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RESUMO

Uma nova abordagem chamada de metabarcoding para DNA ambiental, que tem como
finalidade identificar a diversidade de taxons e a composicéo da biodiversidade, a partir
de primers universais, tem se destacado por sua eficiéncia. O objetivo deste estudo foi
identificar e comparar 0s microrganismos aquaticos em area de varzea (Pixuna do Tapara
e Arapixuna), as margens do rio Amazonas, no municipio de Santarém-PA e, em
diferentes extratos da coluna d’agua. As amostras foram filtradas, a partir dos filtros
realizou-se a extracdo de eDNA e o gene RNAr 16S foi amplificado atraves de PCR. Os
produtos foram purificados e utilizados para a construcdo de bibliotecas que,
posteriormente, foram submetidos a técnica de Sequenciamento de Nova Geracdo. As
analises dos dados foram realizadas no software R 4.5.0. Os resultados demonstraram que
ndo houve diferenca estatistica entres os indices de diversidade biologica (Riqueza,
Diversidade/Shannon e Equitabilidade/Pielou’s) entre as regides analisadas, quando
avaliadas a nivel de DNA. Os géneros identificados com abundancia maior que 5% foram
Polynucleobacter, na (que sdo géneros nao identificados, ou que ndao constam nos bancos
de dados de referéncia), Hgcl clade e o grupo marinho CL500-29. As familias que
apresentaram valores de abundancia relativa maior que 1%, foram: Comamonadaceae,
Burkholderiaceae, llumatobacteraceae, Methylophilaceae, Pedosphaeraceae e
Sporichthyaceae. Estas familias correspondem a cerca de 99% das sequéncias analisadas.
Desta forma, o estudo do eDNA mostrou-se eficiente para a avaliacdo dos
microrganismos presentes nestas areas de varzea e, a abordagem de metabarcoding

mostra-se promissora para auxiliar levantamentos bioldgicos de grande escala.

Palavras-chave: DNA ambiental. Metabarcoding. Diversidade.



ABSTRACT

A new approach called metabarcoding for environmental DNA that aims to identify the
diversity of taxa and the composition of biodiversity, using universal primers, has been
highlighted for its efficiency. Our objective was to identify and compare the aquatic
microorganisms in two varzea regions (Pixuna do Tapara and Arapixuna), on the banks
of the Amazon River, in the municipality of Santarém-PA, and in different extracts of the
water column. The samples were filtered and from the filters the eDNA was extracted,
the 16S rRNA gene was amplified through PCR, these products were purified and used
for the construction of libraries that were later sequenced using the Next Generation
Sequencing technique. Data analyses were performed in R 4.5.0 software. The results
showed that there was no statistical difference in biological diversity indices (Richness,
Diversity/Shannon and Equitability/Pielou’s) among the analyzed regions, when
evaluated at the DNA level. The genera identified with abundance greater than 5% were
Polynucleobacter, na (which are unidentified genera, or not listed in the reference
databases), Hgcl clade and the marine group CL500-29. The families that presented
relative abundance values higher than 1% were: Comamonadaceae, Burkholderiaceae,
llumatobacteraceae, Methylophilaceae, Pedosphaeraceae, and Sporichthyaceae. These
families correspond to about 99% of the sequences analyzed. Thus, the eDNA study
proved to be efficient for the evaluation of microorganisms present in these varzea areas

and, the metabarcoding approach shows promise to assist large-scale biological surveys.

Keywords: Environmental DNA. Metabarcoding. Diversity.
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1 INTRODUCAO

O significado de microrganismo é arbitrério, sendo empregado para caracterizar
grupos de organismos que ndo sdo visiveis a olho nu. Os microrganismos sdo de suma
importancia para a manutencédo dos processos bioldgicos e ecoldgicos, como fotossintese,
remineralizacdo de matéria organica e ciclos biogeoquimicos (SHERR; SHERR, 1999;
MOYER, 2001).

