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RESUMO

7

A Floresta Nacional (FLONA) de Carajas, localizada no sudeste do Para, é
considerada um ecossistema Unico devido a sua grande biodiversidade e alta
guantidade de cavidades naturais subterrdneas em formacédo ferrifera. Essas
cavidades possuem propriedades particulares como temperatura anual estavel, baixa
circulacdo de ar, elevada umidade relativa, concentracbes consideraveis de guano,
alto teor de metais e sdo consideradas oligotroficas. Estas caracteristicas podem
influenciar significativamente a estrutura e dindmica das comunidades microbianas
associadas a estes ambientes. Desta forma, o presente trabalho realizou o
levantamento da diversidade taxonGmica e investigou a estrutura das comunidades
microbianas presentes em cavernas de ferro da FLONA de Carajas, utilizando
abordagem de metabarcoding 16S rRNA. Para isso, 0 DNA ambiental foi extraido de
amostras de solo de nove cavidades, em diferentes zonas de iluminacao (féticas,
semi-féticas e aféticas) e diferentes estacfes (secas e chuvosas); bibliotecas de DNA
foram construidas para o gene 16S rRNA e sequenciadas com a plataforma lllumina.
De acordo com os resultados, observou-se que 47% das OTUs geradas foram
identificadas taxonomicamente até o nivel de género, quando possivel. Apesar da
diversidade entre as cavidades ser heterogénea, os filos Actinobacteria,
Proteobacteria e Acidobacteria foram os mais abundantes, sendo 0s géneros mais
frequentes Actinomadura, Mycobacterium, Bradyrhizobium e Burkholderia. A analise
da diversidade alfa (dentro de uma mesma cavidade) nao indicou diferencas
significativas quanto a diversidade entre as zonas de iluminacdo, entretanto os
resultados apontam diferencas significativas quanto a diversidade nas diferentes
estacdes. A analise beta diversidade (entre cavidades) ndo indicou variacdes
significativas na composicao de taxons entre as zonas, estacoes e entre os demais
atributos fisicos das cavernas. Em relacdo ao potencial funcional, as cavidades
possivelmente apresentam uma dinamica quimiotréfica, utilizando como provavel
fonte de energia e carbono o guano e material organico aléctone com raizes. Desta
forma, as cavernas ferruginosas amostradas séo fontes potenciais de novos taxons,
possuem microrganismos que podem participar de processos ligados a fixacdo de
nitrogénio, processo de crescimento vegetal, remineralizacdo de guano e ciclo do
ferro. No geral, as cavernas estudadas possuem uma comunidade microbiana estavel,
entretanto, os dados sugerem que o ambiente interno de cada cavidade suporta redes
de interacao entre os microrganismos considerando as distintas zonas de iluminacéo.
Para fins de aplicabilidade, este trabalho colabora de forma significativa para
preenchimento das lacunas de informacfes sobre a biodiversidade microbiana de
cavernas brasileiras associadas a minério de ferro, podendo estes resultados ser
agregados a projetos de manejo e conservacdo de ambientes cavernicolas, a partir
de um angulo microbioldgico.

Palavras-chave: Metabarcoding, Diversidade Microbiana, Cavidades Ferruginosas,
Carajas.



ABSTRACT

The Carajas National Forest (FLONA), located in southeastern Pard, is considered a
unique ecosystem due to its extraordinary biodiversity and high amount of natural
underground cavities in the iron formation. These cavities have particular properties
such as stable annual temperature, low air circulation, high relative humidity, high
concentration of guano, high content of metals, and be oligotrophic. These
characteristics can significantly influence the structure and dynamics of the microbial
communities associated with these environments. Thus, the present work surveyed
the taxonomic diversity and investigated the microbial communities' structure present
in iron caves of the FLONA de Carajas, using the metabarcoding 16S rRNA approach.
For this, the environmental DNA was extracted from soil samples of nine cavities in
different lighting zones (photic, semi-photic, and aphotic) and different seasons (dry
and rainy); DNA libraries were built for the 16S rRNA gene and sequenced with the
lllumina platform. According to the results, it was observed 47% of formed OTUs were
taxonomically identified up to the level of genus, when possible. Despite the diversity
between the cavities being heterogeneous, the phyla Actinobacteria, Proteobacteria,
and Acidobacteria were the most abundant, being the most frequent genera
Actinomadura, Mycobacterium, Bradyrhizobium, and Burkholderia. The alpha diversity
analysis (within the same cavity) did not indicate significant differences in diversity
between lighting zones. However, the results point out significant differences in
diversity between seasons. The beta diversity analysis (between cavities) did not
indicate significant variations in taxa composition between lighting zones, stations, and
other caves' physical attributes. Regarding the functional potential, the cavities
possibly have chemotrophic dynamics, using as a probable source of energy and
carbon guano and allochthonous organic material with roots. Thus, the ferruginous
caves sampled are potential sources of new taxa and have microorganisms that can
participate in processes linked to nitrogen fixation, plant growth process, and the
remineralization of the guano and iron cycle. In general, the caves studied have a
stable microbial community. However, the data suggest that each cavity's internal
environment supports networks between the microorganisms considering the different
lighting zones. For applicability purposes, this work collaborates significantly to supply
the information gaps on Brazilian caves' microbial biodiversity associated with iron ore.
These results could be added to projects of management and conservation of cave
from a microbiological perspective.

Key-words: Metabarcoding, Microbial Diversity, Ferruginous Cavities, Carajas.



LISTA DE FIGURA

Figura 1 — Ambiente de Canga (A). Recorte de rocha com formacao ferrifera bandada
— coletada na Serra Sul de Carajas, corpo S11D — onde as formac¢des mais escuras
sdo compostas hematita e magnetita, e as formacdes mais claras sdo compostas por
jaspe ou chert (SILVA; COSTA, 2020) (B). Estrutura do solo de canga (C)............. 21
Figura 2 — Esquema estrutural das cavernas ferruginosas localizadas na Floresta
Nacional de Carajas. As cavidades podem desenvolver-se tanto nas formacdes
ferriferas bandadas (BIF’s) quanto na cobertura lateritica detritica (canga) ou no
encontro entre essas duas formagbes. A ilustracdo demonstra a formacdo de
espeleotemas (coralbides e estalactites) e a presenca de morcegos (FIGUEIRA et al.,
710 K<) TR UTTTTPPPRROON 24
Figura 3 — Representacao das cavidades ferriferas de Carajas. Ambiente externo ou
entrada (A); Ambiente interno - zona intermediaria (B); Ambiente interno - zona afética

(O N GG M@ = a0 ) TR 25
Figura 4 - Pontos de amostragem das nove cavidades em S11B (Serra Sul) na FLONA
de Carajas. Fote: AULOr (2021). ...coieeeieeiiee e et e e e e e e e e e e e e e e eeaes 29

Figura 5 — Curva de rarefacdo baseada no sequenciamento do gene 16S rRNA.....36
Figura 6 — Abundancia relativa (295%) dos filos (A) e géneros (B) detectados em
amostras coletadas nas zonas fotica, penumbra e afética nas cavidades do corpo
S11B da Serra de Carajas, considerando diferentes regimes de chuva. .................. 39
Figura 7 - Mapas de calor baseados na abundancia dos 10 géneros microbianos mais
abundantes presentes nas cavidades do corpo S11B da Serra de Carajas,
contrastando os periodos seco e chuvoso (A), e nas zonas fotica, afética e penumbra
() PRSPPI 43
Figura 8 - Correlograma de Pearson entre variaveis fisicas (altitude, area, desnivel,
projecdo horizontal, pH e volume) e os filos encontrados nas analises de 16S rRNA
em solos das cavidades estudadas, por estacdes (seca e chuvosa) (A); e por zona de
amostragem (fética, penumbra e afética) (B). Valores de significancia: 0.001 (***),
0.0 (F), 0.05 (}). wevreeeeieeeeeeiiiitei et e e e e e e s s e e e e e e et e e e e e e et raaaaaaaaannrees 46
Figura 9 — Correlograma de Pearson entre variaveis fisicas (Altitude, area, desnivel,
projecéo horizontal (PH) e volume) e géneros encontrados nas analises de 16S rRNA

em solos das cavidades estudada, por estagdes (seca e chuvosa) (A); e por zona de



amostragem (fotica, penumbra e afética) (B). Valores de significancia: 0.001 (***),
0.0 (F), 0.05 (}). wrvreeeieeeeeeeiiiitir ettt e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e —raaaaaaaaannaaes 46
Figura 10 — Diagramas de Venn indicando o numero de filos e géneros em comum
detectados entre as distintas estacdes (A, B) e zonas (C, D) amostradas no corpo
S11B da Serra de CaralS.......uuuueeiiieeeieiiiiiiiiiie e ettt e e e e e e e e e e e e e e e annneees 49
Figura 11 — Graficos networking construidos a partir do total de OTUs geradas, para
a visualizac&o da disposicéo e interligacao dos dados referentes as amostras do solo
presente nas cavernas do corpo S11B, da Serra de Carajas. As construcdes dos
gréficos levaram em consideracao a distribuicdo quanto as estac¢des chuvosa e seca
(A) e as zonas fética, afdtica e de penumbra (B). ........cceeeeeriiiiiiiiiiiiiieee e 51
Figura 12 — Graficos networking construidos a partir dos filos detectados, para a
visualizacdo da disposicdo e interligacdo entre este grupo taxons microbianos
existentes no solo das cavernas do corpo S11B, da Serra de Carajas. As construcdes
dos graficos levaram em consideracdo a distribuicdo em relacdo as estacdes
ChUuVOSAS (A) € SECA (B). «iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 53
Figura 13 — Graficos networking construidos a partir dos filos detectados, para a
visualizacdo da disposicdo e interligacdo entre este grupo taxons microbianos
existentes no solo das cavernas do corpo S11B, da Serra de Carajas. As construcdes
dos gréficos levaram em consideracdo a distribuicdo quanto as zonas fotica (A),
penumbra (B) € afOtiCa (C). ...uuuuiiiii e 54
Figura 14 — Alfa diversidade com base nas sequéncias de 16S rRNA extraida de solos
de cavernas localizadas no corpo geoldgico S11B da Serra de Carajas. Foram
utilizados os indices de riqgueza (Chaol) e diversidade (Shannon) para as diferentes
cavernas (A), periodos de sazonalidade de chuvas (B) e zonas de iluminacgéo (C)..56
Figura 15 — Analise de multivariada (NMDS) baseada na relacédo de agrupamento das
cavidades do corpo geoldgico S11B, na Serra de Carajas, com relacdo as estacdes
seca e chuvosa (A), as zonas féticas, aféticas e de penumbra (B) e paramentos fisicos
das cavidades como area (C) € vOIUME (D). ....oovvvvveiiiiiiieiieeeee e 61
Figura 16 — Boxplot gerado a partir da distancia média dos centroides de cada grupo
dentro das variaveis de estacdo (A), zona (B), area (C), volume (D), projecéo
horizontal (E) € deSNiVEl (F). ....uuueiiiieeeee e 63
Figura 17 —Potencial fisioldgico das comunidades microbianas encontradas nas
cavidades da Serra Sul, Carajds. Comparacdo dos taxons detectados com dados

fisiol6gicos obtidos por fonte publica de dados. O potencial filolégico esta dividido por



estacdo (seca e chuvosa) e subdividido por zonas de iluminacéo (fética, afética e
(1T aT01 0] o] 2= TSR PP PP PUTRPRPRP 67
Figura 18 — Planta da Cavidade 01 (S11B-0036), situada no corpo geoldgico S11B,
Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste Ciéncia e Meio
Ambiente. Cartografia: Bruno SCHErer...........uuuuiiiiiiiiiiiii 90
Figura 19 - Planta da Cavidade 02 (S11B-0055), situada no corpo geoldgico S11B,
Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste Ciéncia e Meio
Ambiente. Cartografia: Bruno SCHErer...........uuuuiiiiiiiiiiii 91
Figura 20 - Planta da Cavidade 03 (S11B-0073), situada no corpo geoldgico S11B,
Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste Ciéncia e Meio
Ambiente. Cartografia: Bruno SChErer...........uuuuiiiiiiiiiiiii 92
Figura 21 - Planta da Cavidade 04 (S11B-0080), situada no corpo geologico S11B,
Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste Ciéncia e Meio
Ambiente. Cartografia: Bruno SCREIEr...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieeee e 93
Figura 22 - Planta da Cavidade 05 (S11B-0177), situada no corpo geologico S11B,
Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste Ciéncia e Meio
Ambiente. Cartografia: Bruno SChErer.........ooouuuuiiiiiii i 94
Figura 23 - Planta da Cavidade 06 (S11B-0178), situada no corpo geologico S11B,
Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste Ciéncia e Meio
Ambiente. Cartografia: Bruno SCherer.........ooouviuiiiiiiii i 95
Figura 24 - Planta da Cavidade 07 (S11B-0187), situada no corpo geoldgico S11B,
Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste Ciéncia e Meio
Ambiente. Cartografia: Bruno SCherer...........oouuuiiiiiiiiiieecces e 96
Figura 25 - Planta da Cavidade 08 (S11B-0212), situada no corpo geoldgico S11B,
Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste Ciéncia e Meio
Ambiente. Cartografia: Bruno SChErer............uvuiiiiiiiiiieeeiee e 97
Figura 26 - Planta da Cavidade 09 (S11B-0220), situada no corpo geoldgico S11B,
Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste Ciéncia e Meio

Ambiente. Cartografia: Bruno SChErer.............vuiiiiiiiiiiiiicee e 98



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Coordenadas geograficas (UTM) das nove cavidades amostradas. Onde
as Coord. E representam as coordenadas no sentido leste-oeste e as Coord. N as
coordenadas N0 SeNtidO NOME-SUL. .........iiiiiiiiiiieeie e 30
Tabela 2 — Setores e zonas de coleta para cada cavidade. Em cada cavidade o setor
de menor numeracao em algarismo romano representa a entrada caverna e o de maior
NUMEragao O fUNAO A CAVEIMA. .......cooei i 30
Tabela 3 — Sequéncias do par de iniciadores universais (primers) para regido do gene
16S rRNA (KLINDWORTH et al., 2013). ceuuuuuiiiieeeeiieeiiiieee e e e et e e e e e eeeeeennnes 31
Tabela 4 — Filos e géneros encontrados apenas em uma estagcédo (chuvosa, seco),
zona (fética, penumbra e afética) ou em comum entre as zonas de iluminacéao. ...... 50
Tabela 5 — Indicies de alfa diversidade para as cavidades estudadas no corpo
geoldgico S11B da Serra de Carajas. Onde os indices a, b, e ¢ representam das
diferengas minimas significativas, entre a menor e a maior média calculada para os
indies de diversidade, Pelo teSte TUKEY........cviiiiiiiiieeeiieie e e e 57
Tabela 6 — Indicies de alfa diversidade para as estacdes estudadas. Onde os indices
a, b, e ¢ representam das diferencas minimas significativas, entre a menor e a maior
média calculada para os indices de diversidade, pelo teste Tukey..........ccccevvvvvnnnnn. 58
Tabela 7 - Indicies de alfa diversidade para as zonas estudadas. Onde os indices a,
b, e c representam das diferencas minimas significativas, entre a menor e a maior
média calculada para os indices de diversidade, pelo teste Tukey...........ccccevvvvnnnnn.. 59
Tabela 8 - Valores obtidos a partir das analises de PERMANOVA e PERMDISP, para
as variaveis de zonas, estacdes, diferentes areas, volumes, projecdes horizontais e
desniveis das CaVIdAAES. .......oiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 62
Tabela 9 - Metadados relacionados a amostras de solo, coletadas em cavidades do
corpo geologico S11B, localizado na Serre Sul da Floresta Nacional de Carjas,

amostras analisada pela técnica de DNA metabarcoding baseada no gene 16S rRNA.

