim, no intuito de
proporcionar uma melhor visualizagdo, nessas arvores foram mantidos apenas
os isolados Methanosaeta thermophila e Methanosarcina acetivorans (Figura
28 e 29). Foram incluidos também isolados representantes do filo
Crenarchaeota: Sulfolobus solfataricus, Ignicoccus hospitalis, Thermoproteus
neutrophilus, Pyrobaculum islandicum, Staphylothermus hellenicus, Ignicoccus
pacificus, Ignisphaera aggregans, Fervidicoccus fontis, Caldisphaera
lagunensis e Thermocladium modestius.

Alguns isolados do grupo | de Crenarchaeota sédo classificados como
Thaumarchaeota por alguns autores (Brochier-Armanet et al., 2011). Nesta
dissertacdo, essa sera a classificacéo utilizada para esses organismos. Assim,
como representantes do filo Thaumarchaeota foram selecionados os seguintes
isolados do grupo Il.1a: Crenarchaeum symbiosum (Preston et al., 1996);
Candidatus Nitrosopumilus maritimus (Konneke et al., 2005); Giganthauma
karukarense, Giganthauma insulaporcus (Muller et al., 2010) e Candidatus
Nitrosoarchaeum koreensis (Jung et al., 2011). Foram escolhidos também os
seguintes representantes do grupo I.1b: Nitrososphaera gargensis
(Hatzenpichler et al., 2008), Nitrososphaera viennensis (Tourna et al., 2010) e
Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii (de la Torre et al.,, 2008). A grande
maioria destes isolados, excluindo-se as espécies de Giganthauma, apresenta
0 gene amoA, que codifica a enzima amofnia monooxigenase, envolvida na
oxidacdo de amonia.

O método Neighbor-Joining foi utilizado para a construcdo das arvores
filogenéticas. Esse método foi escolhido por ser o mais simples e mais utilizado
para construgdo de arvores envolvendo sequéncias de genes de rRNA 16S,
gerando arvores filogenéticas a partir de uma matriz de distancia (Saitou e Nei,
1987). A figura 25 apresenta a arvore filogenética de Archaea construida a
partir das sequéncias obtidas do sedimento da amostra LRPA, com o par de
iniciadores 340f/1000r.
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A analise da arvore relativa a amostra LRPA (figura 25) revela grande
predominio de sequéncias afiliadas ao filo Euryarchaeota, como anteriormente
verificado, quando do alinhamento das sequéncias contra sequéncias
depositadas no banco RDP. Dentre estas, foi observada predominancia e alta
riqueza de organismos metanogénicos. Sedimentos sao normalmente ricos em
matéria organica (Torres et al., 2010) e, além disso, esse sedimento especifico
foi coletado em uma lagoa préxima a pasto para gado. Sabe-se que archaeas
metanogénicas sdo comuns em rumen (Jarvis, 2000). Assim, é possivel que a
proximidade do pasto tenha sido um fator que favoreceu o alto predominio
desses organismos.

Podemos observar também a auséncia de sequéncias afiliadas ao filo
Crenarchaeota. Todas as sequéncias nao afiliadas a Euryarchaeota se
agruparam com os isolados do filo Thaumarchaeota. No alinhamento prévio
contra o banco de dados RDP (Figura 13), a classificacdo para a comunidade
deste sedimento revelou 27 sequéncias classificadas como Crenarchaeota.
Antes da proposta do novo filo Thaumarchaeota, alguns de seus membros
eram considerados membros mesoéfilos de Crenarchaeota (Brochier-Armanet et
al., 2011; Nunoura et al., 2011). Assim, a diferenca observada entre a arvore
filogenética da figura 25 e o resultado do alinhamento contra o banco de dados
RDP deve-se ao fato deste banco de dados ainda ndo levar em conta a
existéncia do filo Thaumarchaeota, de forma que as sequéncias referentes a
este filo sdo classificadas como Crenarchaeota (Kan, 2011).