E possivel observar com maior nitidez a fun¢o dos microrganismos na producéo
primaria quando comparamos as cadeias alimentares de ambientes terrestres e ambientes
aquaticos. Entre os beneficios de sua presenca em ambientes terrestres estd a sua
capacidade de melhorar a disponibilidade de nutrientes no solo, através da decomposicao
e mineralizacdo da matéria organica, assim como a fixacdo bioldgica de nitrogénio. Ja o
bacterioplancton é um componente crucial do ecossistema aquatico em razao de sua alta
biomassa e capacidade de consumir carbono oriundo da produgdo primaria. A alta
influéncia de nutrientes e predadores no crescimento dos microrganismos define
processos ecoldgicos dentro da cadeia alimentar microbiana, como a delimitacdo de
nichos ou a competicdo entre bactérias e fitoplancton. Essa influéncia da presenca de
nutrientes e predadores sobre os microrganismos também se reflete na estrutura da
comunidade microbiana, definindo sua diversidade, tamanho e abundéncia, o que, por sua
vez, repercute em toda a cadeia tréfica (CHRZANOWSKI; SIMEK, 1990; PSENNER,;
SOMMARUGA, 1992).

1.1 Comunidades bacterianas aquaticas

Embora o seu tamanho seja diminuto, os procariotos compdem uma fracéo
significativa da biomassa planctdnica em ecossistemas aquaticos, exercendo papéis
fundamentais no funcionamento desses sistemas, como nos ciclos biogeoquimicos, na
remineralizacdo de nutrientes, na cadeia trofica microbiana e na producdo primaria
(COTNER & BIDDANDA, 2002). A analise da diversidade procariota era um ponto
limitante até alguns anos, j& que a caracterizagdo morfologica e as abordagens de cultivo
de bactérias sdo muito restritas e ndo deixam capturar a real biodiversidade dos
microrganismos (PACE, 1997). Porém, nos ultimos anos, a ecologia microbiana sofreu
uma revolugdo impulsionada pelas tecnologias de sequenciamento de DNA e alto-

rendimento (high-throughput sequencing, SOGIN et al., 2006).
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Desde entdo, estas novas ferramentas estdo nos ajudando a compreender a
estrutura, evolugdo e ecologia do mundo microbiano e se revelaram extremamente
inovadoras na descoberta de novos genes, proteinas, enzimas e outras moléculas
bioativas. O uso dessas técnicas aliadas as ferramentas bioinformaticas permitem a
caracterizacdo de comunidades microbianas diretamente de amostras ambientais,
inclusive de taxons pouco abundantes como os microrganismos ndo-cultivaveis em
laboratério ((LOGARES et al., 2012; SUNAGAWA et al., 2015).

1.2 Espeécies-chave em microbiomas

O conceito de espécie-chave (keystone species) descreve espécies de animais e
plantas que desempenham um papel crucial na manutencéo da estrutura e diversidade de
suas comunidades ecoldgicas, afetando sua estabilidade, robustez e resiliéncia.

Uma espécie-chave microbiana foi proposta como sendo aquela altamente
conectada que, individualmente ou em uma guilda, afeta o equilibrio de comunidades
microbianas e a sua retirada causa uma grande alteracdo na estrutura e funcéo de todo o
microbioma (BANERJEE et al., 2018).

Averiguando a composicdo da comunidade bacteriana, as redes de influéncia
mutua entre bactérias de solos brasileiros (de diferentes biomas e tipos de uso da terra),
Lupatini et al. (2014) encontraram que membros pertencentes aos filos abundantes de
Actinobacteria e Proteobacteria eram espécies-chave compartilnadas em uma ampla
variedade de solos. Porém, cada solo apresentou espécies-chave particulares, pertencentes

aos filos Chloroflexi, Acidobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes

1.3 Composic¢éo do bacterioplancton em sistemas de agua doce

A diversidade bacteriana total de um ecossistema é composta por dois elementos
principais: 1) um conjunto de tdxons abundantes que realizam um maior nimero de
fungdes ecossistémicas e crescem de forma ativa, sofrem intensa predacéo e lise viral,
subsidiando o ciclo do carbono e nutrientes nos sistemas aquaticos. Esses organismos séo
facilmente recuperaveis por técnicas moleculares, porém, sdo dificeis de serem
cultivados. 2) Muitos taxons raros, que apresentam um crescimento lento e ndo sdo
facilmente alcangados por predadores e virus, devido a sua baixa abundancia. Esses

organismos desempenham funcdes ecossistémicas importantes, porém em menor escala.
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Além disso, sdo de dificil recuperacdo com técnicas moleculares, e alguns séo favorecidos
em ambientes de cultura, onde a disponibilidade de recursos limitantes é alta (PEDROS-
ALIO, 2006).