Tabela 10 - Numero total de sequéncias e geradas pds sequenciamento (brutas) e
pos tratamento de qualidade para microbioma cavernicola................cccevvevvvvvinnnnn.. 106

Tabela 11 - Valor dos indices de alfa diversidade por amostra. ............ccccceeeeeeenee.. 111



Tabela 12 - Valores para correlacdo de tdxons a nivel de filo com os parametros fisicos
das cavidades (EstagOes). Valores de significancia: 0.001 (***), 0.01 (**), 0.05 (*).
Variavel (Env): Projecdo Horizontal (PH). Valores de p ajustados (AdjPvalue)...... 114
Tabela 13 - Valores para correlacdo de tdxons a nivel de filo com os parametros fisicos
das cavidades (Zonas). Valores de significancia: 0.001 (***), 0.01 (**), 0.05 (*).
Variavel (Env): Projecao Horizontal (PH). Valores de p ajustados (AdjPvalue)......115
Tabela 14 - Valores para correlacdo de taxons a nivel de género com os parametros
fisicos das cavidades (Estacfes). Valores de significancia: 0.001 (***), 0.01 (**), 0.05
(*). Variavel (Env): Projecao Horizontal (PH). Valores de p ajustados (AdjPvalue).

Tabela 15 - Valores para correlacdo de taxons a nivel de género com os parametros
fisicos das cavidades (Zona). Valores de significancia: 0.001 (***), 0.01 (**), 0.05 (*).

Variavel (Env): Projecao Horizontal (PH). Valores de p ajustados (AdjPvalue)...... 119



LISTA DE SIGLAS

16S rRNA - RNA ribossomal 16S

ANOVA — Andlise de variancia

CANIE — Cadastro Nacional de Informacdes Espeleolégicas

CECAV - Centro Nacional de Pesquisas e Conservacao de Cavernas
DNA — Acido desoxirribonucleico

FAPROTAX — Functional Annotation of Prokaryotic Taxa

FLONA — Floresta Nacional

ITV — Instituto Tecnolégico Vale

MMA — Ministério do Meio Ambiente

NGS — Sequenciamento de Nova Geracgao

NMDS — Escalonamento multidimensional ndo-métrico

OTU — Unidade Taxondémica Operacional

PCR — Reacédo em Cadeia da Polimerase

PERMANOVA — Analise de Variancia Multivariada Permutacional
PERMDISP — Andlise de Dispersédo Multivariada Permutacional
QIIME — Quantitative Insights Into Microbial Ecology

RDP — Ribosomal Database Project

rRNA — RNA ribossomal

UTM - Universal Transversa de Mercator



SUMARIO

ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

L INTRODUGAOD ..o 19
1.1 FLONA DE CARAJAS E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA. .....cccoceveveernne 19
1.2 CARACTERIZACAO DA FLONA DE CARAJAS E DAS SUAS CAVIDADES
FERRUGINOSAS.......cooiteetieeteeeeteee et eeeteesetete et et s st ene et te s stessaessasese s senasaneseensennneaenes 20
1.3 MICROBIOTA CAVERNICOLA EM CAVIDADES FERRUGINOSAS.................. 25
)= ] = 1 LV @ LR TR 28
2.1 OBJETIVO GERAL......outieieieeeeee et s ee e eastee s eante e 28
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t 28
3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ...cooveeitieiie e 29
3.1 DESCRICAO DA AREA E AMOSTRAGEM........c.cooovieeeeeeeeeeeeeeee e 29
3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA .......ocoiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 31
3.3 AMPLIFICACAO DO GENE 16S rRNA E PURIFICACAO.......c.ccccocveeeuenrne. 31
3.4 SEQUENCIAMENTO NA PLATAFORMA ILLUMINA MiSeq.......cccoeuvevennnee. 32
3.5 TRATAMENTO DAS SEQUENCIAS 16S TRNA .....cocociveveeieeeieeeee e 33
3.6 ANALISES ESTATISTICAS E POTENCIAL FUNCIONAL .....c.cocoveveveerrrne. 33
4 RESULTADOS E DISCUSSAO .......oiiiiiieeeeeeeee e, 36

4.1 DIVERSIDADE DE MICRORGANISMOS BASEADO NO GENE 16S rRNA 36
4.2 ANALISE DE ESTRUTURA E REDES MICROBIANAS PARA AS CAVIDADES

FERRUGINOSAS ...ttt ettt ettt eee ettt eessaess et ate s seeeseaese s aeeanssenns 51
43 ANALISE ALFA-DIVERSIDADE DE MICRORGANISMOS POR
METABARCOGING 16S rRNA .....coooiiviiieeteceeteeteee e eese st eseees e enseeensnenes 55
4.4 ANALISE DE BETA-DIVERSIDADE COM BASE METABARCODING 16S
FRINA Lottt ettt ettt a et e e et st et e et et et et ese et et et et e e eeete et ate e seeeeee et e e etenneeans 59
5 CONCLUSOES ..ottt e et e e eetaa e e e eaaee s 70

REFERENCIAS ... .ottt e e e et e e tae e e e e 71

ANEXOS ...t ettt et 89



ORGANIZACAO DA DISSERTACAO
O presente trabalho encontra se organizado sob a forma de relatério
técnico, como disposto no Regulamento Interno do Programa de Pés-
Graduacédo em Uso Sustentavel de Recursos Naturais em Regides
Tropicais do ITV DS.

Relatério técnico:
Estrutura e diversidade taxondmica das comunidades microbianas

em cavidades ferruginosas da Flona de Carajas

Sob autoria de

Amanda Manuelly da Silva Oliveira, Gisele Lopes Nunes, José Augusto

Pires Bitencourt.

PROD. TEC. ITV DS - N007/2021
DOI 10.29223/PROD.TEC.ITV.DS.2021.07.Oliveira



1 INTRODUCAO
1.1 FLONA DE CARAJAS E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA.

A Floresta Nacional de Carajas (FLONA de Carajas) é uma éarea de
conservacdo ambiental situada no sudoeste do Estado do Para, que possui
aproximadamente 411.948,87 hectares de extensdo (BRASIL, 1998). E uma
unidade de conservacdo (UC) que detém uma elevada biodiversidade
apresentando alto nivel de raridade e endemismo tanto para flora quanto para a
fauna. Além disso, também exibe um valioso capital natural em extensédo
territorial, sistemas hidricos e elevada concentracdo de minérios (PONTES et al.,
2019; GIANNINI et al., 2020).

Estas elevadas concentracfes de minérios, tornam a FLONA de Carajas
uma das maiores poténcias econdmicas do pais, uma vez que dispde de uma das
maiores reservas de minério de ferro do mundo, juntamente com o Quadrilatero
Ferrifero em Minas Gerais e Corumba no Mato Grosso do Sul (CARVALHO et al.,
2014). O minério de ferro encontrado na regido de Carajas apresenta uma das
purezas mais elevadas do mundo, exibindo teores acima de 60%, valores acima
da média mundial que é cerca de 30%, (MACAMBIRA, 2003; SCHAEFER et al.,
2016). A extracdo mineral iniciada em 1985 em Carajas €, até o momento, a
principal atividade econ6mica da regido (VALE, 2013). Com isto, surgiu a
necessidade de preservar a biodiversidade da FLONA de Carajas que poderia
sofrer altos impactos advindos da atividade mineradora. Assim, no ano de 1994
estabeleceu-se o0 Decreto n°® 1.298, no qual determinou-se que 0S recursos
naturais existentes nesta area poderiam ser explorados desde que nao
houvessem grandes impactos em sua biodiversidade (BRASIL, 1994). Nos anos
2000, parte da FLONA de Carajas passou a ser utilizada como meio de
compensacao dos impactos causados pela atividade mineradora (Lei n° 9.985,
BRASIL, 2000). Desta forma, sdo exigidos pelos 6rgdos ambientais, como
condicionante a exploracdo, diversos estudos para melhor compreender a
dindmica ecolégica da regido. Estudos focados na caracterizacdo do ambiente
(fisico, quimico e geoldgico) e no conhecimento da biodiversidade (fauna e flora)
vem sendo amplamente realizados em Carajas. Esse tipo de informacédo é
imprescindivel para a geracdo de programas de conservacao eficientes, ainda

mais para ecossistemas que estdo constantemente sujeitos as influéncias
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antropicas, como por exemplo, a mineracdo (HATANO et al., 2012; ICMBIO,
2016).

1.2 CARACTERIZACAO DA FLONA DE CARAJAS E DAS SUAS CAVIDADES
FERRUGINOSAS

A FLONA de Carajas é caracterizada como uma floresta ombrofila aberta,
ou seja, a vegetacao possui relacéo direta com o regime pluvial intenso e continuo
apresentando uma fitofisionomia endémica e predominantemente herbaceo-
arbustiva (Figura 1 A) (VIANA et al.,, 2016). A regiao abrange quase toda a
extensdo das Serras dos Carajas, conhecidas como Serra Norte e Serra Sul,
estao localizadas a uma altitude de aproximadamente 800 metros acima do nivel
do mar. Nestas serras encontram-se as principais jazidas de minério de ferro da
FLONA de Carajas, e séo constituidas principalmente por uma cobertura lateritica
detritica denominada “canga” (Figura 1). As cangas sao afloramentos decorrente
do processo de intemperismo sobre rochas com formacdes ferriferas bandadas
ou em faixas (Figura 1 B), ou seja, sdo rochas sedimentadas quimicamente por
ferro ou aluminio, formando camadas finas e alternadas de minérios como a
hematita ou magnetita e jasper ou chert (CONDIE, 2015; SCHETTINI et al., 2018).
As cangas sao observadas como um revestimento ou couraca ferrifera formadas
por fragmentos de ferro (MAURITY; KOTSCHOUBEY, 1995), e abrangem cerca
de 5% de toda a Floresta Nacional de Carajas (CAMPOS; CASTILHO, 2012).
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Figura 1 — Ambiente de Canga (A). Recorte de rocha com formacéo ferrifera bandada — coletada na
Serra Sul de Carajas, corpo S11D — onde as formagdes mais escuras sao compostas hematita e
magnetita, e as formacdes mais claras sdo compostas por jaspe ou chert (B). Estrutura do solo de
canga (C).

Fonte: adaptado de Silva e Costa (2020) e outros autores.

Associada a canga, encontra-se uma biodiversidade com elevado nivel de
endemismo de animais e vegetais (NUNES et al., 2018; ZAPPI et al., 2019;
MARTINS et al., 2012; LYNGGAARD et al., 2020), e isto ocorre devido a
adaptacdo destas espécies as caracteristicas intrinsecas das areas de canga,
como um solo pobre em nutrientes, acido (pH 4,8-5,1) e com elevadas
concentracdes de metais como aluminio, ferro e manganés (SCHETTINI et al.,
2018). Aléem dessas caracteristicas do solo, a regido também é afligida por altas
temperaturas diurnas e exposi¢cdes extremas aos raios ultravioletas. O clima da
regido € definido como tropical subumido, apresentando precipitacdo anual em
torno de 1500-1900 mm, com o periodo de chuvas bem marcados entre
Dezembro-Abril (SAHOO et al., 2016).

Além da biodiversidade Unica, também encontra-se integrado aos
ecossistemas de cangas das Serras de Carajas, um rico patriménio espeleoldgico
de cavidades naturais subterraneas associadas ao minério de ferro, apresentando
altos niveis de endemismo biolégico (CANIE, 2021; OLIVEIRA et al., 2019;
VASCONCELOS et al., 2021). De acordo com o Centro Nacional de Pesquisas de
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Cavernas (CECAV), existem aproximadamente 19.413 cavernas registradas na base
de banco de dados, entretanto, este nUmero esta longe de representar a realidade
das cavidades no territério brasileiro, que possui menos de 5% do potencial
espeleoldgico conhecido (JANSEN; PEREIRA, 2015; CANIE, 2019).

No Brasil, levantamento culturais, geoldgicos, geoquimicos e biolégicos das
cavidades séao realizados por meio de 6rgado ambientais (CECAV e Ministério do
Meio Ambiente) com a finalidade de classifica-las por niveis de relevancia
(méxima, alta, média e baixa relevancia) (BRASIL, 2008; MMA, 2009). A
classificacdo orienta de acordo com a legislacdo ambiental a possibilidade de
ocorréncia e extensdo dos impactos ambientais provocados nas cavernas,
buscando estabelecer uma conciliagdo entre a vertente ambiental e os interesses
econdmicos. Cavernas de maxima relevancia ndo podem sofrer impactos
irreversiveis, uma vez que fica estabelecido protecéo integral a esta cavidade
devido as suas caracteristicas Unicas. Entretanto, permite-se que as cavidades
classificadas com alta e média relevancia, possam ser exploradas desde que passem
pelo processo de compensacao, ou seja, para utilizar os recursos minerais destas
cavidades faz-se necessario a conservacao de duas cavidades com caracteristicas
geoldgicas, geoquimicas, espeleoldgicas e bioespeledgicas equivalentes, desta forma
preservando pelo menos duas cavidades testemunhos de estimada riqueza biolégica,
mineral e cultural (MMA, 2009).

No mundo, cerca de 90% das cavernas registradas possuem litologia de
carbonato, porém no Brasil existe uma grande diversidade quanto a litologia de
cavidades subterraneas (PILO e AULER, 2011, RIBEIRO et al., 2017). A FLONA de
Carajas atualmente, detém 7% (1.513 cavidades — cidades de Parauapebas e
Canaa dos Carajas, Pard) das cavidades subterraneas nacionais ligadas a minério
de ferro, de acordo com a base de dados do Cadastro Nacional de Informacdes
Espeleoldgicas (CANIE), pertencente ao CECAV (CANIE, 2021).

O numero de trabalhos relacionados a cavernas de ferro vem crescendo,
influenciando na conservacdo das mesmas e na exploracdo sustentavel dos
minérios associados a estas cavernas (AULER et al., 2019). Essas cavidades séo
formadas sob formacOes ferriferas, desenvolvendo-se totalmente tanto nas
formacdes ferriferas bandadas quanto inteiramente sob as cangas. Podem
também, ter sua formacao no ponto de contato entre as formacdes ferriferas e as
cangas (Figura 2) (PILO; AULER; MARTINS, 2015). As cavidades ferruginosas da
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Flona de Carajas, possuem caracteristicas que as tornam ambientes Unicos
devido a propria litologia e a biota especializada. Apesar de classificadas como
pequeno porte, possuem dimensfes espaciais (area, volume e projecdo
horizontal) maiores quando comparadas as cavernas do Brasil. Além disto,
apresentam elevada umidade, cerca de 90% da umidade relativa do ar,
temperatura estavel durante o ano (28°C - 40°C), baixa circulacdo de ar,
concentracao elevada de morcegos e, consequentemente, elevada presenca de
guano, caracterizado pelo acumulo do excremento de aves e morcegos (CAMPOS
e CASTILHO 2012).

Estudos sugerem que as cavernas de Carajas possuem indiretamente uma
conectividade com a superficie. Sabe que as cavidades ferruginosas de Carajas
podem chegar até 10 metros de profundidade, no entanto, a superficie porosa da
canga permite que haja uma conexao entre esses ambientes. Devido aisto, & possivel
gue os ambientes cavernicolas de Carajas sofram com as variacdes externas como
mudanca de estacéao, influéncia de aguas provenientes das chuvas, assim como a
penetracdo de raizes oriundas da vegetacéo localizada acima das cavidades. Todos
esses fatores podem gerar uma possivel interferéncia na dinamica nutricional da biota
interna das cavidades através da entrada de nutrientes, uma vez que estes ambientes
séo oligotroficos, ou seja, possuem baixa disponibilidade de nutrientes (AULER et al,
2019).