As figuras 26 e 27, apresentam as arvores filogenéticas construidas a
partir de OTUs representativas de espécie (3%) para as amostras RIB4-M e
RIB5-M, coletadas na estacdo de seca. As sequéncias de todas as analises do
estudo do possivel efeito da estacdo na comunidade foram obtidas com o par
de iniciadores 21f/958r. Com o intuito de facilitar a visualizacdo, as sequéncias
de RIB4-M sao representadas com a letra K e as sequéncias de RIB5-M séo

representadas com a letra L.
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As arvores filogenéticas das comunidades dos sedimentos RIB4 e RIB5
coletados na estacdo seca revelam distribuicdo similar, com a grande maioria
das sequéncias afiliadas ao filo Thaumarchaeota, anteriormente classificadas
como crenarchaeotas mesofilas. Curiosamente, as duas amostras de
sedimento revelaram um grande numero de sequéncias provavelmente ainda
nao descritas do filo Thaumarchaeota. A maioria das sequéncias de
Thaumarchaeota utilizadas na construgdo da arvore foi isolada de ambientes
aguaticos, o que é coerente com o tipo de ambiente analisado neste trabalho.

Poucas sequéncias foram alinhadas ao filo Crenarchaeota em ambos os
sedimentos. Tendo em vista que os membros mesofilos deste filo séo
considerados atualmente do filo Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et al.,
2011), os representantes de Crenarchaeota utilizados para construcdo das
arvores sdo em maior parte termofilos, algo que ndo condiz com a amostra
estudada. Assim, o baixo nimero de sequéncias alinhadas com esse filo é
coerente com o ambiente estudado, sendo que a temperatura da agua no caso
desses sedimentos era de aproximadamente 25°C.

O resultado do alinhamento das sequéncias obtidas neste trabalho com
o banco de dados Ribosomal Database Project (RDP) é compativel com o
observado nas arvores filogenéticas, de modo que o numero de sequéncias
classificadas como do filo Euryarchaeota foi abaixo do esperado para um
sedimento de lagoa. Como mencionado anteriormente, é possivel que isso
tenha ocorrido devido a algum tipo de viés introduzido pelo par de iniciadores
de PCR utilizado na amplificacdo dos fragmentos do gene de rRNA 16S. No
entanto, as sequéncias obtidas e afiliadas ao filo Euryarchaeota alinharam em
quase sua totalidade com membros metanogénicos. A exceg¢do, em ambos 0S
casos, foi o alinhamento das sequéncias K18, K22, K24 e L27 com o
organismo acidéfilo Thermogymnomonas acidicola. O alinhamento com
organismos metanogénicos é esperado, tendo em vista que sedimentos de
lagoas sdo ambientes ricos em matéria organica e com baixos teores de
oxigénio, caracteristicas que favorecem a metanogénese (Thauer, 1998).

As figuras 28 e 29, apresentam as arvores filogenéticas construidas a
partir de OTUs representativas de espécie (3%) para as amostras RIB4-S e

RIB5-S, coletadas na estacdo de transicdo seca/chuvosa. As sequéncias de
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RIB4-S sédo representadas com a letra KS e as sequéncias de RIB5-M sao

representadas com a letra LS.
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Figura 28. Arvore filogenética construida a partir dos representantes de cada OTU (3%) da
amostra RIB4-S. A escala indica a distancia da similaridade dos ramos.
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Figura 29. Arvore filogenética construida a partir dos representantes de cada OTU (3%) da
amostra RIB5-S. A escala indica a distancia da similaridade dos ramos.
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O padrdo observado nas arvores filogenéticas construidas para as
comunidades dos sedimentos coletados na estacéo de transicdo seca/chuvosa
revela uma distribuicdo similar entre si, mas bastante distinto daquele
apresentado nas arvores construidas para as comunidades dos sedimentos
coletados na estacéo seca (Figuras 26 e 27). E possivel observar que, no caso
do sedimento RIB4-S (Figura 28), todas as OTUs representativas foram
alinhadas com o filo Thaumarchaeota. N&o foi possivel observar o alinhamento
com qualquer outro filo. No caso da arvore construida para a comunidade do
sedimento RIB5-S (Figura 29), a maioria das OTUs representativas afiliou-se
ao filo Thaumarchaeota. No entanto, foi possivel observar algumas OTUs
agrupadas no filo Crenarchaeota. Em ambos os casos ndao houve OTUs
alinhadas com o filo Euryarchaeota na estacéo de transi¢cdo seca/chuvosa.