1.4 Importancia dos sistemas de varzeas tropicais

Os sistemas de varzeas sdo areas periodicamente inundadas pelo transbordamento
lateral de rios de aguas brancas. Esses sistemas compreendem uma complexa rede
formada pelos habitats l6ticos permanentes (canal principal) e habitats |énticos
permanentes (canal principal), conectados pelas extensas zonas Uumidas (JUNK et al.,
1989). As zonas Umidas sdo areas de solo saturados de agua e incluem as grandes
planicies de inundacéo e pantanais (KAYRANLI et al., 2010). A interacao dinamica entre
agua e terra é o principal processo que cria e mantém a rede rio — varzea e afeta a biota
desses ambientes (BAYLEY, 1995).

A maioria dos ambientes de inundag&o estdo sujeitos a flutuagdes de acordo com
as estacOes secas e chuvosas. O pulso de inundacdo resume os efeitos das oscilacdes
ciclicas no nivel da agua na biota (comportamento e fisiologia), na disponibilidade de
nutrientes organicos e inorganicos e na produtividade desses sistemas, usando

informacgdes disponiveis para ambientes tropicais e temperados (JUNK et al., 1989).

1.5 Aplicacdes do DNA ambiental

O termo &cido desoxirribonucleico ambiental ou DNA ambiental (eDNA) foi
expresso para definir o DNA que pode ser recuperado ou detectado no ambiente (por
exemplo, solo, ar ou agua) sem a necessidade de a amostra estar fisicamente presente. As
analises gendmicas sdo baseadas em metodologias moleculares, que mostram avangos
importantes nas técnicas de identificacdo de individuos ou espécimes, que permitem
detectd-los mesmo sem ter evidéncias fisicas ou visuais do organismo
(ANDRUSZKIEWICZ et al., 2017). Ressalta-se que esses estudos podem ser divididos
em andlises com ou sem amplificagho dos  acidos  nucléicos,
denominadas metabarcoding e metagenémica, respectivamente.

Paralelamente, as caracteristicas de espécies ou organismos selvagens
considerados extintos, raros, indescritiveis a olho nu ou que ndo podem ser cultivados por

métodos tradicionais podem ser inferidas pela deteccdo de seu DNA. A partir dai, surgiu
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0 conceito de DNA ambiental (eDNA, na sigla em inglés: DNA ambiental), sendo
descrito como o DNA que pode ser obtido a partir de amostras colhidas no ambiente sem
que nenhum individuo esteja fisicamente presente (RUPPERT et al., 2019), ou seja, de
amostras de pele, cabelo, fluidos ou outros tecidos ou materiais, como solo, ar ou
agua. Portanto, detectar o DNA e saber com qual organismo ou entidade bioldgica ele se
assemelha é importante para obter informacdes sobre espécies, populagdes e
comunidades ( THOMSEN e WILLERSLEV, 2015 ) habitantes de uma area especifica
ou em um determinado momento no tempo. Garantir 0 sucesso da deteccdo de eDNA
dependera de saber como lidar com a amostra coletada e o posterior isolamento e
integridade do material genético obtido dessa amostra do ambiente
(ANDRUSZKIEWICZ et al., 2017), até sua identificagdo.

A anélise molecular de amostras de agua para a deteccdo precoce de espécies
invasoras aquéticas, € uma abordagem particularmente promissora, que esta ganhando
popularidade na ecologia aquética. Todos os organismos liberam material genético em
seu ambiente através de varias fontes biologicas, incluindo fezes, pele, muco e gametas,
0 que é conhecido coletivamente como DNA ambiental (eDNA). A deteccdo deste eDNA
pode ser usada como um proxy para a presenca de uma espécie dentro de um ecossistema
(GOLDBERG et al. 2015).