Dentro destas cavidades € possivel observar espeleotemas, que sao
formacdes rochosa constituidas por depésitos de sedimentos quimicos, como
crostas, coraldides e estalactites (Figura 2). Estas formacfes estdo associadas
aos processos de interacdes das rochas com solugdes aquosas e 0S processos
de dissolucdo e precipitacdo quimica ou mediada por microrganismos. Os
espeleotemas estdo diretamente associados a litologia das cavernas e a
deposicéo de guano, 0ssos e urina de morcegos, uma vez que sdo compostas por
oxido de ferro-hidréxidos e fosfato, tornando esses espeleotemas unicos (PILO;
AULER; MARTINS, 2015; ALBUQUERQUE et al., 2018; FIGUEIRA et al., 2019;
AULER et al., 2019).
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Figura 2 — Esquema estrutural das cavernas ferruginosas localizadas na Floresta Nacional de
Carajés. As cavidades podem desenvolver-se tanto nas formagdes ferriferas bandadas (BIF’s) quanto
na cobertura lateritica detritica (canga) ou no encontro entre essas duas formacgdes. A ilustracéo
demonstra a formacao de espeleotemas (coraléides e estalactites) e a presenca de morcegos.

Fonte: FIGUEIRA et al. (2019).

Outra caracteristica importante das cavidades da FLONA de Carajas, esta
relacionado ao zoneamento provocado pela incidéncia de luz (Figura 3). Entende-
se que ha uma limitacdo quanto a profundidade e as dimensdes cavernicolas, e
isto implica diretamente nas zonas de iluminacdo dentro das cavernas. Estas
zonas podem ser classificadas como zona com luz ou fética (entrada da caverna),
zona de penumbra ou semi-fética (zona intermediaria) e zona afética (fundo da
caverna, com auséncia total de luminosidade e regularmente a area de maior
extensao da cavidade) (NORTHUP e LAVOIE, 2001; ADEN, 2005; GILLIESON,
2009). Estas diferentes faixas de iluminacdo e a auséncia total de luz dentro das
cavernas, podem influenciar de forma rigorosa a atividade tréfica nas cavidades,
especialmente nas zonas aféticas, uma vez que nestes ambientes a producédo
primaria por organismos fotoautotroficos é considerada ausente. Isto pode
implicar na disponibilidade de nutrientes e consequentemente atua como fator

seletivo para a biota interna da cavidade (FISER, 2019).
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Figura 3 — Representacgédo das cavidades ferriferas de Carajas. Ambiente externo ou entrada (A);
Ambiente interno - zona intermediaria (B); Ambiente interno - zona afética (C).

1.3 MICROBIOTA CAVERNICOLA EM CAVIDADES FERRUGINOSAS

Diante dos atributos elencados para as cavidades ferruginosas, € valido

ressaltar a importancia de gerar informacdes sobre estes sistemas singulares e
tdo pouco conhecidos, principalmente no que diz respeito da microbiota. A maioria
das transformacdes quimicas dos elementos presentes na natureza sdo mediadas
através da atividade metabdlica dos microrganismos, por meio de processos de
fixacdo e remineralizardo dos elementos quimicos (MADSEN et al., 2011).
Microrganismos presentes em cavidades subterraneas sédo considerados
metabolicamente versateis, dado que, estes ambientes sdo considerados extremos,
seja por escassez de nutrientes, baixos niveis de pH ou altas temperaturas (ENGEL
et al., 2019). Em cavidades sado detectados microrganismos fototroficos,
guimioorganotroficos  (quimioheterotréficos) ou  quimilitototroficos, sendo os
microrganismos fototroficos estdo mais relacionados a entrada da cavidade, ou seja,
a regido gue recebe a maior incidéncia de luz, e os quimioorganotroficos ligados as
zonas afoticas das cavidades. Zonas aféticas impossibilitam o processo de
fotossintese microbiana e nestes ambientes sao selecionados 0s microrganismos com
diferentes mecanismos para a obtencéo de energia, utilizando compostos inorganicos
como hidrogénio, nitrito, sulfeto ou ferro disponiveis nestes habitats. Além disto, em
ambientes cavernicolas, as comunidades microbianas estao intimamente ligadas
a degradacao de elementos de carater recalcitrante da matéria organica aléctone.

Boa parte desses elementos sdo constituidos por celulose e quitina, exigindo que
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a microbiota haja em sintrofia para a degradacdo desses compostos, requerendo,
portanto, um sofisticado aparato de sinalizacdo bioquimica ou quorum sensing
(DAl et al., 2016; BAO et al., 2019).

Processos quimiolitrotr6ficos em cavidades ferruginosas ocorrem
principalmente durante a biogénese das cavernas de ferro (PARKER et al., 2013;
LEVETT et al., 2016). A litologia ferrifera das cavidades de Carajas pode cumprir um
importante papel no metabolismo microbiano presente nas cavidades, uma vez que,
microrganismos redutores de ferro férrico podem utilizar o Fe (lll) presente nas
cavidades como doador de elétrons no processo de respiracdo microbiana, obtendo
como produto residual deste processo, o ferro férrico (Fe (IIl)) ( LOVLEY, 1991 ). Este
fato j& foi observado em cavidades ferruginosas associadas a canga (PARKER et al.,
2013; PARKER et al., 2018). Nas cavidades da Floresta Nacional de Carajas foram
observados taxons microbianos com capacidade de oxidagéo e reducéo de Fe (lll) em
Fe (Il), e com via metabdlica secundaria reoxidando Fe (I) em Fe (lll) (PARKER et al.,
2013). Para mais, estes microrganismos também podem fazer parte da formacéao de
espeleotemas raros (ALBUQUERQUE et al., 2018; FIGUEIRA et al., 2019).

Esta configuracdo da microbiota junto a singularidade das cavidades
naturais (litologia e geoquimica), tornam essas populacdes microbianas altamente
especializadas e unicas (ADESSO et al., 2020; DONG et al., 2020; DAVIS et al.,
2020). Isto valida a importancia de investigar se a microbiota dessas cavidades
sofre influéncia das configuracbes de zoneamento provocado por presenca ou
auséncia de luz, dimensoes fisicas (area, volume e projecao horizontal) e periodos
de altas pluviosidades.

O conhecimento atual sobre a distribuicdo da diversidade de
microrganismos e suas funcionalidades em ambientes de cavernas naturais no
Brasil € incipiente, especialmente no que diz respeito a cavernas ferruginosas
(HERSHEY; BARTON, 2018). Recentemente Paula et al., (2018) realizou um
trabalho para mostrar a diversidade microbiana em cavidades pertencentes a
regiao tropical do pais, enquanto Lemes (2018) trouxe dados sobre a composicao
da comunidade microbiana das cavernas ferruginosas localizadas no Quadrilatero
Ferrifero. De acordo com a literatura, trabalhos recentemente publicados
relacionados a levantamento taxondmico microbiolégico de cavernas, estao

vinculados a cavidades ndo ferruginosas (TALA et al., 2021; ADDESSO et al.,
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2020; D'ANGELI et al., 2020; DAVIS et al., 2020; DOGRUOZ-GUNGOR, 2020;
JURADO et al., 2020).

Diversos trabalhos utilizam a abordagem de DNA metabarcoding para
caracterizacao taxondémica de comunidades microbianas em diversos ambientes,
incluindo cavernas (OLIVEIRA et al., 2017; ADESSO et al., 2020; SUN et al., 2021,
GLAESER et al., 2021). A técnica se baseia na amplificagcdo de um gene marcador,
a partir do DNA extraido diretamente do ambiente, e sequenciamento de nova
geracao (NGS). No caso dos microrganismos (Bacteria e Arcahea), o gene 16S
rRNA foi adotado como marcador genético universal. Este gene possui cerca de
1500 base nucleotidicas, esta contido na subunidade ribossomal 30S do genoma
bacteriano (YANG; WANG; QIAN, 2016) e possui nove regides altamente
variaveis (apresentam regioes conservadas e nao-conservadas), o que possibilita
realizar analises de carater evolutivo e taxonomicamente discriminatorio
(CHAKRAVORTY et al., 2007). Dentre as nove regides hipervariaveis, a regiao
V3-V4 é a mais indicada para realizar analises de diversidade microbiana, uma
vez que esta regido apresenta maior éxito na representacdo da diversidade de
filos (PEIFFER et al., 2013). Desta forma, a técnica permite o0 acesso a
composi¢cado da comunidade microbiana presente em qualquer amostra ambiental,
sem necessidade de isolamento e cultivo in vitro (RUPPERT et al. 2019),
permitindo inferir a diversidade microbiana, com tempo de processo e custos
reduzidos, uma vez que que 99% dos microrganismos ndo sao cultivaveis em
laboratério (SCHOLZ; LO; CHAIN, 2012). A aplicacdo de abordagens moleculares
em estudos de levantamento da biodiversidade € essencial quando se visa
entender a influéncia do ambiente sobre microbiota, principalmente em ambientes
tdo particulares como as cavidades ferruginosas. Desta forma, dados sobre
estrutura da microbiota em cavidades ferruginosas da FLONA de Carajas sao
inéditos, e poderdo ser utilizados futuramente para auxiliar programas de
conservacdo e mitigacdo de possiveis impactos gerados pela atividade

mineradora.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade taxondmica e o potencial funcional das comunidades
microbianas presentes no solo de cavidades ferruginosas da Floresta Nacional de

Carajéas, Para, utilizando abordagem de metabarcoding.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Acessar a diversidade e a riqueza de microrganismos nas zonas afotica, fotica e
penumbra das cavidades em S11B;

b) Avaliar a diversidade e riqueza de microrganismos em fungéo da sazonalidade;

c) Verificar a dindmica estrutural da comunidade microbiana entre as distintas
cavidades da avaliadas.

d) Inferir o potencial funcional microbiano das cavidades ferruginosas FLONA de

Carajas.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 DESCRICAO DA AREA E AMOSTRAGEM

As amostras foram coletadas no periodo de junho de 2018 a janeiro de 2019
em nove cavernas localizadas no corpo geoldgico de S11B (Figura 4), na Serra de
Carajas, pelo grupo de espeleologia da empresa VALE. Os critérios para escolha das
cavidades, basearam-se em diferentes pontos e distancias dentro do perimetro do
corpo S11B localizados na Serra Sul (Tabela 1). Além disto, foram consideradas as
distintas caracteristicas fisicas de cada caverna, tais como: projecao horizontal, area,
volume e desnivel. Todas as cavernas selecionadas possuem relevancia maxima de
acordo com Maciel et al., (2019), séo de corpo ferrifero e, mandatoriamente, possuem
trés zonas de iluminacdo. Os metadados relacionados as cavidades estédo disponiveis
no Apéndice A na Tabela 9 e as plantas internas para cada cavidade, sinalizando a
localizacao dos setores e zonas de iluminacao, além dos lagos internos, vegetacao e

guano, estao no Anexo A da Figura 18 a Figura 26.

Figura 4 - Pontos de amostragem das nove cavidades em S11B (Serra Sul) na FLONA de Carajas.
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Fonte: elaborado pelo autor (2021).
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Tabela 1 — Coordenadas geogréficas (UTM) das nove cavidades amostradas. Onde as Coord. E
representam as coordenadas no sentido leste-oeste e as Coord. N as coordenadas no sentido norte-
sul.

Caverna Identificacao Coord. E Coord. N
CAVE_01 S11B 0036 564705 9298013
CAVE_02 S11B 0055 567623 9297202
CAVE_03 S11B 0073 566186 9296375
CAVE_04 S11B 0080 566490 9296848
CAVE_05 S11B 0177 564655 9299263
CAVE_06 S11B 0178 564827 9298239
CAVE_07 S11B 0187 564640 9299207
CAVE_08 S11B 0212 563294 9299769
CAVE_09 S11B_ 0220 564254 9299842

Fonte: elaborado pelo autor (2021).

As amostras foram coletadas em trés setores distintos de cada caverna (Tabela
2). Estes setores estao diretamente relacionados as areas de entrada, meio e fundo
das cavernas, ou seja, as zonas de iluminacdo fotica, penumbra e afotica,
respectivamente. A amostragem foi realizada em nove cavidades, nas quais foram
coletados 10 g de solo de cada zona (foticas, penumbra e afética), a uma profundidade
de 0-5 cm. O material coletado foi armazenado em tubos Falcon estéreis de 15 mL e
conservado a -4° C. Posteriormente o material foi encaminhado em contéiner com
temperatura controlada (-20 °C) para o laboratério de gendmica ambiental no Instituto
Tecnoldgico Vale - Desenvolvimento Sustentavel em Belém /Para, e em seguida
armazenado a -80°C.
Tabela 2 — Setores e zonas de coleta para cada cavidade. Em cada cavidade o setor de menor

numeracdo em algarismo romano representa a entrada caverna e o de maior numeracéo o fundo da
caverna.

Caverna Identificacdo Setor Zona
I Fética
CAVE_01 S11B 0036 Il Penumbra
11 Afética
I Fética
CAVE_02 S11B 0055 i Penumbra
\Y Afética
I Fética
CAVE_03 S11B 0073 Il Penumbra
Wil Afética
I Fética
CAVE_04 S11B 0080 Il Penumbra
11 Afética
I Fética
Il Penumbra

CAVE_05 S11B_0177
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Caverna Identificacdo Setor Zona
11 Afética
\% Fotica
CAVE_06 S11B 0178 VI  Penumbra
Vil Afética
I Fotica
CAVE_07 S11B_0187 Il Penumbra
Vil Afética
I Fotica
CAVE_08 S11B_0212 Il Penumbra
I Afética
I Fética
CAVE_09 $S11B 0220 Il Penumbra
v Afética

Fonte: elaborado pelo autor (2021).

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 0,25 g de solo, utilizado o kit de
extracdo de DNA QIAGEN PowerSoil® DNA Isolation Kit (QIAGEN, Hilden, German),
seguindo as instru¢cdes do fabricante. A concentracdo de DNA foi verificada por
fluorimetria, através do Qubit ® 3.0 (Thermo Fisher Scientific). A qualidade foi
verificada através de eletroforese em gel de agarose a 1% (Life Technologies, Thermo

Fisher Scientific Inc.).

3.3 AMPLIFICACAO DO GENE 16S rRNA E PURIFICACAO

A construcdo das bibliotecas foi realizada utilizando o protocolo 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation da Illumina (lllumina, San Diego, CA,
USA). Para analisar a composi¢cao taxondmica das comunidades microbianas, as
regides V3 e V4 do gene ribossomal 16S foram amplificadas através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR — Plymerase Chain Reaction), utilizando um par de

iniciadores universais (primers) (Tabela 3).

Tabela 3 — Sequéncias do par de iniciadores universais (primers) para regido do gene 16S rRNA.

Nome Padréao Sequéncia (5’ para 3’)
S-D-Bact-0341-b-S-17-N (16S_ILL_F) CCTACGGGNGGCWGCAG
S-D-Bact-0785-a-A-21-N (16S ILL R) GACTACHVGGGTATCTAATCC

Fonte: Klindworth et al. (2013).

Este par de primers contém sequéncias nucleotidicas chamadas overhang, que

permitem a adicdo dos indexs, sequéncias que permitem a identificacao individual das
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amostras em etapas posteriores. Cada reacao de PCR foi preparada com o volume
final de 25 pL, contendo: 1 pL de DNA (5 ng/pL; 5ul de Buffer 5X; 2 uL de MgCl, (25
mM); 1,25 pL de dNTP (2 mM); 0,5 pL do primer 16S_ILL (F) (10 mM); 0,5 pL do primer
16S_ILL (R) (10 mM); 0,15 pL Taq (Promega).

As reacdes de PCR foram amplificadas em termociclador (Applied Biosystems
-Veriti 96-well Thermal Cyclercom) com seguinte perfil de temperatura: desnaturacao
inicial de 95 °C por 3 minutos, seguida por 25 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 57 °C
por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos, e uma extenséo final de 72 °C por 5
minutos. Em seguida, foi realizada a quantificacdo do DNA através de fluorometria,
utilizando o Kit de quantificagdo de DNA Qubit™ dsDNA HS (High Sensitivity) Assay
(Thermo Fisher Scientific) e fluorimetro Qubit ® 3.0 (Thermo Fisher Scientific). A
gualidade dos amplicons foi verificada quanto ao tamanho dos fragmentos, por meio
eletroforese em gel de agarose a 1% (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific
Inc.). Em seguida, os amplicons foram purificados utilizando o kit de esferas
magnéticas Agencourt AMPure XP (Bechman Coulter, Inc., Brea, EUA), de acordo
com as instrucbes do fabricante. Os adaptadores de sequéncias Unicas
(indexs/barcodes) foram adicionados a cada amostra atraves da etapa de PCR Index,
utilizando os indexs do Kit Nextera DNA CD Indexes (Illumina, San Diego, CA, USA),
através do seguinte perfil de temperatura: desnaturacao inicial de 95 °C por 3 minutos,
seguida por 8 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 30
segundos, e uma extensdo final de 72 °C por 5 minutos. A bibliotecas foram

purificadas utilizando o kit Agencourt AMPure XP.