Como mencionado anteriormente, os isolados escolhidos do filo
Thaumarchaeota apresentam indicios, em sua maioria, de metabolismo de
nitrificacdo. As primeiras chuvas da estagdo provavelmente causaram
perturbacdes na agua, levando aos processos de ressuspencao e re-deposicao
da superficie do sedimento, afetando sua composicao fisico-quimica (Wetzel,
2001). A analise fisico-quimica dos sedimentos revelou que na estacdo de
transicdo seca/chuvosa os sedimentos apresentavam teor aumentado de
nitrogénio total (Tabela 3). Além disso, as sequéncias representativas de maior
namero de OTUs, KS 32 e LS8, foram alinhadas com organismos nitrificadores
do filo Thaumarchaeota. Assim, pode-se sugerir que 0 aumento de compostos
nitrogenados no ambiente, decorrentes da mudanca da estacao, favoreceu o
crescimento destes organismos em detrimento de membros do filo
Euryarchaeota. O fato de ndo terem sido encontradas OTUs afiliadas a este filo
nesta estacdo nao significa que esses organismos de fato ndo estejam
presentes, tendo em vista os possiveis vieses introduzidos pelos iniciadores de
PCR utilizados no trabalho. No entanto, sabendo que o mesmo par de
iniciadores foi utilizado no estudo da influéncia da estacdo na comunidade de
Archaea, pode-se concluir que houve uma diminuicdo no numero de
organismos do filo Euryarchaeota.

O perfil das comunidades observado nas figuras 28 e 29 corrobora os
resultados obtidos nos diagramas de Venn (Figura 21, 22 e 23) e no teste de
Beta-diversidade |-Libshuff (Tabela 10). E possivel observar um alinhamento
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em comum entre as arvores das réplicas RIB4-S e RIB5-S, no sentido de se
observar uma alta incidéncia de OTUs afiliadas a Thaumarchaeota. No entanto,
enquanto todas as OTUs representativas em RIB4-S estdo contidas em
Thaumarchaeota, em RIB5-S algumas sequéncias afiliaram-se ao filo
Crenarchaeota. A partir desses dados, podemos constatar novamente que a
comunidade de RIB4-S consiste em uma sub-amostra de RIB5-S.

Podemos ainda verificar que, apesar da utilizacdo de pares distintos de
iniciadores nas amostras LRPA e RIB, a maioria das sequéncias classificadas
como Crenarchaeota no banco de dados Ribosomal Database Project (RDP)
foram alinhadas, nas arvores filogenéticas, com o filo Thaumarchaeota.
Novamente, isto poderia ser explicado pelo fato de a classificacéo feita no RDP
ainda nao levar em conta o novo filo Thaumarchaeota. Assim, é possivel que
este filo seja mais abundante em amostras de sedimento de lagoa do cerrado

gue o filo Crenarchaeota.
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6. Consideracdes finais

Esse trabalho apresenta a primeira descricdo da riqueza de Archaea em
sedimentos de lagoas do cerrado. Além disso, € o primeiro estudo a analisar o
efeito de estacBes na comunidade de Archaea nesses ambientes. No entanto,
foram analisadas apenas comunidades de sedimentos coletados na estacéo
seca e estacdo de transicdo seca/chuvosa, de maneira que € possivel que
existam variacbes na comunidade nas estacdes de chuva e de transicao

chuva/seca.

Varios trabalhos relatam a predominancia de membros metanogénicos
do filo Euryarchaeota em sedimentos de lagoa. Apesar de em um dos
sedimentos analisados tal caracteristica ter sido observada, nos demais houve
um numero consideravelmente pequeno de organismos desse filo. Este fato
pode ser decorrente das caracteristicas individuais dos sedimentos analisados,
mas também é possivel que o uso de diferentes pares de iniciadores no estudo

tenha influenciado os resultados obtidos.