O Sequenciamento de Nova Geracdo ainda é pouco empregado devido ao alto
custo, entre outras dificuldades logisticas. Todavia, os esfor¢os para 0 emprego da técnica
visando a ampliacdo dos bancos de dados de referéncia, bem como para a revisao de
identificacOes de colecBes bioldgicas ja é uma realidade. A exemplo da metodologia de
DNA barcode proposta por Herbert em 2003, a perspectiva de popularizacao da técnica,
bem como a padronizagdo das metodologias de obtencdo de amostras, no intuito de
promover uma analise rapida e eficiente da biodiversidade, tem um futuro promissor na
regido Amazonica, uma vez que a todo o momento fortes pressdes antropicas sao
causadas pela exploracdo desordenada de éareas protegidas, instalacdo de grandes
empreendimentos e mineragao.

Nas Gltimas décadas, regides do gene 16S rRNA comecaram a ser analisadas
usando técnicas de “fingerprinting” (impressdo digital) como as RFLP “Restriction
Fragment Length Polymorphism” (polimorfismo no tamanho do fragmento de restrigéo)

(LIU et al., 1997) em combinagdo com a construgdo de bibliotecas de clones e


https://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S2007-78582021000200136&script=sci_arttext#B49
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S2007-78582021000200136&script=sci_arttext#B57
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sequenciamento (LINDSTROM; LESKINEN, 2002). No entanto, essas técnicas
fornecem uma cobertura escassa para descrever a real diversidade bacteriana das
comunidades e compara-las (CURTIS et al., 2006).

O estudo da ecologia microbiana aquética sofreu uma revolucdo impulsionada
pelas tecnologias de sequenciamento de DNA de alto rendimento, que permitem obter
uma grande variedade no nimero de sequéncias de amostras ambientais, inclusive de
grupos pouco abundantes (PEDROS-ALIO, 2006). As abordagens gendmicas estdo
transformando nossa perspectiva sobre a estrutura, evolucdo e ecologia do mundo

microbiano.

1.6 Justificativa

Para entender a funcdo das bactérias envolvidas em processos relacionados aos
ecossistemas aquaticos, é essencial compreender a composi¢do dessas duas fragdes da
coluna d’agua em relagdo a diversidade bacteriana. Esse era um ponto limitante, ja que a
utilizacdo de caracteres morfoldgicos nao permitia a identificacdo da diversidade desses
microrganismos (POMMIER et al., 2010). Além disso, os métodos tradicionais de cultura
oferecem uma abordagem para a compreensao do potencial fisiolgico, mas ndo fornecem
informagdes sobre a diversidade microbiana das comunidades em ambientes naturais,
visto que mais de 99 % dos microrganismos ndo podem ser cultivados em laboratorio
(PEDROS-ALIO, 2006).

Considerando que a atividade microbiana afeta o funcionamento dos
ecossistemas, estudar as complexas interacfes entre 0s microrganismos torna-se
indispensavel para uma melhor compreensdo dos processos que regem o funcionamento
ecossistémico.

Este estudo tem carater pioneiro, uma vez que o DNA ambiental (¢eDNA) ainda é
pouco estudado e existem muitos limitantes como, por exemplo, a padronizacdo de
metodologias de coleta e obtencdo das amostras, o uso da tecnologia de Sequenciamento
de Nova Geracdo (NGS), que torna possivel este estudo, ainda é muito onerosa,
especialmente na regido amazdnica, que conta com pouquissimas unidades de
equipamentos capazes de realizar as analises. E, consequentemente, a caréncia de bancos

de dados de referéncia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter um panorama da composicao e diversidade das comunidades bacterianas e
avaliar a distribuicdo parcial presentes neste sistema varzea localizadas nas margens do

rio Amazonas, em Santarém, regido oeste do Pard, Brasil.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar se o marcador RNArl6S ¢ eficiente para a identificacdo de
microrganismos aquéticos;

e Analisar se ha diferenca na comunidade microbiana em diferentes extratos de
profundidade de zonas de véarzea do Baixo Amazonas;

e Avaliar se ha diferenca entre as comunidades de microrganismos aquaticos em
diferentes areas na regido de varzea do municipio de Santarém, Par4, Brasil;