3.4 SEQUENCIAMENTO NA PLATAFORMA ILLUMINA MiSeq.

O Sequenciamento foi realizado no laboratério de Genémica Ambiental do
Instituto Tecnoldgico Vale — Desenvolvimento Sustentavel em Belém do Para. As
bibliotecas foram quantificadas por fluorimetria, utilizando o Kit de quantificacdo de
DNA Qubit™ dsDNA BR (Broad Range) Assay (Thermo Fisher Scientific) e o
fluorimetro Qubit ® 3.0 (Thermo Fisher Scientific). A qualidade das bibliotecas quanto
ao tamanho dos fragmentos, foi verificada através de eletroforese capilar pelo sistema
TapeStation 4200 e utilizando o kit D1000 ScreenTapes (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, EUA).

Posteriormente, as bibliotecas foram padronizadas para concentragéo de 4 nM

de acordo com o protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation da
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lllumina (lllumina, San Diego, CA, USA). Apés a padronizacdo, o pool genémico foi
desnaturado, em seguida foram adicionados 20% do controle de sequenciamento
PhiX. Em seguida, 600 pL desta reacdo foram carregadas no cartucho de
sequenciamento. A corrida de sequenciamento foi realizada na plataforma MiSeq da
lllumina utilizando o kit de corrida MiSeq V3 600 ciclos.

3.5 TRATAMENTO DAS SEQUENCIAS 16S rRNA

Para identificacdo taxondmica das comunidades bacterianas pertencente as
cavidades ferruginosas, as sequéncias brutas foram submetidas ao pipeline PIMBA
(Pipeline for MetaBarcoding Analysis) (OLIVEIRA et al., 2021), que permite a
personalizacdo do banco de dados de referéncia. Este pipeline foi desenvolvido pelo
grupo de bioinformatica do ITV e tem como base o pipeline QIIME (Quantitative
Insights Into Microbial Ecology) (CAPORASO et al., 2010).

Primeiramente, ocorre a etapa de trimagem e filtragem das sequéncias por
qualidade utilizando Prinseq (SCHMIEDER e EDWARDS, 2011). Nesta etapa apenas
sequéncias com valores de qualidade Phred >20 e maiores que 100 pb foram
consideradas. Posteriormente, as sequéncias forward e reverse foram montadas
através do pear (ZHANG et al., 2014) gerando uma sequéncia consensu. Apos a
montagem foi realizada a etapa de derreplicacdo, que considera apenas uma
sequéncia representante por grupo, removendo assim as duplicatas. As sequéncias
com similaridade = 97% foram agrupadas dentro de OTUs (Unidades Taxondmicas
Operacionais) utilizando o USEARCH 7 (https://www.drive5.com/usearch/). A
taxonomia das OTUs foi feita através da comparacdo com as sequéncias disponiveis
no banco de dados publico do RDP v.11 (Ribosomal Database Project) (WANG et
al.,2013).

3.6 ANALISES ESTATISTICAS E POTENCIAL FUNCIONAL

As analises estatisticas foram realizadas através do software RStudio (2020).
Todos os graficos foram gerados a partir da tabela de abundéncia de OTUs e de
taxonomia utilizando os pacotes Phyloseq e ggplot2 (MCMURDIE; HOLMES, 2013;
WICKHAM, 2016). A diversidade alfa da comunidade microbiana (Shannon), riqueza
(Chaol) e a estrutura (Simpson) foram analisadas, e em seguida foram aplicados uma

analise de variancia (ANOVA), adotando valor de p significante igual a 0.05, e o teste

33



a posteriori de Tukey, para verificar se houve diferencas significativas entres os
indices.

Para analisar a dissimilaridades entres as matrizes das OTUs, nas diferentes
estacdes, zonas e em relacao aos paramentos fisicos das cavernas (area e volume),
utilizou-se o escalonamento multidimensional ndo meétrico (NMDS - Non-metric
Multidimensional Scaling). A distancia de Bray-Curtis foi utilizada como padréo para
construir as matrizes de distancia das comunidades microbianas.

Uma andlise de varidncia multivariada permutacional (PERMANOVA), foi
utilizada para avaliar se houve diferencas significativas entre as cavidades
amostradas, as zonas (fotica, penumbra e afética), e os paramentos fisicos das
cavidades (area, volume, projecdo horizontal, desnivel e altitude). A analise foi
realizada utilizando a distancia de Bray-curtis e a funcdo adonis com 9.999
permutacbes (ANDERSON, 2001). Aplicou-se o teste de homogeneidade de
dispersbes multivariadas PERMDISP (Permutational Analysis of Multivariate
Dispersions) a partir da funcao betadisper no software R Studio (ANDERSON, 2006),
para compreender os efeitos da dispersdo dos taxons. Afim de avaliar se os
parametros fisicos das cavernas influenciam de forma positiva ou negativamente a
composicao de filos e géneros encontrados nas diferentes zonas e estacfes, uma
analise de correlacdo com o coeficiente de Person, atravées dos pacotes
microbiomeSeq, ggplot2 e igraph, foi realizada (CSARDI et al., 2006; WICKHAM,
2016; SSEKAGIRI; SLOAN; ZEESHAN, 2007). Para visualizar o compartilhamento de
taxons a nivel de filo e género, entre as estacdes chuvosa e seca, e entre as diferentes
zonas de luminosidade nas cavernas, utilizou-se a ferramenta online InteractiVenn
(HEBERLE et al., 2015) para a construcdo dos digramas de Venn.

As analises de redes foram feitas utilizando os pacotes phyloseq, ggplot2, grid,
igraph e ggnetwork (MURRELL, 2005; CSARDI et al., 2006; MCMURDIE; HOLMES,
2013; WICKHAM, 2016; BRIATTE et al., 2020), empregando a funcdo make_network
com a distancia de Jaccard, através do software R Studio (2020).

Para analisar o potencial fisiologico microbiano presente nas cavidades
estudadas, as OTUs obtidas por sequenciamento 16S rRNA foram comparadas com
bancos de dados publicos e literatura de referéncia (ex. NCBI, The Prokaryote,
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology e Bergey's Manual
of Systematics of Archaea and Bacteria) contendo informacdes gendmicas e dados
sobre fungdes fisioldgicas e ecoldgicas relevantes. O processo e feito por meio de um
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script em linguagem python que realiza anotagdes funcionais para procariotos,
FAPROTAX - Functional Annotation of Prokaryotic (LOUCA; PARFREY; DOEBELI,
2016). O gréfico foi gerado utilizando o software R Studio (2020), com auxilio dos

pacotes ggplot2, reshape2 e dplyr (WICKHAM et al.,, 2015; WICKHAM, 2016;
WICKHAM et al., 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DIVERSIDADE DE MICRORGANISMOS BASEADO NO GENE 16S rRNA

O volume de dados brutos produzidos e obtidos apés tratamento de qualidade,
considerando reads e pares de base (pb), estdo presentes no Apéndice B na Tabela
10. Foram gerados 66.664.456 reads contendo de 20.024.843.079 pb para a
totalidade das amostras. Posterior ao tratamento de qualidade, restaram cerca de
60.903.178 reads e 13.191.765.085 pb pb de alta qualidade para o total de amostras
sequenciadas. As curvas de rarefacdo mostram que o0 sequenciamento foi

suficientemente profundo para todas as amostras testadas (Figura 5).

Figura 5 — Curva de rarefagdo baseada no sequenciamento do gene 16S rRNA.
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Fonte: elaborado pelo autor (2021).

As amostras para as cavernas 01 (S11B_0036) e 03 (S11B_0073), nas zonas de
penumbra e fotica, respectivamente, ndo amplificaram o gene 16S rRNA. Isto pode
ocorrer devido a presenca de substancias que agem como inibidores a principal
enzima utilizada no processo de PCR, a DNA polymerase. Os inibidores comumente
encontrados em amostras ambientais estdo relacionados a ions metélicos, e aos
acidos fulvicos e humicos (SCHRADER et al., 2012), elementos comumente
encontrados em cavidades devido a litologia e a formacdo de querogénios pela
decomposicdo de material organico recalcitrante (JAMES; CONTOS; BARNES, 2019;
XU; YAN; ZHANG, 2020).
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As Unidades TaxonOGmicas Operacionais (OTUs) foram identificadas por
comparacdo com o banco de dados publico Ribosomal Database Project (RDP)
(WANG et al., 2013), um banco referéncia criado a partir de genes ribossomais (16S
e 28S rRNA) voltado para identificacdo de membros pertencentes aos dominios
Bacteria, Archaea e Eukarya (fungos). Aproximadamente 53% (2.755) das OTUs nao
foram identificadas. Este resultado demonstra que os ambientes cavernicolas da
regido de Carajas, possuem um forte potencial para a descobertas de novos
microrganismos. Dentre as OTUs classificadas, um total de 25 filos, 48 classes, 77
ordens, 132 familias e 232 géneros foram detectados. Os filos mais abundantes foram
Actinobacteria, Proteobacteria e Acidobacteria, trés filos comumente encontrados em
amostras de cavernas no mundo inteiro (TOMCZYK-ZAK; ZIELENKIEWICZ, 2016; DE
MANDAL et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; WISESCHART; POOTANAKIT, 2020;
TURRINI et al., 2020). No periodo seco, o filo Acidobateria mostrou-se mais
abundantes (Figura 6 A). Dentre os géneros, 0os mais abundantes foram o
Actinomadura e Mycobacterium para todas as amostras, entretanto, observou-se que
as Mycobacterium. foram mais predominantes na zona afética. Em relacdo a
sazonalidade, Bradyrhizobium mostrou-se mais abundante no periodo seco e
Burkholderia no periodo chuvoso (Figura 6 B).

As actinobactérias, um dos maiores e mais diversos filos do dominio Bacteria,
sdo organismos cosmopolitas, morfologicamente complexos e apresentam alto
conteddo de guanina e citosina em seus materiais genéticos (WHITMAN;
GOODFELLOW; KAMPFER, 2012, VAN BERGEIJK et al 2020; VAN et al., 2017;
ARAUJO et al., 2020). Sdo organismos altamente relevantes nas areas da saude
humana e animal, pois essas bactérias sdo amplamente utilizadas em processos
biotecnolégicos, como por exemplo, na producdo de produtos bioativos como os
antibiéticos (BERDY, 2005; BARKA et al., 2016; VAN BERGEIJK et al., 2020; DE
MOURA et al., 2021). As actinobactérias sao também categorizadas como promotores
de crescimento em plantas, principalmente em ambientes extremos com pouca
disponibilidade de nutrientes, altas concentracdes de metais, baixa umidade e alta
salinidade (SALWAN; SHARMA, 2020; YADAV et al., 2021). A elevada abundéancia
deste filo nas cavidades avaliadas pode estar associada ao fato de que esses
ambientes sdo considerados oligotroficos, possuem elevada concentracdo de metais

e disponibilidade de fosfato, uma vez que integrantes deste filo solubilizam fosfato e
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potéssio, assim como ferro ferroso e produzem enzimas como as quitinases (YADAV
et al., 2018; MACIEL et al., 2019; FIGUEIRA et al., 2019).
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Figura 6 — Abundancia relativa (295%) dos filos (A) e géneros (B) detectados em amostras coletadas
nas zonas fética, penumbra e afética nas cavidades do corpo S11B da Serra de Carajas,
considerando diferentes regimes de chuva.
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Os géneros detectados em maior abundancia nas cavidades estudas
pertencem ao filo Actinobacteria, e estes sdo Actinomadura e Mycobacterium.

Actinomadura. apresentou elevada abundancia nas amostras das cavidades
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estudadas. As espécies pertencentes a este género sdo microrganismos aerobios,
ndo acidos-resistentes, Gram-positivos, sdo encontradas principalmente em amostras
de solo e estéo diretamente relacionadas a ciclagem de nutrientes (KROPPENSTEDT,;
GOODFELLOW, 2006; ZHANG et al., 2001). Entretanto, espécies de Actinomadura
spp. podem também ser encontradas em tecidos vegetais e animais, 4gua salgada,
solos da Antartica, fluidos humanos e em amostras de cavernas pelo mundo
(NIYOMVONG et al., 2012; DE MANDAL; SANGA; NACHIMUTHU, 2014; YASIR et
al., 2018; HAMEDI; KAFSHNOUCHI; RANJBARAN, 2019). Ja& Mycobacterium,
detectado em maior abundancia nas zonas aféticas das cavidades estudadas, sdo
microrganismos ubiquos e incluem membros patogénicos oportunistas, entretanto, a
maior parte das espécies pertencentes sdo de vida livre (TORTOLI, 2003).
Mycobacterium spp. podem ser encontradas em amostras agua (LANDE et al., 2019),
solo (TIO-COMA et al., 2019), assim como em cavidades (JURADO et al., 2010; DE
MANDAL,; SAIZ-JIMENEZ, 2012; CHATTERJEE; KUMAR, 2017). De acordo com a
literatura, tanto Actinomadura spp. quanto Mycobacterium spp. sdo organismos
intimamente ligados a presenca de guano (MODRA et al, 2017), podendo atuar tanto
na fixacdo nitrogénio ou na solubilizacdo de ferro e de fosfato presente no guano.
Essas caracteristicas favorecem a disponibilizacdo de nutrientes a partir do material
detritico e particulado, beneficiando assim, a proliferacdo de bactérias e animais
troglébios (PARKER et al., 2013; AUBUQUERQUE et al., 2019). A presenca de
Mycobacterium em maior abundancia no periodo seco, especificamente na zona
afdtica, pode estar ligado a resiliéncia que estes microrganismos apresentam a seca,
indicando uma possivel alteracéo na disponibilidade de 4gua nesta zona da caverna
no periodo seco (KARLIDAG et al., 2007; GTARI et al., 2012; KARMAKAR et al.,
2021).

O segundo filo mais abundante detectado nos solos das cavernas estudadas
em S11B, foi o Proteobacteria. Considerado o maior e mais diverso filo bacteriano, as
proteobactérias estdo subdividas em seis classes: Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria e Zetaproteobacteria (KERSTERS et al 2006; SHIN; WHON;
BAE, 2015). Sdo microrganismos encontrados nos mais diversos ecossistemas
tropicais (YANG et al., 2020), estdo presentes em amostras de arenito (MENG et al.,
2020), sedimentos marinhos (VIPINDAS et al., 2020), areas de mineragéo (YANG et.,
2020) e agua doce (YANG et al., 2020). O amplo potencial funcional e metabdlico das
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proteobactérias deve-se a heterogeneidade do filo, podendo ser quimiolitotroficos,
quimiorganotroficos e fototroficos. Podem estar associadas a oxidagdo do ferro,
fixacdo de nitrogénio e possuem grande potencial para gerar moléculas bioativas, que
podem ser utilizadas principalmente em técnicas de biorremediagéo e bioconservagao
(MORYA; SALVACHUA; THAKUR, 2020). Pertencente a este filo, Bradyrhizobium.
demonstrou-se mais abundante no periodo seco, enquanto Burkholderia. no periodo
chuvoso. Ambas bactérias sdo encontradas em diversos ambientes como amostras
de solo (VANINSBERGHE et al., 2015), tecidos humanos (BHATT et al., 2013;
BURNS, 2012; MORYA; SALVACHUA; THAKUR, 2020)), ambientes aquaticos (TAO
et al., 2021), solos desérticos (DAI; LIU; WANG, 2012), cangas (PARKER et al., 2018;
OLIVEIRA SILVA et al.,, 2020), além de ambientes cavernicolas (DE MANDAL,;
CHATTERJEE; KUMAR, 2017; VARDEH; WOODHOUSE; NEILAN, 2018; BRAR;
BERGMANN, 2019; CAILHOL et al., 2020; AMASHA; ALZAHRANI; ALY,2020).