A presenca de sequéncias de fragmentos de genes de rRNA 16S de
organismos metanogénicos nos permite inferir gue a metanogénese é uma via
metabolica que provavelmente ocorre nos ambientes analisados. N&do é
possivel, no entanto, concluir a ocorréncia de outras vias metabdlicas. Apesar
disso, pode-se especular um potencial nitrificador por parte das sequéncias dos
organismos gue se agruparam ao filo Thaumarchaeoa pelo fato de ter ocorrido

um alinhamento com isolados participantes do ciclo de nitrogénio.

Para uma analise mais completa dos ambientes estudados, seria
interessante 0 uso de outros marcadores filogenéticos, como proteinas
ribossomais, em conjunto com genes que codificam o rRNA 16S. No entanto,
considerando que este estudo corresponde a primeira analise da diversidade
de Archaea em sedimentos de lagoa do cerrado e da influéncia das estacfes
nessas comunidades, nossos resultados permitem inferir caracteristicas sobre

as comunidades de Archaea nas amostras analisadas.
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7. Conclusodes

A Lagoa Rio Preto Alto (LRPA) apresenta uma grande quantidade de
organismos metanogénicos, do filo Euryarchaeota. Esse dado € similar
ao encontrado em varios trabalhos sobre a diversidade de Archaea em
sedimentos de lagoa.

Nos sedimentos coletados na bacia Baixo Inhacica (RIB4 e RIB5) foi
possivel observar um maior nuamero de membros do filo
Thaumarchaeota em ambas estacgoes.

Foi possivel observar uma maior riqueza e diversidade nos sedimentos
coletados na estacdo seca em comparacdo com o0s coletados na
estacao de transicdo seca/chuvosa.

Ndo foram encontrados organismos do filo Euryarchaeota nos
sedimentos coletados na estacao de transicdo seca/chuvosa. O fato de
esses organismos terem sido encontrados, mesmo em menor numero,
na estacdo de seca nos permite especular que alguma alteracdo no
ambiente decorrente da presenca de chuvas levou ao desfavorecimento
destes organismos.

A grande ocorréncia de sequéncias associadas ao filo Thaumarchaeota,
em conjunto com o aumento da quantidade de nitrogénio total nos
sedimentos da estacgdo de transi¢do seca/chuvosa nos permite sugerir a
possibilidade de o aumento de nitrogénio ter favorecido organismos
nitrificadores do filo Thaumarchaeota, em detrimento de organismos do
filo Euryarchaeota.

Houve diferengas significativas entre as comunidades de sedimentos de
diferentes estacfes nos testes estatisticos de beta-diversidade. Além
disso, o teste J-Libshuff concluiu que as amostras coletadas nas mesmas
estacdes podem ser, em geral, consideradas réplicas.

As curvas de rarefacdo mostraram que a amostragem foi suficiente para
os sedimentos LRPA, RIB4-S e RIB5-S. No entanto, mais sequéncias
seriam necessarias para se obter uma maior cobertura em RIB4-M e
RIB5-M, um indicativo de sua maior riqueza em comparacdo com RIB4-
S e RIB5-S.
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8. Perspectivas

O uso de diferentes iniciadores de PCR neste trabalho levanta a questao
de possiveis vieses de amplificacdo. Assim, uma analise de diversidade
e filogenia utilizando-se diferentes pares de iniciadores para o dominio
Archaea em uma mesma amostra ambiental pode ser interessante no
sentido de se verificar essa questao.

Ensaios de PCR quantitativa utilizando pares de iniciadores para o gene
amoA podem ser Uteis para verificar a ocorréncia de metabolismo de
nitrificacdo nos ambientes estudados, tendo em vista que este
metabolismo €& comumente encontrado em organismos do filo
Thaumarchaeota.

Andlises de transcriptoma para genes centrais nas vias de nitrificacdo e
de metanogénese também podem ser interessantes para verificar a
ocorréncia dessas vias metabdlicas nos sedimentos estudados.