¢ Iniciar a construcdo de um banco de dados de referéncia, a partir de informacées
de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), para a identificacdo de

microrganismos aquaticos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em éareas de varzea: Arapixuna e Pixuna do Tapara,
localizada no municipio de Santarém, Para. O distrito de Arapixuna (Lat. 02°13°49” S;
Long. 054°50°55” W), situa-se a margem esquerda do rio Amazonas a aproximadamente
30 km da cidade de Santarém, com acesso (no periodo seco) pelo “Igarapé Arapixuna”
um pequeno canal que conecta o rio Amazonas ao rio. A comunidade Pixuna do Tapara
(02°23°76,6” S e 54°34” 20,0” W), situa-se na margem direita do rio Amazonas, € esta a
16,5 km de distancia da cidade de Santarém, Para. Em cada uma dessas areas, foram

definidos quatro pontos de amostragens durante o periodo da cheia (Figura 1).
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Figura 1: Mapa de localizagdo das areas de estudo. Distrito de Arapixuna a esquerda e Pixuna do Tapara a
direita no trecho baixo do rio Amazonas, estado do Para

Aninduba
o

oy

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2022)

3.2 Coleta de material bioldgico

Com todos os cuidados de assepsia, as amostragens de agua foram feitas por meio
de coleta manual, realizada no més de maio fazendo apenas uma coleta por ponto amostral
e respeitando os seguintes procedimentos:

a) Remocdo da tampa do frasco juntamente com o papel protetor;
b) Com uma das méos, segurou-se o frasco pela base, mergulhando-o rapidamente
com a boca para baixo, a cerca de 20cm abaixo da superficie da agua, para evitar

a introdugéo de contaminantes superficiais;

c) Direcionou-se o frasco de modo que a boca ficou em sentido contrario a corrente

(Figura 2);
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d) Inclinou-se o frasco levemente para cima, para permitir a saida do ar e
consequente o seu enchimento.

e) Apos aretirada do frasco da gua, ele foi imediatamente fechado e a tampa vedada
com PARAFILM;

f) Cada frasco foi devidamente identificado, acondicionado em saco plastico novo e
em gelo.
As amostras foram entdo, levadas para o Laboratério de Educagdo e Evolugdo

Professor Horacio Schneider, localizado na Universidade Federal do Oeste do Para

(UFOPA), Unidade Rondon, para o procedimento laboratorial de filtragem realizado em

até 24 horas apds a coleta.

Figura 2. Esquema seguido para a amostragem manual de aguas superficiais, segundo a NBR 9898
(ABNT, 1987)

Fonte: NBR 9898 (ABNT, 1987) Adaptado

Para a coleta de dgua do fundo (Tabela 1), utilizou-se uma garrafa de VVan Dorn (Figura
3), onde foram obtidos 200ml por amostra de cada ponto de coleta para posterior filtracéo.
A garrafa entre um ponto amostral e outro passava por assepsia utilizando de agua

sanitaria 20% e agua destilada para enxaguar, como alternativa para evitar contaminagdo

cruzada.
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Figura 3: Garrafa de Van Dorn utilizada nas amostragens de agua de profundidade das comunidades

Arapixuna e Pixuna do Tapara, regido do Baixo Amazonas, Para.

Fonte: https://www.shoppingdolaboratorio.com.br/p-2169979-Garrafa-Van-Dorn-Horizontal-ou-Vertical-

PVC-5-Litros-%28LMT%29

Tabela 1. Dados de profundidade em relacdo a cada ponto de coleta realizado em cada uma das areas de

varzea.
Arapixuna (cheia) Fundo Superficie
Ponto 1 1.839 DEP m 0.183 DEP m
Ponto 2 2.256 DEP m 0.228 DEP m
Ponto 3 2.393 DEP m 0.266 DEP m
Ponto 4 (lago) 2.377 DEP m 0.166 DEP m
Pixuna do tapara (cheia) Fundo Superficie
Ponto 1 11.672 DEP m 10.409 DEP m
Ponto 2 11.662 DEP m 10.413 DEP m
Ponto 3 - 10.584 DEP m
Ponto 4 - -

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2023).