A dominéncia das proteobactérias nos mais diversos ambientes esté ligada a
capacidade de degradar uma ampla gama de compostos organicos, como celulose e
compostos  potencialmente  toxicos (YOON et al, 2010; TOMCZYK-
ZAKZIELENKIEWICZ, 2016; HOREMANS et al., 2017). Estas caracteristicas podem
ajudar a compreender a presenca deste filo nas cavidades ferruginosas de S11B em
Carajas, dado a possivel elevada quantidade de matéria organica presente nessas
cavidades, proveniente da entrada de animais e raizes. Estes microrganismos
também possuem forte correlacdo com a presenca de enxofre, a sua elevada
abundancia pode ser explicada pelo fato dessas cavidades apresentarem alta
guantidade de guano de morcegos (MISRA; GAUTAM; ELANGOVAN, 2019;
BANSKAR; MOURYA; SHOUCHE, 2016; SELVIN et al. 2020; DE LEON et al., 2018;
SUN et al., 2019), o que resulta em elevado teor de enxofre e matéria organica.

A presenca elevada de Bradyrhizobium no periodo seco e nas zonas fética e
penumbra pode estar relacionada a concentracdo material vegetal, como raizes, nas
entradas das cavidades. Essas bactérias promovem simbiose com as raizes de
plantas leguminosas disponibilizando nitrogénio assimilavel pelas plantas,
favorecendo o seu desenvolvimento (CEREZINI et al., 2020). Em contraste, o género
Burkholderia foi detectado principalmente no periodo chuvoso, nas zonas de
penumbra e aféticas, o que pode ser explicado pela fotossensibilidade e a facilidade
de proliferagédo de espécies do género Burkholderia em ambientes com presenca de
agua (CAIRNS et al., 2001; ONG et al., 2017; HU et al.,2018). Ha& possibilidade de
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haver uma maior disponibilidade de material organico nas cavidades em periodos
chuvosos, visto que materiais, como raizes, sementes e excremento de diversos
animais, podem ser levados para dentro das cavernas através do escoamento da
agua.

O filo Acidobacteria foi detectado em maior abundancia no periodo seco. Este
filo € ubiquo e extremamente abundante em ecossistemas terrestres, e podem compor
cerca de 50% da comunidade bacteriana de solos em todo globo (KURAMAE; DE
ASSIS, 2019). Foi possivel detectar este filo em solos salinos (ZHAO et al., 2020),
reservatérios de agua potavel (HAN et al., 2020), cavernas (TURRINI et al., 2020) e
em drenagens acidas de minas (VILLEGAS-PLAZAS; SANABRIA; JUNCA et al.,
2020). Estudos recentes sugerem que os componentes deste filo sdo capazes de
metabolizar polissacarideos de dificil degradacdo como a xilana, quitina e celulose,
além disto, possuem capacidade para disponibilizar ferro no processo nutricional de
plantas (WARD et al., 2009; RODRIGUES et al.,, 2020). A versatilidade para
metabolizar uma variedade de substratos acarreta a este filo, vantagem competitiva
mesmo em ambientes com pouca disponibilidade de nutrientes. (KURAMAE; DE
ASSIS, 2019), entretanto em meios liquidos as acidobactérias apresentam
capacidade reduzida na degradacao de polissacaridos, indicando a necessidade de
uma matriz solida para o crescimento deste filo (DE CASTRO et al. 2013). As
caracteristicas elencadas dao suporte aos dados que indicam maior presenca do de
acidobactérias no periodo seco por possivel reducéo na disponibilidade de agua e nas
amostras de penumbra e afética por apresentaram matéria organica advinda
especialmente de guano e matéria organica aléctone advinda da infiltracéo de raizes.

Na tentativa de elucidar como as estacdes (seca e chuvosa) e as zonas (fotica,
penumbra e afética) atuam sobre os dez géneros mais abundantes nas amostras,
mapas de calor foram gerados utilizando a distancia de Bray-Curtis pelo método
MNDS (Figura 7). Nota-se uma reducédo na abundancia dos géneros Alicyclobacillus
(Firmicutes), Arthrobacter (Actinobacteria) e Massilia (Proteobacteria) no periodo
seco. Estes géneros tendem a ser favorecidos na presenca de agua, e isto pode ter
influenciado a sua reduc&o no periodo seco (HUANG et al., 2015; TORRES-CORTES
et al., 2012; PATHAK; JASWAL; CHAUHA, 2020). Quanto as zonas (fética, penumbra
e afética), observou-se que o género Alicyclobacillus possui maior abundancia na
zona afética em relacdo as outras duas zonas de iluminacéo avaliada. E interessante
ressaltar que bactérias deste género sdo susceptiveis a incidéncia de luz (ZHAI et al.,
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2020). E valido ressaltar também que tanto Alicyclobacillus spp. quanto Arthrobacter
spp., sdo quimioorganotroficas, aerdbios, &cido-tolerantes e possuem capacidade
para utilizar o ferro ferroso e enxofre como doadores elétrons (GOTO et al., 2007,
COMI; CANTONI, 2011; GUO et al.,, 2009; ROY; KUMAR 2020). Enquanto,
Arthrobacter spp , como por exemplo a espécie Arthrobacter agilis, possui capacidade
para reduzir ferro férrico disponivel no solo, viabilizando ferro para o processo
nutricional de plantas (OROZCO-MOSQUEDA et al., 2013), Alicyclobacillus spp.,
podem fazer a dissolucdo redutiva de 6xidos de ferro férrico, que combinada com o
transporte de massa de ferro ferroso solubilizado pela &gua subterranea, pode

contribuir para a formacao dessas cavidades (PARKER et al., 2017).

Figura 7 - Mapas de calor baseados na abundancia dos 10 géneros microbianos mais abundantes
presentes nas cavidades do corpo S11B da Serra de Carajas, contrastando os periodos seco e
chuvoso (A), e nas zonas fética, afética e penumbra (B).
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Com intuito de avaliar a relacdo entre varidveis dimensionais das cavernas e a
abundancia de filo (Figura 8) e género (Figura 9) para os periodos sazonais (chuvoso
e seco) e para as diferentes zonas de iluminacao (fética, penumbra e afética), foi
realizada uma analise baseada na correlacéo de Pearson. Esta andlise gerou valores
de correlacao (Apéndice D, Tabelas 12-15) que indica se houve ou nao influéncia das
varidveis fisicas na composicdo da microbiota. Apresentando correlacdo
significativamente com os parametros de dimensdes fisicas das cavidades em relacdo
ao periodo chuvoso, os filos Thaumarchaeota e Deinococcus-Thermus demonstraram
ter uma correlacao positiva em relacdo as zonas afética e fética, respectivamente. O
filo Thaumarchaeota € conhecido por oxidar ambnia e ocorre em ambientes
oligotréficos (ZHAO et al., 2019), e isto poderia explicar a correlacdo deste filo com a
zona afética, possivelmente pela presenca de guano dentro das cavernas, dado que
a aménia pode ser encontrada em altas concentracdes no guano (DOGRUOZ-
GUNGOR, 2020). O filo Deinococcus-Thermus possui integrantes produtores de
carotenoides e isto confere a estes microrganismos resisténcia a radiagcéo ultravioleta
e raios y, e a altas temperaturas (TIAN; HUA et al., 2010). A presenca deste filo
associado a entrada das cavernas (zona fotica) e ao periodo chuvoso, sugere que a
incidéncia de agua na superficie esta levando estes microrganismos para a entrada
das cavidades, ja que integrantes destes filos ja foram descritos como abundantes em
solos de canga (RAM et al., 2020)

No periodo seco uma forte correlacdo foi observada com o filo Firmicutes.
Membros do deste filo sdo amplamente encontrados em solos rizosféricos e séo
caracterizados como bactérias promotoras de crescimento em plantas, mesmo sob
condicbes ambientais distintas (altas temperaturas, altos teores de metais ou
salinidade) (HASHMI; BINDSCHEDLER; SASKIA, 2020). Bacillus foi o género mais
positivamente correlacionado ao periodo seco, principalmente na zona de penumbra.
Atributos fisico-quimicos, como éarea, pH, desnivel e volume, também parecem
influenciar na abundancia desse grupo. Quanto aos demais géneros, O0S
microrganismos que apresentaram forte relagcdo com o periodo de reducéo de chuvas
foram as proteobactérias, Dyella e Stenotrophomonas. As analises também indicaram
gue os dois géneros estdo fortemente relacionados com a zona de penumbra. Dyella
spp. podem ser redutores de nitrato dependendo da espécie e sdo principalmente
isoladas de solo (WEON et al., 2009; CHEN et al., 2016). Caracteristicas que também
podem ser encontradas em Stenotrophomonas spp., uma vez que sado ubiquos,
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descritos como importantes organismos do ciclo do nitrogénio e enxofre (RYAN et al.,
2009; AN; BERG, 2018). JA o género Solirubrobacter. foi o Unico a apresentar
correlagdo negativa com significancia para o mesmo periodo e zona afética. Essas
bactérias auxiliam no crescimento de plantas (FRANKE-WHITTLE et al., 2015) e
possuem crescimento 6timo em ambiente com disponibilidades de acucares
(WHITMAN; SUZUKI, 2015), o que pode ser afetado pela estacdo seca e
principalmente na zona afética das cavernas estudadas.
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Figura 8 - Correlograma de Pearson entre variaveis fisicas (altitude, area, desnivel, projecéo
horizontal, pH e volume) e os filos encontrados nas anélises de 16S rRNA em solos das cavidades
estudadas, por estacbes (seca e chuvosa) (A); e por zona de amostragem (fética, penumbra e afética)
(B). Valores de significancia: 0.001 (***), 0.01 (**), 0.05 (*).
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Figura 9 — Correlograma de Pearson entre variaveis fisicas (Altitude, area, desnivel, projecéo
horizontal (PH) e volume) e géneros encontrados nas anélises de 16S rRNA em solos das cavidades
estudada, por estagfes (seca e chuvosa) (A); e por zona de amostragem (fética, penumbra e afética)

(B). Valores de significancia: 0.001 (***), 0.01 (**), 0.05 (*).
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Correlacionado positivamente com os periodos chuvoso e seco, encontram-se
actinobactérias Streptacidiphilus, principalmente nas zonas de penumbra e afética, e
Rhodococcus, em todas as zonas avaliadas. JA 0s géneros Actinomadura e
Aciditerrimonas, também pertencentes ao filo Actinobactéria, apresentaram
correlagdo negativa com o periodo das chuvas e zona afética, quando relacionadas
as dimensdes das cavidades de S11B estudas. De forma geral, observa-se que alguns
taxons destoaram desta observacao geral como citado acima, demonstrando que
alguns grupos com papeis ecologicos importantes podem ser afetados pelos
paramentos dimensionais das cavidades estudadas.

As analises detectaram a presenca dos filos WPS-1 e WPS-2 candidate division
condicles analisadas, séos filos poucos explorados e com informacdes incipientes na
literatura. A presenca do filo WPS-1 candidate division esta relacionada a amostras
rizosfera, sistemas de abastecimento de agua, e em ambientes extremos como
cavernas e lagos de um complexo vulcanico (CALVILLO-MEDINA et al., 2019;
ADDESSO et al., 2020; ZHAO et al., 2020; LUPWAY!I et., 2020). Estudos demonstram
gue WPS-1 é susceptivel a presenca de ao cloro, e niveis baixos de umidade no solo
(ZHAO et al., 2020; SANCHEZ-MARANON et al., 2017). O filo pode ser importante
indicador ambiental sugerindo que que a distribuicdo deste filo foi semelhante nas
zonas e estacOes estudadas, apontando este filo como indicador da variacdo de
umidade no solo nas diferentes estacfes e zonas.

O filo candidate Division WPS-2 ou Candidatus Eremiobacterota (Jl et al., 2017)
foi detectado em amostras de solo contaminado por bifenilpoliclorado, solos
risozféricos, em amostras de solo na Antartida, sedimentos do mar profundo, em
corais e ambientes cavernicolas (NOGALES et al., 2001; DE ARAUJO et al., 2019;
KIM et al.,, 2019; NG; CHIU, 2020; DE MANDAL; CHATTERJEE; KUMAR, 2017;
ADDESSO et al., 2020).

A abundéancia do filo WPS-2 estd correlacionada positivamente com
disponibilidade de cobre, ambientes superficiais de pH acido e elevados teores de
ferro, associando isto sua presenca a capacidade organoheterotrofica e litotrofica, e a
coocorréncia com os filos Chloroflexi e Actinobacteria, demonstrando que estes
podem ser possiveis aliados ecologicos (SHEREMET et al., 2020; Li et al. 2016; SUN
et al., 2016; KIM et al., 2019). De Castro et al., (2016) avaliou a microbiota associada

ao solo do cerrado, e os resultados indicam que este filo sofre reducdo na abundancia
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em periodos chuvosos, entretanto Vieira et al., 2018 demostrou que, em solos de
canga a presenca deste filo foi influenciada positivamente em periodos chuvosos.

No geral, 95,8% dos filos e 96% dos géneros detectados neste estudo foram
comuns entre as estacfes seca e chuvosa (Figura 10). Considerando os diferentes
tipos de zonas, 87,5% dos filos e 92,6% dos géneros estado presentes em ambas as
zonas avaliadas (Figura 10). Estes resultados mostram que apesar das diferencas
apresentadas nas figuras anteriores, a maior parte dos taxons sao comuns a todas as
variaveis de luz e sazonalidade analisadas, demonstrando que estes ambientes

possuem semelhanca quanto a presenca de microrganismos.

Figura 10 — Diagramas de Venn indicando o nimero de filos e géneros em comum detectados entre

as distintas estacdes (A, B) e zonas (C, D) amostradas no corpo S11B da Serra de Carajas.
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Fonte: elaborado pelo autor (2021).

Todos os filos e géneros unicos identificados para as estacfes e zonas,
possuem baixa abundancia (Tabela 4) entre as amostras. Detectado somente na
zona fotica, o filo Spirochaetae € formado por microrganismos quiomioheterotroéficos,
ubiguos e incluem integrantes patogénicos de animais e humanos, podem ser
parasitas ou saprofiticos. Dentre os géneros encontrados unicamente na zona fética

(Caldilinea; Bergeyella; Ferruginibacter; Spirochaeta) apenas o Spirochaeta néo foi
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exclusivo do periodo chuvoso. Frequentemente encontrados em solos Umidos, séo
importantes produtoras de antibioticos e sdo associadas a presenca de agua e ferro,
(SUN et al.,2018; GUO et al. 2020; THIEL et al., 2019; Ll et al., 2018; XIA, et al., 2019;
ZHAO et al., 2021; BRESCIA; PERTOT; PUOPOLO, 2020; VAN KENHOVE et al.,
2019;). Essas caracteristicas dao suporte a deteccao destes filos no periodo chuvoso,
uma vez que o aumento de chuvas pode acarretar na elevacdo da umidade do solo.
Além disto, pode ocorrer uma elevacdo na quantidade de matéria organica disponivel
na entrada das cavernas devido a possiveis enxurradas causadas pela chuva.

O filo Elusimicrobia foi exclusivamente detectado no periodo das secas.
Microrganismos pertencentes a esse filo séo de vida livre e com uma alta flexibilidade
metabdlica (MEHEUST et al., 2020). J& os géneros exclusivos a este periodo foram
Gordonibacter. (Actinobacteria), Syntrophus. (Proteobacteria) e Odoribacter
(Bacteroidetes). Esses géneros, assim como o Anaerofustis, encontrado unicamente
na zona afética, sdo encontrados em amostras intestinais de humanos e animais como
ratos (NGOM et al., 2020; TRINH et al, 2021, LIN, et al., 2016; ZHANG et al., 2019).
A presenca destes géneros, especificamente na estacdo seca, pode indicar a

presenca de animais nas cavernas com maior frequéncia nesta época do ano.