A tentativa de cultivo de Archaea de sedimentos de lagoa do cerrado
pode trazer novas informacdes para um entendimento maior dessas
comunidades, sua fisiologia e seu papel nos ciclos ecolégicos.

Pelo fato de ter sido encontrado um alto nimero de sequéncias de
organismos provavelmente ainda ndo descritos nos sedimentos da
estacdo seca, seria interessante o cultivo em cultura pura de alguns
desses organismos, para posteriores analises de genoma completo.
Andlises da presenca de possiveis genes de interesse biotecnoldgico
seriam interessantes para verificar uma possivel aplicacdo dos
organismos encontrados na industria.

Este trabalho apresenta indicios de um possivel efeito da estacdo na
comunidade de Archaea de sedimentos de lagoa. Assim, os resultados
agui encontrados podem ser Uteis para outros estudos, sejam eles de
diversidade, filogenia ou metagenoma. As evidéncias aqui encontradas
podem ser um fator a ser considerado no planejamento do desenho

experimental de estudos futuros.
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ANEXO I. Trabalhos apresentados em congresso

Trabalho apresentado na forma de pOster no XXI Congresso Latinoamericano de
Microbiologia (XXI ALAM) realizado em Santos entre 28 de outubro e 1° de novembro
de 2012.

Estudo dariqueza de membros do dominio Archaea em sedimentos de lagoas

do cerrado por caracterizacdo de genes de rRNA 16S.
Rodrigues, T.0O., Catao, E.C.P., Bustamente, M., Kyaw, C.M.

O dominio Archaea possui caracteristicas em comum com os dominios Bacteria e Eukarya, e
ao mesmo tempo apresenta caracteristicas proprias. Atualmente, séo raros os estudos sobre a
filogenia e diversidade de archaeas de ambientes naturais do Brasil e, por esta razdo, este
trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade de Archaea em sedimentos de lagoas do
cerrado, por meio da caracterizacdo de genes de rRNA 16S. Amostras de sedimentos lacustres
foram submetidas & extracdo de DNA utilizando o kit PowerSoil e o DNA foi utilizado em
experimentos de PCR empregando o par de iniciadores 340f e 1000r, especificos para o
dominio Archaea. Os fragmentos amplificados foram ligados ao vetor pGEM-T Easy e
transformados em E. coli. O DNA plasmidial de clones recombinantes foi extraido utilizando-se
fenol e cloroférmio, quantificado e submetido ao sequenciamento automético. Ao analisar as
sequencias obtidas e ao compara-las com o banco de dados online Ribossomal Database
Project, observamos um grande predominio de membros do filo Euryarchaeota no sedimento
analisado. As sequencias de membros do filo Crenarchaeota foram todas classificadas na
classe Thermoprotei. N&o foi possivel uma identificacdo de membros do filo Crenarchaetoa em
um nivel taxondmico mais especifico do que classe. O fato de a maioria dos bancos de dados
possuirem mais sequiencias de membros do filo Euryarchaeota pode ter contribuido para isso,
de forma que o banco ainda ndo é tdo rico em seqiencias de organismos do filo
Crenarchaeota. Foi possivel, no entanto, classificar as sequencias de membros do filo
Euryarchaeota até o grau taxondmico de género. Nesse filo, encontramos representantes das
classes Thermoplasmata e Methanomicrobia. A primeira apresenta muitos representantes
aciddfilos, algo coerente com o baixo pH do sedimento analisado. Encontramos uma alta
diversidade de géneros dentre os representantes de Methanomicrobia. Essa classe é
caracterizada pela capacidade de produzir metano, metanogénese, uma via metabdlica
exclusiva de Archaea. Dentre as duas classes de Euryarchaeota encontradas, observamos um
alto predominio de metanogénicas. Obtivemos uma série de seqliencias de Archaea ainda néo
classificadas, o que é esperado, devido ao baixo nimero de estudos em ecossistemas
brasileiros. Assim, esses resultados contribuem para um melhor entendimento desse dominio e

sua diversidade no Brasil.
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