O método de filtracdo € o mais usado para o enriquecimento de eDNA (DNA

ambiental) em amostras de agua (TSUJI, 2019). A filtracdo pode processar maiores

volumes de agua, normalmente 0,5-2 L quando comparado a outros métodos, por isso é

a maneira mais promissora e recomendada para obter maior proveito de eDNA (REES et

al., 2014).
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3.3 Filtragem das amostras

Antes de iniciar a filtragem era obtido um controle negativo (CNF) filtrando-se
1L de agua destilada. Antes e entre cada ponto amostrado, todos os materiais utilizados
no procedimento, bem como os equipamentos de filtracdo, foram também esterilizados
com agua sanitaria 10% por 2 minutos, lavados com agua destilada em abundancia e
submetidos a luz UV por 15 minutos, com a utilizagdo de luvas durante todo o processo.
O procedimento foi realizado em laboratorio utilizando bomba a vacuo filtros de 37 mm

e 0,45um de porosidade.

3.4 Extracdo de dna

As extracbes do eDNA da agua (filtros) foram realizadas com o kit MN
NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, PA, EUA) seguindo um protocolo modificado de
LeBlanc et al. (2020). Em cada extragéo foi utilizado metade do papel filtro e a outra
por¢éo foi armazenada como reserva. Durante a extragdo também foi incluido um controle
negativo dos filtros (CNEF), o qual, a partir da sua inclusdo, passou a ser tratado como

amostra e sequenciado.

3.5 Reagéo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da Polimerase foi realizada em duas etapas. A primeira PCR
foi realizada com os primers 5’-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’ (forward) e 5’-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’ (reverse) descritos por Klindworth et al. (2013).
Nesta reacdo, foi utilizado o seguinte programa: 95 °C por 3 minutos, 25 ciclos de 95 °C
por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos, seguidos de extensao
final a 72 °C por 5 minutos. Esta PCR foi realizada em triplicata, ou seja, foram realizadas
trés reacOes independentes por amostra. As trés reacOes foram entdo reunidas para
purificacdo e o produto purificado submetido a segunda PCR que foi, posteriormente,
também purificada.

Ambos os primers, além da sequéncia especifica, também contavam com uma
“cauda” com sequéncia dos adaptadores para a ligagcdo dos indices necessarios ao
sequenciamento. A ligacdo destes indices foi realizada através da segunda reacao,

utilizando o kit Nextera XT Indexs. Tanto a primeira quanto a segunda PCR foram
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realizadas com o kit 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix, agua ultrapura, primers (para a
primeira PCR) e kit Nextera (para a segunda PCR). Para a segunda PCR, a Unica alteracdo
realizada nas condic6es de amplificacdo foi a redugdo no nimero de ciclos para oito.

A purificacdo de ambas as reacOes foi realizada com beads magnéticas do kit
ProNex® Size-Selective Purification System (PROMEGA), seguindo o protocolo do
fabricante. Apo6s a purificagdo da segunda PCR, cada biblioteca foi quantificada com o
fluorimetro Quantus (PROMEGA). Em seguida, todas as bibliotecas foram diluidas para
1uM. Por fim, foi estabelecido o pool de bibliotecas na concentracdo de 120pM, para
obtencdo dos arquivos fastq na plataforma Illumina iseq 100, no modo paired-end 150pb,

usando procedimento padrdo com adigéo de 10% de phyX.

3.6 Analise dos dados de sequenciamento

A abordagem de variantes da sequéncia do amplicon (ASVs) foi implementada
através do pacote Dada2 1.9.3 (Callahan et al., 2016). Inicialmente, as sequéncias
passaram por um processo de curadoria e controle de qualidade e considerando a
impossibilidade de margem, devido ao tamanho do fragmento amplificado, optamos por
trabalhar somente com as sequéncias foward. No total, foram obtidas pouco mais de dois
milhGes e oitocentas mil sequéncias com tamanho padronizado de 131 pb. Utilizamos o
método de rarefacdo, a fim de normalizar para 73.661 o0 numero de sequéncias por
amostra.

O processo de identificacdo taxondmica das amostras envolveu a comparacao das
sequéncias obtidas com o banco de dados de SILVA ( http://www.arb-silva.de ), adotando
similaridade de pelo menos 75% em nivel de familia. Todas as andlises foram realizadas
no software R 4.5.0 (RStudio Team, 2021), em ambiente R Studio. Para as andlises
estatisticas e construcdo de graficos para representacdo dos dados, foram utilizados os
pacotes vegan, dunn.test e ggplot2. Para as analises de diversidade alfa, foi calculada a
rigueza de ASVs, onde cada sequéncia foi considerada como Unica. Ainda para a
diversidade alfa, foram estimadas a riqueza total de ASVs, a diversidade de Shannon e a
Equitatibilidade de Pielou’s. J& para avaliar a diversidade beta entre as areas de varzea e
entre os ambientes de coleta (fundo e superficie), foi usado permanova com indice de
Bray-Curtis. A Andlise de Escalonamento Multidimensional ndo métrico (NMDS) foi