Tabela 4 — Filos e géneros encontrados apenas em uma estacao (chuvosa, seco), zona (fética,
penumbra e afética) ou em comum entre as zonas de iluminacgéo.

Filos
Estacéo Zona
Seco Foética Penumbra e Afética Fotica e Penumbra
Elusimicrobia Spirochaetes Elusimicrobia Latescibacteria
Géneros
Estacéo Zona
Chuvoso Seco Foética Afotica FA(:‘tc'ifi?:ae PeleJé?iZ;a € Pi?\tlj(r:nab?a
Hymenobacter Gordo?ibacte Caldilinea Anae;ofusti Deinoscoccu Gordonibacter Hymenobacter
Lysobacter Syntrophus. Bergeyella. . Thermus Clostridium_XVIII
Caldilinea Odoribacter Ferrugirnibacte Syntrophus Providencia
Bergeyella Spirochaeta Aquisalimonas. Rubrobacter
Ferrugirnibacte Truepera.
Legionella Legionella
Carboxydotherm
us

Fonte: elaborado pelo autor (2021).
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4.2 ANALISE DE ESTRUTURA E REDES MICROBIANAS PARA AS CAVIDADES
FERRUGINOSAS

Com intuito de compreender a disposicdo e interligacdo entre 0s pontos
amostrados nos periodos de chuva e seca e nas zonas fética, penumbra e afética,
graficos de networking foram gerados. De acordo com a figura 11A, uma estrutura
central é formada a partir das amostras coletadas no periodo seco, sugerindo uma
semelhanga maior entre essas amostras. Em relagéo as zonas, observa uma forte
interacdo entre as trés zonas, no entanto, amostras coletadas na penumbra parecem

ser mais interligadas entre si (Figura 11 B).

Figura 11 — Graficos networking construidos a partir do total de OTUs geradas, para a visualizagédo
da disposicéo e interligacdo dos dados referentes as amostras do solo presente nas cavernas do
corpo S11B, da Serra de Carajas. As construcdes dos graficos levaram em consideracao a
distribuicdo quanto as estactes chuvosa e seca (A) e as zonas fotica, afética e de penumbra (B).
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Fonte: elaborado pelo autor (2021).
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Em relagéo a estrutura dos filos nas comunidades microbianas das cavidades
de Carajas, a andlise de networking mostrou que na estacéo chuvosa, quatro filos dao
suporte ao agrupamento principal, Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e
Proteobacteria (Figura 12A), enquanto que estacdo seca 0 agrupamento principal se
da por Acidobacteria e Proteobacteria (Figura 12B). Para as zonas foi observado que
na faixa fotica tém-se dois grupos principais, o primeiro formado por Acidobacteria e
Proteobacteria que estdo mais interligados, enquanto o segundo grupo € formado
pelos filos Actinobateria e Firmicutes (Figura 13A). Nas zonas de penumbra e afética
observam-se que Acidobacteria e Proteobacteria formam o grupamento principal
(Figura 13B e C).

Em estudos anteriores, esse padrdo de coocorréncia entre os filos
Protebacteria e Acidobacteria, e padrdes de co-exclusao destes dois ultimos filos com
Actinobacteria ja foram observados em solos sob cultivo de cana-de-agucar (DURRER
et al., 2017). O contrario também ja foi notado, de acordo com KAVAMURA et al.,
(2013), as actinobactérias prevalecem sobre as proteobactérias e acidobactérias em
solos semiaridos sob condi¢des estressantes de chuvas. Também foram observadas
correlacbes negativas entres estes filos, em amostras obtidas a partir de solos
desérticos (XU et al.,, 2014). De modo geral, uma mudanca na dinamica das
comunidades emrelacéo as diferentes estacdes e zonas foi observada neste trabalho,
entretanto os filos Proteobacteria e Acidobacteria permanece no centro da estrutura
dessas comunidades. Estes grupos base estabelecem uma interacdo entre 0s

microrganismos caracterizando em uma conexao constante.
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Figura 12 — Gréficos networking construidos a partir dos filos detectados, para a visualizacédo da

disposicéo e interligacdo entre este grupo taxons microbianos existentes no solo das cavernas do
corpo S11B, da Serra de Carajas. As construcdes dos graficos levaram em consideracao a
distribuicdo em relacao as estacdes chuvosas (A) e seca (B).
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Fonte: elaborado pelo autor (2021).
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Figura 13 — Gréficos networking construidos a partir dos filos detectados, para a visualizagédo da
disposicéo e interligacdo entre este grupo tdxons microbianos existentes no solo das cavernas do
corpo S11B, da Serra de Carajas. As construcdes dos graficos levaram em consideracao a
distribuicdo quanto as zonas fotica (A), penumbra (B) e afética (C).
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Fonte: elaborado pelo autor (2021).
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Em trabalho realizado por Addesso et al., (2020), em vermiculagbes
(depressbes nas rochas com aspecto vermiforme) de cavernas localizadas no sul da
Italia, apresentam predominantemente o filo Proteobacteria, seguido de Acidobactéria
e Actinobacteria. Este trabalho demonstra que os filos trabalhnam em sintrofia para
reacoes de oxidagéo-reducao de rochas, levando ao surgimento das vermiculacoes.
O mesmo foi observado por Meisinger et al., (2007), demonstrado que em ambiente
cavernicolas os filos Acidobacteria e Proteobacteria trabalham em sintrofia quando
associadas as rochas de cavernas, proteobactérias podem produzir compostos
organicos reduzidos através de processos quimioorganotroficos quimiolitotréficos e
fototroficos, e as acidobactérias utilizam estes produtos como fonte de carbono, além
da utilizacao de ferro férrico associados a matriz das rochas como fontes de elétrons.

A configuracédo de redes nas diferentes estacdes (seca e chuvoso) e zonas
(fética, penumbra e afodtica), sugerem que estes microrganismos possuem
metabolismo complementar, desta forma contribuindo para a estruturacdo das
comunidades microbianas em diversos ambientes (BARBERAN et al., 2012). Isto
pode ter relagdo com a reciclagem de matéria organica, que pode ser de dificil
degradacéao, visto que os filos Actinobacteria, Proteobacteria e Acidobacteria séo
metabolizadores de polissacarideos como celulose e xilana, compostos comumente
encontrados em raizes que podem estar presente nas cavidades como matéria
organica aloctone, além disto, sdo microrganismos degradadores de quitina,
composto que pode ser originario de fontes como fungos, carcaca de insetos em
decomposicdo e guano de morcego. O processo de sintrofia dentro das cavidades
estudadas pode correr de maneira rebuscada, trabalhando a matéria organica de
dificil acesso, afim obter energia para o crescimento dos proprios microrganismos e
disponibilizar compostos, residuos destas transformac¢des, como nutrientes de facil

absorcao por outros microrganismos.

4.3 ANALISE ALFA-DIVERSIDADE DE MICRORGANISMOS POR
METABARCOGING 16S rRNA
A analise de riqueza foi realizada através do estimador de Chaol (CHAO, 1984)
e da diversidade de espécies pelo indice de Shannon-Wiener (H’) (Figura 14). Os
valores para os indices de diversidade alfa para cada amostra estdo listados no
Apéndice C Tabela 11. Através da andlise dos indices de alfa diversidade obtidos para
as cavidades subterraneas, € possivel notar que a diversidade e riqueza de taxons
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entre as cavidades estudadas se da de forma heterogénea, ou seja, a priori, pode-se
considerar que h& variacdo na diversidade e riqueza de tdxons entre as cavernas. Os
resultados da andlise de variancia (ANOVA) apresentou valores de p-value =
0.000113 para o indice de Shannon e p-value = 2.92e-06 para o estimador de riqueza
Chaol, indicando que houve diferencas significativas entre as cavernas estudadas,

assim como o teste post-hoc Tukey.

Figura 14 — Alfa diversidade com base nas sequéncias de 16S rRNA extraida de solos de cavernas
localizadas no corpo geolégico S11B da Serra de Carajas. Foram utilizados os indices de riqueza
(Chaol) e diversidade (Shannon) para as diferentes cavernas (A), periodos de sazonalidade de
chuvas (B) e zonas de iluminagéo (C).
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Fonte: elaborado pelo autor (2021).

A caverna 05 (S11B_0177) apresentou maior riqueza e diversidade, enquanto
gue a caverna 08 (S11B_0212) apresentou 0s menores indices (Tabela 5). A cavidade
08 (S11B 0212) foi a unica, dentre as cavidades estudadas neste trabalho a
apresentar sedimentacdo clastica ou quimica, além disto, em todas as cavernas
ocorréncias significativas de espécies de morcegos insetivoros, espécies de
polinizadores e dispersores de sementes foram descritas, com excecao da caverna

08 (S11B_0212) que nao apresentou populagcbes polinizadoras e dispersoras de
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sementes (MACIEL et al., 2019). Esta caracteristica da cavidade pode ter influenciado
no baixo indice de diversidade das cavernas quando comparada as demais cavidades
estudadas neste trabalho, uma vez que a auséncia destas espécies (morcegos,
polinizadores e dispersores de sementes) podem afetar o fluxo de matéria organica

dentro das cavernas.

Tabela 5 — Indicies de alfa diversidade para as cavidades estudadas no corpo geoldgico S11B da Serra
de Carajas. Onde os indices a, b, e c representam das diferencas minimas significativas, entre a menor
e a maior média calculada para os indies de diversidade, pelo teste Tukey.

Caverna | Shannon Chaol
CA\?E_O 4.305.3492b  13.339.165bc
CA\}E_O 4.528.916ab  16.974.589ab
CA\?E_O 4.488.555ap  16.175.7262abc
CA\?E_O 4.638.694a  17.933.772ab
CA\?E_O 5.141.6592 23.774.4102
CA\E/_)E_O 4.939.0452  18.463.254ab
CA\E/SE_O 49957112 21.691.0032b
CA\ZE_O 3.673.053b 8.698.756¢
CA\ZE_O 4.969.9792  21.227.774ab

Fonte: elaborado pelo autor (2021).

A estacdo seca obteve indices de riqgueza e diversidade mais elevados que a
estacdo chuvosa (Tabela 6). Os valores de p-value obtidos através da ANOVA
demonstraram que ndo houve diferencas significativas de riqueza de espécies (p
value = 0.295), entretanto o resultado aponta para uma diferenca significativa quanto
diversidade de taxons (p-value = 0.00672) entre os diferentes periodos de
sazonalidade de chuvas. O teste post-hoc Tukey também indicou que houve
diferencas significativas no indice de diversidade de espécies entre as coletas

realizadas no periodo chuvoso e seco.
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Tabela 6 — Indicies de alfa diversidade para as estacbes estudadas. Onde os indices a, b, e ¢
representam das diferengas minimas significativas, entre a menor e a maior média calculada para os
indices de diversidade, pelo teste Tukey.

Estacdo | Shannon Chaol
Seco 4.867.0542 1.858.5552
Chuvoso | 4.422.415b 1.699.6782

Fonte: elaborado pelo autor (2021).

Através destes resultados, é possivel inferir que o periodo seco apresenta
maior diversidade de espécies dentro das cavidades analisadas neste estudo. De
acordo com a literatura, periodos chuvosos elevam a umidade relativa do ar e do solo
na regido amazonica, 0 que pode gerar impactos significativos na microbiota do solo
(GUIMARAES et al. 2020, HOFFMANN et al., 2018), entretanto cavernas apresentam
estabilidade quanto a umidade e temperatura mantendo o microclima interno com
poucas variagcdes (CAMPOS e CASTILHO 2012). O trabalho realizado por Paula
(2019), com cavidades tropicais na regido do Brasil central, demonstrou ndo haver
diferencgas significativas nas comunidades bacterianas em relagcdo a variagdo de
sazonalidade de chuvas. Por outro lado, uma pesquisa realizada por Davis et al.,
(2020) em cavernas do continente europeu, na lItalia, mostrou que os periodos
chuvosos e secos exercem influéncia na estrutura da comunidade microbiana, neste
estudo havia um sistema de escoamento nas cavernas e essa caracteristica
proporcionou mudancas na estrutura da comunidade microbiana. Outro trabalho
realizado com amostras de agua de um sistema carstico de cavernas, na regiao de
Emilia Romagna, na Italia, mostrou que houve flutuacées quando a composicdo de
microrganismos em diferentes estacdes do ano (D'ANGELI et al., 2017). Torna-se
valido ressaltar que as cavernas estudas possuem porosidade nas rochas que as
constituem, além disto, a propria localizacdo das cavernas acompanhando o declinio
do terreno em que se encontram, torna-as propicias a mudanca na diversidade de
microrganismos pela variacdo no periodo de chuvas.

A zona afética apresentou os menores indices de diversidade e riqueza em
relacdo as outras zonas (Tabela 7). A diversidade de taxons teve pouca variacdo entre
as amostras considerando as zonas nao apresentando diferenca significativa entre
elas (p-value = 0.0765). Entretanto houve uma diferenca significativa em relacédo a
rigueza de espécies (p-value = 0.0323). O teste post-hoc Tukey, indicou que houve
diferencas significativas quanto a riqueza de espécies na zona afética quando

comparada a zona de penumbra.
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Tabela 7 - Indicies de alfa diversidade para as zonas estudadas. Onde os indices a, b, e ¢ representam
das diferencas minimas significativas, entre a menor e a maior média calculada para os indices de
diversidade, pelo teste Tukey.

Zona Shannon Chaol
Foética 4.798.244a 1.856.503a0
Penumbra | 4.757.5272 1.973.6642
Afotica | 4.384.241a 1.515.121b

Fonte: elaborado pelo autor (2021).

Os resultados sugerem uma mudanca quanto a riqueza de espécies nas zonas
de iluminacéo, indicando que a reducéo total de luz no ambiente cavernicola implica
na atenuacao significativa da presenca de microrganismos fotossintéticos, o que pode
acarretar na baixa da riqueza de espécies nestes ambientes. Em 2015 Coombes et
al., investigou cavernas carsticas, formadas principalmente por intemperismo quimico
em rochas carbonaticas nas Filipinas, e um dos resultados da pesquisa constatou que
conforme a amostra coletada distanciava-se da entrada da caverna a abundancia de
taxons sofria reducao, principalmente dos microrganismos fototréficos. No Brasil, o
estudo sobre a diversidade microbiana de cavernas realizado por Paula (2019),
mostrou que a diversidade é menor em amostras coletadas no subterrdneo das
cavidades, entretanto a riqueza nesses ambientes foi significativamente maior.
Estudos realizados por D’angeli et al., (2020), em uma caverna carbonatica na ilha de
San Salvador nas Bahamas, para investigar se a reducdo da intensidade de luz
afetava a comunidade microbiana dentro da cavidade, demonstrou que a atenuacéo
da luz afeta fortemente o comportamento da microbiota interna da caverna. Entende-
se que a incidéncia de luz dentro das cavidades atua como pressdo seletiva pra
comunidades microbianas, e a reducdo da diversidade e riqueza dos taxons
principalmente na zona afética da caverna, pode ser explicada pelo fato de que grande
parte da comunidade microbiana tem como principal fonte de carbono organico os

produtos gerados pela fotossintese (WU et al., 2015).

4.4 ANALISE DE BETA-DIVERSIDADE COM BASE METABARCODING 16S rRNA
Cavidades subterraneas sédo consideradas ambientes extremamente estaveis

guanto as suas caracteristicas, como por exemplo a umidade relativa do ar durante o

ano (CAMPOS e CASTILHO 2012). Entende-se que as dimensfes de caverna e

perimetro em que essas cavidades estdo localizadas, podem ter influéncia na
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biodiversidade interna (JAFFE et al., 2016). Desta forma, afim de avaliar se houve
agrupamento de tdxons nas diferentes condi¢cdes propostas neste trabalho, foram
realizadas as analises de multivariada NMDS (Figura 15). O valor de estresse da
analise NMDS foi igual a 0.1275957 e R2 igual a 0,985, indicando que o modelo da
ordenacdao é confiavel.