utilizada para agrupar e visualizar essa métrica. A dispersdo beta foi testada usando a


http://www.arb-silva.de/
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funcdo betadisper e a significancia avaliada através de 1000 permutagdes, comparando

entre as areas de varzea e entre os ambientes de coleta.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na curva de rarefagédo (Figura 4), podemos observar que a normalizagéo
adotada foi satisfatoria no que diz respeito a profundidade do sequenciamento, pois a
maioria das amostras atingiu o platd da curva, o que indica que o sequenciamento possuli
cobertura suficiente para estimar a diversidade e riqueza para 0 numero de espécies
observadas neste estudo (DIAS, 2004).

Figura 4: Curva de rarefacdo do sequenciamento 16S RNAr, elaborado a partir de 73.661 sequéncias

recuperadas no presente estudo.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2022)

Para andlise comparativa em relacéo a cada area de coleta, a regido do Arapixuna
e a regido do Pixuna do Tapara ndo apresentaram diferenga na biodiversidade entre as
profundidades. Por outro lado, a biodiversidade das duas varzeas é diferente (Figura 5).
Vérios fatores podem estar relacionados a esta diferenga, como a posi¢do geografica em

relacdo a cidade, a influéncia de efluentes domésticos que ainda séo despejados no rio, o
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impacto de grandes empreendimentos, em geral, a ampliacdo da zona portuaria da cidade

etc. Entretanto a auséncia de dados abioticos limita nossa interpretagéo.

Figura 5: Grafico com relacdo a biodiversidade das areas de varzea do Arapixuna e Pixuna do Tapara
coleta e suas diferencas de profundidade.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2022)

A partir da analise da diversidade alfa, foram calculadas a riqueza total de espécies
(ASVs), a estimativa de diversidade (Shannon) e Equitabilidade (Pielou’s) (Figura 6). As
riquezas totais de ASVs nas amostras foram: 1) fundo na regido do Arapixuna foi de 651,1
e superficie na regido do Arapixuna foi de 587,4; 2) fundo na regido do Pixuna do Tapara
foi de 747, 3 e superficie na regido do Pixuna do Tapard foi de 660,2. Para a
Equitabilidade (Pielou’s), nota-se que 0 monitoramento durante o periodo de estudo
mudou muito pouco (0,7), isso quer dizer que ndo houve nenhum evento significativo que
alterasse a uniformidade desta area dentro do periodo de analise. O indice de Shannon foi
utilizado para estimar a diversidade de espécies encontradas na area estudo, o qual, na
regido do Arapixuna no fundo foi 4,66 no fundo e na superficie foi 4,51; j& na regido do
Pixuna do Tapara no fundo, este indice de diversidade foi 4,73 e na superficie foi 4,63.
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Figura 6: Grafico que demonstra as estimativas de diversidade bioldgica (Diversidade/Shannon,
Equitabilidade/Pielou’s, Riqueza/ASVs) das areas de estudo por regido

Arapixuna Pixuna
487 — ==
4.7 I g
4.6+ * g
[
4.5+ e
4.4- | |
0.7+ I
[72] m
g 2| Area
= J  —
g 0.7 g $ Arapixuna
LIUJ) 0.7 % IxXxuna
800.0
| E—
@
600.0 - ]
500.0 i |

T T T T
Fundo Superficie Fundo Superficie

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2022).