Foi observado uma sobreposicao no agrupamento de tdxons nas esta¢cdes seca
e chuvosa, o mesmo foi observado para as diferentes zonas de luminosidade. Apesar
de ndo se notar agrupamento de taxons evidente, percebe-se uma tendéncia no
agrupamento de taxons encontrados em cavernas com area < 1000 m? e volume <
2000 m3. Afim de avaliar se houve diferencas significativas na distribuicdo espacial de
taxons entre os grupos testados, foi realizada uma PERMANOVA. Além dos grupos
expostos na figura 9, o calculo foi realizado para outros atributos fisicos das cavidades,
como: desnivel e projecéo horizontal das cavernas.

Todos as variaveis (zona, estacdo, area, volume, desnivel e projecao
horizontal) apresentaram diferencas significativas quanto a distribuicdo espacial de
taxons e distancia dos centroides (Tabela 8). Entretanto os valores de F e R2 mostram
gue houve baixa correlacdo das variaveis com a distribuicdo dos taxons, o que pode
ser evidenciado pela sobreposicdo entre as zonas (fotica, penumbra e afética) e
estacdo (chuvoso e seco), por exemplo. Isto significa que a pesar de haver um
agrupamento de taxons para variaveis testadas, esse agrupamento esta sobreposto,

ou seja, ndo houve de fato diferencas significativas.
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Figura 15 — Analise de multivariada (NMDS) baseada na relacdo de agrupamento das cavidades do corpo geolégico S11B, na Serra de Carajas, com
relacdo as estacOes seca e chuvosa (A), as zonas foticas, aféticas e de penumbra (B) e paramentos fisicos das cavidades como area (C) e volume (D).
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Desta forma um outro teste foi aplicado para avaliar se houve diferenca entre
distdncia média do centroide de cada grupo dentre as varidveis estudadas, ou seja,
uma forma de avaliagcdo da diversidade beta entre os grupos de cada variavel. O teste
PERMIDISP foi aplicado seguido do teste a posteriori de Tukey para confirma se
houve diferencas entres as distancias médias dos centréides de cada grupo. Os
resultados obtidos indicam que n&o houve diferencas entres as distancias para
nenhuma variavel estudada (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores obtidos a partir das analises de PERMANOVA e PERMDISP, para as variaveis de
zonas, estacoes, diferentes areas, volumes, projecdes horizontais e desniveis das cavidades.

Variaveis PERMANOVA PERMDISP
f-value R2 p-value f-value p-value
Zona 26867 4 g5301 1’%‘31'5' 139 0.2534
Estacdo 21082 002714 05 0601 04399
Area 28035 gogng 4’%‘31'5' 1.849 0.07806
Volume 28869 4 nrgg 3’%3'5' 1.849 0.07806
Desnivel 2.4757 0.02489 0.0012 1.849 0.07806
Projecéo 25046 go517 TO0E- 4 849 0.07806
Horizontal 04

Fonte: elaborado pelo autor (2021).

Para facilitar a visualizacdo entre as distancias calculadas para 0s grupos
contidos em cada variavel, boxplots foram gerados (Figura 16). Na figura estédo
dispostas as estacdes seca e chuvosa; as zonas fotica, afotica e penumbra; as areas
sendo a menor medindo 142,88 m2 e a maior 2218,36 m?; os volumes sendo o menor
de 113 m3 e o0 maior volume de 4241 m3; as projecdes horizontais sendo a menor
projecdo a de 44,59 m e a maior de 3667,03 m; e por fim as medidas de desniveis
para cada cavidade, onde o menor desnivel possui 1,26 m e o maior 34,47 m.
Observa-se que as médias dos centroides para o0s grupos de cavidades que possuem
areas de projecdes horizontais maiores que 130 m e desniveis partir de 7 m, tendem
a ser mais similares.

A partir destes resultados, pode-se inferir que ha uma baixa diferenca na
variacdo da distribuicdo espacial de taxons entre as diferentes zonas de iluminacgéo
nas cavidades, estacfes e atributos fisicos, ou seja, existe uma influéncia destes
parametros, mas ndo significativa. Ou seja, ndo houve variagfes significativas em
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relacdo a estrutura das comunidades microbianas nas diferentes zonas, estacoes, e
entre os parametros fisicos estudados. Desta forma, € possivel inferir que o interior
das cavidades ferruginosas localizadas na Serra Sul, corpo S11B, da Floresta
Nacional de Carajds, mostra uma comunidade microbiana estavel quanto a beta

diversidade.

Figura 16 — Boxplot gerado a partir da distancia média dos centroides de cada grupo dentro das
variaveis de estacao (A), zona (B), area (C), volume (D), projecdo horizontal (E) e desnivel (F).
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4.5 POTENCIAL FUNCIONAL PARA AS CAVIDADES DA FLONA

As potencias fun¢cdes comuns a todas zonas e periodo de chuvas foram:
fixacdo de nitrogénio, quimioheterotrofia aerdbia, ureolise, degradacdo de
hidrocarbonetos e compostos aromatico, e processos ligados a perda de nitrogénio
para a atmosfera (no grafico 17 representados como denitrification, nitrate respiration
e nitrogen respiration), mostrando que 0s processos microbianos nestas cavidades
estdo diretamente relacionados com a ciclagem do nitrogénio e processos
quimiorganotroéficos (Figura 17) .

As andlises indicaram que processos fotoautotroficos, fotoheterotréficos e do
metabolismo ligados a oxidacdo do enxofre, apresentaram distribuicdo diferentes
entres as zonas de iluminacéo. Por exemplo, no periodo seco ndo foram detectados
0S processos citados anteriormente nas amostras da zona afotica, com excecéo das
amostras da cavidade 04 (S11B_0080). Este resultado é esperado, visto que
processos fotossintéticos tendem a diminuir na zona afética, entretanto a detecgéo
destes processos na caverna 08 (S11B_0800), pode ter relagdo com os parametros
dimensionais da cavidade, dado que, esta caverna € a menor em area e volume,
dentre as cavernas estudadas. Por outro lado, durante o periodo chuvoso as
cavidades 01 (S11B_0036) e 02(S11B_0055) nédo indicaram a presenca dessas
funcdes na zona fética, mas sim nas zonas de penumbra e afética. Este resultado
pode indicar que bactérias que apresentam essas capacidades metabdlicas foram
levadas para o fundo destas cavernas devido a incidéncia de chuvas.

No periodo seco as fungbes mais abundantes foram nitrificacdo e oxidagao
aerobia de nitrato, para todas as zonas, e atividades metanotroficas e metilotroficas
para as zonas féticas durante o periodo seco. Além disto, foram identificadas
atividades ligadas a quitindlise exclusivamente no periodo chuvoso e na zona fotica
da cavidade 03 (S11B_0073). Curiosamente nesta caverna foi encontrada uma
populacéo de artropodes troglobios com um elevado namero de individuos (MARCIEL
et al., 2019). Estas espécies em sua maioria sdo revestidas de quitina, que por sua
vez é o principal substrato de enzimas quitinases, principal enzima envolvida no
processo de quitindlise enzimatica de bactérias e fungos (HARDPARDOTTIR et al.,
2019).

Os resultados obtidos no presente trabalho, indicam que o potencial funcional
das cavidades estudadas esta diretamente ligado ao ciclo do nitrogénio, o que pode

ter relacdo com a abundancia e a sustentacdo da comunidade microbiana, ou seja,
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com as proteobactérias (JURADO et al., 2020). Também se observa a presenca de
atividade de ureolise, que mais uma vez é indicativo da presenca de guano, uma vez
gue este contém até 80% de &cido Urico em sua composicdo (SAKOUI et al., 2020).
Torna-se valido ressaltar que bactérias com potencial ureoliticos possuem capacidade
para precipitagdo e resisténcias a metais como ferro nos ambientes em que se
encontram (GOMMA, 2018).

Em cavernas de Mizoram, localizadas no nordeste da india, os principais genes
descritos como base no potencial fisiologico da comunidade microbiana foram ligados
ao ciclo do nitrogénio, como os de reducao do nitrato, nitrificacdo e assimilacéo de
amobnia. Também foram identificados outros genes responsaveis pela fixacdo e
degradacgéao do carbono (DE MANDAL; CHATTERJEE; KUMAR et al., 2017). Bendia
et al., (2020), em um estudo de avaliacdo da diversidade taxonémica e potencial
funcional da caverna Monte Cristo, no Estado de Diamantina no Brasil, verificou uma
diversidade elevada de genes relacionados a oxidacéo e reducao de ferro, enxofre e
nitrogénio. Sabe -se que as comunidades microbianas apresentam poucas fontes de
carbono nédo recalcitrantes para a producdo de energia. Desta forma, 0 nitrogénio
pode se tornar a principal fonte de energia para a comunidade microbiana. Newsome
et al.,, (2021) indicaram que a comunidade microbiana colonizantes das rochas
submersas de caverna no Reino Unido € mantida por processos de oxidacdo da
amonia e nitrificacdo. Sugerindo que o ciclo do nitrogénio representa um importante
papel dentro de ambientes cavernicolas.

A potencial fonte de nitrogénio dentro das cavidades do corpo S11B, na FLONA
de Carajas, vem do guano. Este material possui um papel crucial para a sustentacao
da vida nas cavidades, ja que € a base dos recursos tréficos tanto para fauna interna
das cavidades quanto para microrganismos. E vdlido ressaltar que os grupos
predominantemente encontrados em amostras de guano Actinobacteria e
Proteobacteria, reforcando a presenca de bactérias envolvidas no ciclo biogeoquimico
do nitrogénio (DE MANDAL et al., 2015; SAKOUI et al., 2020)

Ja os processos de degradacdo de hidrocarbonetos, detectados nas analises
do software FAPROTAX, podem estar ligados a microrganismos redutores de nitrato
e ferro dentro das cavidades estudadas, visto que a degradacdo de hidrocarboneto
pode ocorrer de forma aerdbica ou anaeroébica utilizando nitrato, ferro férrico ou sulfato
como os aceptores de elétrons (WIDDEL; MUSAT, 2010). De acordo com 0s

resultados, grupos taxonémicos ligados ao processo de reducdo destes compostos
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para obtencdo de energia foram detectados pela analise taxonémica (BASKAR et al.,
2009; ZHANG et al., 2019; HURTADO et al., 2020).
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Figura 17 —Potencial fisiolégico das comunidades microbianas encontradas nas cavidades da Serra Sul, Carajas. Comparacao dos taxons detectados com
dados fisioldgicos obtidos por fonte publica de dados. O potencial filolégico esta dividido por estacéo (seca e chuvosa) e subdividido por zonas de iluminacao
(fética, afdtica e penumbra).
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Andlises realizadas em cavernas do Quadrilatero Ferrifero por Parker et al.
(2018), a fim de avaliar a capacidade ferro redutora de microrganismos, observou via
metabarcoding 16S rRNA, que os filos Proteobacteria, Acidobacteria, e Chloroflexi
estavam associados a reducédo de ferro férrico. Quando em cultura o filo Firmicutes
mostrou-se mais abundante. Outro estudo do mesmo autor Parker et al. (2013)
identificou nas cavernas ferruginosas na regido de Carajas do no Parj,
microrganismos capazes de reduzir ferro férrico. De acordo com o autor, estes
microrganismos podem estar associados a formacdo ou biospeleogénese destas
cavernas, uma vez que estas bactérias atuam na dissolucdo redutiva dos
concentrados de Fe presente na composi¢ao destas cavernas.

Os grupos taxondmicos identificados em maior abundancia e descritos nas
analises iniciais deste trabalho, estdo diretamente relacionados a utilizagdo de matéria
organica de dificil degradacdo, o que também pode explicar a deteccdo do
metabolismo de degradacdo de hidrocarbonetos nas cavernas amostradas. A rigor,
em ambientes cavernicolas, a falta de aporte de luz restringe a produtividade
primaria aos organismos quimiolitotréficos e quimiorganotroficos (MAMMOLA;
ISAIA, 2018). Os microrganismos quimiolitotréficos exploram a producédo de
energia pela conversao da energia liberada pelas reacdes quimicas no substrato
e uso de elementos minerais como doadores e/ou aceptores de elétrons (BLAKE;
WHITE, 2020). Essa atividade torna o substrato rochoso mais friavel e sujeito a
penetracdo de agua ou raizes de plantas, fragmentando-se mais facilmente.

A producao liquida de matéria organica é inferior a produzida pela
fotossintese (DOKULIL, 2019), o que torna a matéria organica aléctone, como o
guano, restos de raizes e folhas, e carcacas, a principal fonte de energia aos
organismos quimiorganotréficos (microrganismos obtém energia a partir de
compostos organicos). A matéria organica disponivel para os quimiorganotrofos
de cavernas apresenta carater recalcitrante, sendo formado basicamente por
compostos derivados de celulose, presentes em raizes, e quitina, presente em
exoesqueletos de artrépodes, e também no guano (DAI et al., 2016; BAO et al.,
2019). Desta forma a indicacdo de degradacdo de hidrocarbonetos pelo
FAPROTAX pode estar ligada a microrganismos que produzem enzimas que
clivam compostos como a celulose, xilanas e compostos aromaticos como as
ligninas, provenientes de matéria organica aléctone nas cavernas de S11B em

Carajas. Torna-se interessante ressaltar que as enzimas que atuam sobre a
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degradacdo de matéria organica recalcitrante, neste contexto, utilizam o Fe (Ill)
ou o Cu (Il) complexados as enzimas como facilitadores da clivagem de celulose
e ligninas (LEMOS et al., 2008; AGUIAR; FERRAZ, 2011; ITOH; KIMOTO, 2019;
VARLAMOV et al., 2020)

Os potenciais processos metabdlicos em maior abundancia detectados nas
cavidades estudadas, estdo relacionados a quimioheterotrofia aerdébia.
Possivelmente, este resultado esta relacionado as principais carateristicas das
cavidades estudadas, como a baixa luminosidade, fontes de matéria organica e
elementos inorganicas que podem ser utilizadas por estes microrganismos. Estes
resultados séo esperados visto que, ambientes de caverna possuem baixa
produtividade primaria, entretanto a presenca de matéria organica aléctone, além da
guantidade consideravel de guano transforma-se nas fontes alternativas de carbono
também para microrganismos que utilizam estratégias de producdo nao
fotossintetizantes (DANG; CHEN, 2017). Pode-se observar na literatura, comunidades
microbianas de cavernas que apresentam comportamento quimitréficos, como por
exemplo no modelo de sustentacdo quimiotréfica em caverna é frequentemente
observado em cavernas no mundo inteiro, através de andlises baseadas em
metabarcoding 16S rRNA (TURRINI et al., 2020). Recentemente, foi proposto um
modelo de sustentacdo microbiana quimiotréfico para cavernas do sitio hidrotermal
Zinzulusa, que estdo localizadas na Italia. O modelo foi proposto com base na
presenca de microrganismos anaerobios que possivelmente exploram os depdsitos
de hidrocarbonetos como a principal finte de carbono (TALA et al., 2021).
Demonstrando deste modo que em ambientes cavernicolas microrganismos utilizaram
como fonte principal de carbono, matéria organica aloctone ou interna das cavidades,

como guano
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5 CONCLUSOES

A investigacdo da composicdo das comunidades microbianas presentes nas
cavidades ferruginosas de S11B — Canaa dos Carajas, podem auxiliar na geracao de
conhecimentos acerca da ecologia cavernicola, manutencdo de organismos raros,
indicar a saude desse ecossistema, bem como potencial fonte de ferramentas
biotecnologicas. Os dados levantados indicam que mais da metade dos
microrganismos nao sao conhecidos pela ciéncia. Dentre os filos mais abundantes,
Actninobacteria, Proteobacteria e Acidobacteria, foram observados microrganismos
comumente encontrados em cavernas (Actinomadura, Mycobacterium,
Bradyrhizobium e Burkholderia), com papel ecoldgico intimamente relacionados a
ciclagem de nitrogénio, remineralizacdo da matéria organica, bem como indicadores
da presenca de guano, tecido de insetos e a abundancia de minerais como o ferro.
Quanto a diversidade, os resultados indicaram que houve diferencas significativa entre
as comunidades microbianas das diferentes cavidades amostradas, assim como entre
as estagOes seca e chuvosa. Apesar de n&o haver diferengas significativa na
diversidade entre as diferentes zonas de iluminacdo de uma mesma caverna, nem
entre os atributos fisicos levantados, analises de redes sugerem um dinamismo entre
as comunidades presentes nas diferentes zonas e entre as estagcdes, com os filos
Acidobacteria e Proteobacteria, intermediando as conexdes. Apesar do dinamismo
das comunidades microbianas analisadas, os dados sugerem o potencial funcional
microbiano baseia-se em quimioorgonotrofia com uma forte relacdo da comunidade

com a ciclagem do nitrogénio.
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ANEXO A — Planta interna e externa das cavidades estudadas.
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Figura 18 — Planta da Cavidade 01 (S11B-0036), situada no corpo geolégico S11B, Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste
Ciéncia e Meio Ambiente. Cartografia: Bruno Scherer.
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Figura 19 - Planta da Cavidade 02 (S11B-0055), situada no corpo geolégico S11B, Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste
Ciéncia e Meio Ambiente. Cartografia: Bruno Scherer.
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Figura 20 - Planta da Cavidade 03 (S11B-0073), situada no corpo geolégico S11B, Serra Sul da Floresta Nacional de Carajés. Fonte: Empesa Carste