Entre as familias dominantes encontradas, pudemos observar que
Comamonadaceae, Burkholderiaceae e Sporichthyaceae estiveram presentes de forma
significativa entre 0s microrganismos recuperados a partir das analises, e todas as familias
que preencheram a margem igual ou inferior a 1% também se mostraram bastante
relevantes (Figura 7). Estes resultados estdo de acordo com o trabalho de Newton et al.,
(2011), uma meta-analise que reuniu todos os dados de sequéncia do gene 16S rRNA do
epilimnio de lagos de agua doce publicados. Essa andlise identificou um total de 12
familias sendo que as mais comuns foram: Comamonadaceae, Burkholderiaceae,
Ilumatobacteraceae, Methylophilaceae, Pedosphaeraceae e Sporichthyaceae. A pesquisa
revelou que estas familias comp&em cerca de 99% (> 73.661 sequéncias) das sequéncias

analisadas.
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Figura 7: Representacdo gréafica das familias mais abundantes a partir de dados de Sequenciamento de
Nova Geragdo (NGS) para o estudo da composigao da biodiversidade microbiana em sistemas de agua doce
das regides de varzea do Arapixuna (ARAP) e Pixuna do Tapara (V) em relagdo a cada ponto de coleta (P)
e profundidade: fundo (F) e superficie (S).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2022).

Para dados percentuais com relacdo aos géneros identificados nas andlises (Figura
8), podemos observar que as espécies que preenchem o grupo marinho CL500-29 se
sobressaem numericamente, isto se deve ao fato de ndo haver dados de referéncia da
regido para uma identificagdo mais precisa e também em virtude do marcador utilizado
ser bastante conservado. Outro indicativo da auséncia de dados de referéncia especificos
é a significativa ocorréncia de na, que nada mais sdo do que “géneros nao identificados”
no banco de dados e também dos géneros Hgcl e Polynucleobacter, estes dados foram
similares aos descritos por Llirds et. al (2014) ao analizar composicdo da comunidade
bacteriana em trés reservatérios de agua doce de diferentes alcalinidades e estados
troficos na Bélgica. Zaitseva e Dagurova (2021), tiveram resultados semelhantes quando
analisaram a comunidade bacteriana aquética de diferentes lagos na Russia utilizados para
diferentes atividades econdmicas, bem como pela comunidade local para a pesca e
consumo da agua. Eles associaram estes organismos a areas fortemente impactadas pela

acdo humana. O género Tibeticola teve baixos percentuais, mas ndo insignificantes.
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Essa presenca evidente e clara de “na” em uma sequéncia de amostras, se da por
ndo haver identificacdo nos bancos de dados de referéncia. Diversos estudos ja foram
feitos em ambientes dulcicolas da Europa e Asia, isto se reflete nas identificagdes
generalistas do nosso estudo uma vez que estes bancos de dados séo utilizados como
referéncia. A auséncia de dados para a regido Amazonica se reflete ndo sO nas
identificagOes mas, na necessidade de que estudos como 0 nosso sejam encorajados como,
também a necessidade de formacao de recursos humanos com expertise para desenvolvé-

los.

Figura 8: Percentual dos géneros identificados em cada uma das regibes de varzea. Arapixuna (ARAP) e
Pixuna do Tapara (V) e suas diferentes profundidades: fundo (F) e superficie (S)
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2022)

5 CONCLUSAO

O presente estudo conseguiu realizar as identificacdes das regides de varzea do
baixo Amazonas no periodo da cheia (maio de 2022) através do banco de dados de Silva,
onde ele utiliza de ferramentas que reconhecem o gene 16S e que definem o grau de
similaridade de até 97%, mais que isso seria 0 grau de espécie e s6 chegamos até familia.
O gene se mostrou bastante promissor, assim como outros protocolos com utilizacéo de
outras metodologias, como 0 CO1 e 18S.
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A diversidade de bactérias entre diferentes extratos de agua mostrou pouca
alteracdo do que a diferenca notoria entre as regifes de Arapixuna e Pixuna do Tapara.
Hé& algumas hipoteses que permeiam a causa dessa diferenca, mas precisa-se de mais
estudos e coletas para verificar tal acontecimento.

Estudos adicionais que incluam parametros fisico-quimicos e que considerem os
diferentes periodos (cheia e seca), sdo indispensaveis para aferir se a comunidade
microbiana da regido de Pixuna do Taparé sofre influéncia dos impactos ambientais
causados pela expansdo da zona portuaria de Santarém, bem como do despejo de efluentes
domeésticos que sdo levados pelo fluxo do rio Amazonas. Uma vez que a posi¢cdo
geogréfica de Arapixuna, fora da influéncia da &rea urbana da cidade, pode favorecer a

comparacao entre 0s dois pontos de varzea, servindo como area controle.
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