Ciéncia e Meio Ambiente. Cartografia: Bruno Scherer.
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Figura 21 - Planta da Cavidade 04 (S11B-0080), situada no corpo geoldgico S11B, Serra Sul da Floresta Nacional de Carajés. Fonte: Empesa Carste
Ciéncia e Meio Ambiente. Cartografia: Bruno Scherer.
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Figura 22 - Planta da Cavidade 05 (S11B-0177), situada no corpo geoldgico S11B, Serra Sul da Floresta Nacional de Carajés. Fonte: Empesa Carste

Ciéncia e Meio Ambiente. Cartografia: Bruno Scherer.
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Figura 23 - Planta da Cavidade 06 (S11B-0178), situada no corpo geolégico S11B, Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste
Ciéncia e Meio Ambiente. Cartografia: Bruno Scherer.
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Figura 24 - Planta da Cavidade 07 (S11B-0187), situada no corpo geolégico S11B, Serra Sul da Floresta Nacional de Carajas. Fonte: Empesa Carste
Ciéncia e Meio Ambiente. Cartografia: Bruno Scherer.
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Figura 25 - Planta da Cavidade 08 (S11B-0212), situada no corpo geoldgico S11B, Serra Sul da Floresta Nacional de Carajés. Fonte: Empesa Carste
Ciéncia e Meio Ambiente. Cartografia: Bruno Scherer.
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APENDICE A — Metadados

Tabela 9 - Metadados relacionados a amostras de solo, coletadas em cavidades do corpo geoldgico S11B, localizado na Serre Sul da Floresta Nacional de
Carjas, amostras analisada pela técnica de DNA metabarcoding baseada no gene 16S rRNA.

SampleNam Caverna Identificagd Seto Pont Zona Estacd  Altitud PH Desnive Area Volum Litotip  Municipi  Relevanci
e S 0 r 0 0 e | e 0 0 a
ITV23533 CA\QE—O S11B_0036 | A Fética Seco 792 835 6.98  587.94 658 Fergifer Canaa Méxima
ITV23534 CA\QE—O S11B_0036 | B Fética Seco 792 835 6.98  587.94 658 Fer:fer Canaa Méxima
mv2asss  AVEO s11B oose i B Aféca  Seco 792 835 698  587.94 658 Fergifer Canad  Maxima
ITV23499 CA\;E—O S11B_0055 | A Fétca  Seco 670 17?'2 2297 85355 1432 Fergifer Canad  Méxima
ITV23500 CA\;E—O S11B_0055 | B Fética Seco 670 1755'2 22.97 85355 1432 Fer:fer Canaa Méaxima
ITV23501 CA\;E—O S11B 0055 Il A Pe”:mbr Seco 670 1755'2 2297 85355 1432 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23502 CA\;E—O S11B_0055 Il B Pengmbr Seco 670 1755'2 2297 85355 1432 Fergifer Canad  Méxima
ITV23503 CA\;E—O S11B_0055 IV A Afétca  Seco 670 175?'2 2297 85355 1432 Fergifer Canad  Méxima
ITV23504 CA\;E—O S11B 0055 IV B Afética  Seco 670 175'2 22.97 85355 1432 Fer:fer Canaa Méxima
ITV23553 CA\gE—O S11B 0073 i A Pe”gm br geco 737 3627 0 3447 22%38'3 4241 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23554 CA\gE—O S11B 0073 I B Pe”;m br seco 737 3627 0 3447 22%38'3 4241 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23555 CA\gE—O S11B.0073 VI A Afétca  Seco 737 3627 0 3447 22%38'3 4241 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23556 CA\gE—O S11B 0073 VI B Afdica  Seco 737 3627 0 3447 22168'3 4241 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23559 CA\ZE—O S11B 0080 | A Fétca  Seco 858  64.48 126  142.88 113 Fergifer Canad  Méaxima
ITV23560 CA\ZE—O S11B 0080 | B Fétca  Seco 858  64.48 126  142.88 113 Fergifer Canad  Méaxima
ITV23561 CA\ZE—O S11B_0080 I A Pe”;mbr Seco 858  64.48 126  142.88 113 Fergifer Canad  Méaxima
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SampleNam Caverna Identificagd Seto Pont Zona Estacd  Altitud PH Desnive Area Volum  Litotip  Municipi  Relevanci
e S 0 r 0 0 e | e 0 0 a
mvesse2  CAVE O 511B ooso i g penumbr oo 858  64.48 126 14288 113 o conag Maxima

4 -~ a 0
ITV23563 CA\ZE—O S11B 0080 Il A Afética Seco 858  64.48 126 14288 113 Fer(';"er Canai Maxima
ITV23564 CA\ZE—O S11B_0080 Il B Afética  Seco 858  64.48 126  142.88 113 Fergifer Canaa Maxima
ITV23489 CA\gE—O S11B_0177 | A Fética Seco 641 4459  7.71  161.33 182 Fergifer Canad Maxima
ITV23490 CA\gE—O S11B_0177 | B Fética Seco 641 4459  7.71  161.33 182 Fergifer Canaa Maxima
ITV23491 CA\gE—O S11B 0177 I A Pe”:m br seco 641 4459  7.71  161.33 182 Fergifer Canaa Maxima
ITV23492 CA\gE—O S11B 0177 I B Pe”:m br Seco 641 4459 771  161.33 182 Fergifer Canaa Maxima
ITV23493 CA\gE—O S11B 0177 il A Afética  Seco 641 4459  7.71  161.33 182 Fergifer Canad Maxima
ITV23494 CA\gE—O S11B_0177 I B Afdica  Seco 641 4459 771 16133 182 Fergifer Canad  Méxima
ITV23517 CA\gE—O S11B 0178  V A Fétca  Seco 828 255"7 1191 63137 604 Fergifer Canad  Méxima
ITV23518 CA\gE—O S11B 0178  V B Fética Seco 828 25;"7 11.91 63137 604 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23519 CA\gE—O S11B 0178 VI A Pengm br geco 828 25;"7 11.91 63137 604 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23520 CA\gE—O S11B 0178 VI B Pe”gm br seco 828 255"7 1191 63137 604 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23521 CA\gE—O S11B 0178 VI A Afétca  Seco 828 255"7 1191 63137 604 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23522 CA\gE—O S11B 0178 VI B Afética  Seco 828 25;"7 11.91 63137 604 Feréifer Canaa Maxima
ITV23523 CA\;E—O S11B 0187 | A Fétca  Seco 676 17; 9 2382 67420 726 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23524 CA\;E—O S11B 0187 | B Fétca  Seco 676 17; 9 238 67429 726 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23525 CA\;E—O S11B 0187 I A Pe”;m br seco 676 17; 9 2382 67429 726 Fergifer Canad  Méaxima
ITV23526 CA\;E—O S11B 0187 I B Pe”;m br geco 676 17; 9 2382 67420 726 Fergifer Canad  Méaxima
ITV23527 CA\;E—O S11B 0187 VI A Afétca  Seco 676 17; 9 2382 67420 726 Fergifer Canad  Méaxima

101



SampleNam Caverna Identificagd Seto Pont Zona Estacd  Altitud PH Desnive Area Volum  Litotip  Municipi  Relevanci
e S 0 r 0 0 e | e 0 0 a
ITV23528 CA\;E—O S11B 0187 VI B Afética  Seco 676 1757 9 2382 67429 726 Fergifer Canad Maxima
ITV23483 CA\QE—O S11B 0212 | A Fétca  Seco 678 57.83 495 22556 380 Fer(';"er Canad  Méaxima
ITV23484 CA\QE—O S11B 0212 | B Fétca  Seco 678 57.83 495 22556 380 Ferg"er Canad  Méxima
ITV23485 CA\gE—O S11B 0212 I A Pe”:mbr Seco 678 57.83 495 22556 380 Fergifer Canad  Méxima
ITV23486 CA\gE—O S11B 0212 i B Pe”:mbr Seco 678 57.83 495 22556 380 Fergifer Canad  Méxima
ITV23487 CA\gE—O S11B 0212 il A Afética  Seco 678  57.83 495 22556 380 Fergifer Canad  Maxima
mvzaags A0 suB o212 B Aféca  Seco 678  57.83 495 22556 380 Fer:fer Canad  Maxima
ITV23541 CA\QE—O S11B 0220 | A Fétca  Seco 589 13;"4 391 5522 764 Fergifer Canad  Méxima
ITV23542 CA\QE—O S11B 0220 | B Fétca  Seco 589 135"4 391 5522 764 Fergifer Canad  Méxima
ITV23543 CA\QE—O S11B 0220 I A Pengmbr Seco 589 135"4 391 5522 764 Fergifer Canad  Méxima
ITV23544 CA\QE—O S11B 0220 i B Pe”:mbr Seco 589 13;"4 3.91 5522 764 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23545 CA\gE—O S11B 0220 IV A Afética  Seco 589 13;"4 3.91 5522 764 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23546 CA\QE—O S11B 0220 IV B Afdica  Seco 589 135‘?"4 391 5522 764 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23463 CA\QE—O S11B_0036 | A Fética Cth‘)VOS 792 835 698  587.94 658 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23464 CAle—O S11B_0036 | B Fética Ch%"os 792 83.5 6.98  587.94 658 Feréifer Canaa Maxima
ITV23465 CA\iE—O S11B_0036 I A Pe”;mbr Ch%"os 792 835 698  587.94 658 Feréifer Canad  Méaxima
ITV22303 CA\QE—O S11B_0036 Il A Afética Ch%"os 792 835 698  587.94 658 Feréifer Canad  Méaxima
ITV22304 CA\QE—O S11B_0036 Il B Afdtica Ch%"os 792 835 698  587.94 658 Fergifer Canad  Méaxima
ITV23441 CA\;E—O S11B 0055 | A Fética Ch‘é"os 670 17;"2 2297 85355 1432 Fergifer Canad  Méaxima
ITV23442 CA\;E—O S11B 0055 | B Fética Ch‘é"os 670 17;"2 2297 85355 1432 Fergifer Canad  Méaxima
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SampleNam Caverna Identificagd Seto Pont Zona Estacd  Altitud PH Desnive Area Volum  Litotip  Municipi  Relevanci
e S 0 r 0 0 e | e 0 0 a
ITV23443 CA\;E—O S11B_0055 Il A Pengmbr Ch‘(‘)"os 670 175'2 2297 85355 1432 Fergifer Canad Maxima
ITV23444 CA\;E—O S11B 0055 Il B Pengmbr Ch‘(‘)"os 670 175'2 2297 85355 1432 Fergifer Canaa Maxima
mv2azer AVEO s1iB ooss v A Aféica Ch‘;"os 670 2% 2007 85355 1432 Ferg"er Canad  Maxima
mvzzzsz  “AVEO s11B 00ss v B Afética Ch‘;"os 670 17?'2 2297 85355 1432 Fergifer Canad  Maxima
ITV23473 CA\gE—O S11B_0073 | A Fética Ch‘é"os 737 3627 0 3447 2228'3 4241 Fergifer Canaa Maxima
ITV23475 CA\gE—O S11B 0073 I A Pe”:m br Ch‘é"os 737 36; 0 3447 2228'3 4241 Fergifer Canaa Maxima
ITV23476 CA\gE—O S11B_ 0073 I B Pe”:m br Ch‘é"os 737 36; 0 3447 2228'3 4241 Fergifer Canad Maxima
ITV22296 CA\gE—O S11B_0073 VI A Afética Ch‘é"os 737 36; 0 3447 2228'3 4241 Fergifer Canad Maxima
ITV22295 CA\gE—O S11B 0073 VI B Afdtica Ch‘é"os 737 3627 0 3447 22}38'3 4241 Fergifer Canad  Méxima
ITV23477 CA\ZE—O S11B 0080 | A Fética Ch‘g"os 858  64.48 126  142.88 113 Fergifer Canad  Méxima
ITV23478 CA\ZE—O S11B_0080 | B Fética Ch‘g"os 858  64.48 126  142.88 113 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23479 CA\ZE—O S11B 0080 i A Pe”:mbr Ch‘é"os 858  64.48 126  142.88 113 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23480 CA\ZE—O S11B_0080 I B Pe”:mbr Cth‘)VOS 858  64.48 126  142.88 113 Feréifer Canad  Méaxima
ITV22293 CA\ZE—O S11B_0080 Il A Afética Cth‘)VOS 858  64.48 126  142.88 113 Feréifer Canad  Méaxima
ITV22294 CA\ZE—O S11B_ 0080 Il B Afética Ch%"os 858  64.48 126  142.88 113 Feréifer Canaa Maxima
ITV23435 CA\gE—O S11B 0177 | A Fética Ch%"os 641 4459  7.71  161.33 182 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23436 CA\gE—O S11B 0177 | B Fética Ch%"os 641 4459  7.71  161.33 182 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23437 CA\gE—O S11B 0177 I A Pe”;mbr Ch%"os 641 4459  7.71  161.33 182 Fergifer Canad  Méaxima
ITV23438 CA\gE—O S11B 0177 I B Pe”;mbr Ch‘é"os 641 4459  7.71  161.33 182 Fergifer Canad  Méaxima
ITV22277 CA\gE—O S11B_0177 Il A Afética Ch‘é"os 641 4459  7.71  161.33 182 Fergifer Canad  Méaxima
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SampleNam Caverna Identificagd Seto Pont Zona Estacd  Altitud PH Desnive Area Volum  Litotip  Municipi  Relevanci
e S 0 r 0 0 e | e 0 0 a
ITV22278 CA\gE—O S11B 0177 il B Afética Ch‘(‘)"os 641 4459  7.71  161.33 182 Fergifer Canaa Maxima
ITV23452 CA\(/SE—O S11B_0178  V B Fética Ch‘(‘)"os 828 255'7 11.91 63137 604 Fergifer Canaa Méaxima
ITV23453 CA\(/SE—O S11B 0178 VI A Pe”:mbr Ch‘é"os 828 255'7 11.91 63137 604 Fergifer Canaa Maxima
ITV23454 CA\(/SE—O S11B_0178 VI B Pe”:mbr Ch‘é"os 828 255'7 11.91 63137 604 Fergifer Canaa Méaxima
ITV22287 CA\(’SE—O S11B 0178 VI A Afética Ch‘é"os 828 255'7 11.91 63137 604 Fergifer Canad Maxima
ITV23455 CA\;E—O S11B_0187 | A Fética Ch‘é"os 676 1757 9 2382 67429 726 Fergifer Canaa Maxima
ITV23456 CA\;E—O S11B_ 0187 | B Fética Ch‘é"os 676 1757 9 2382 674290 726 Fergifer Canaa Maxima
ITV23457 CA\;E—O S11B 0187 I A Pe”;m br Ch‘é"os 676 1757 9 238 67429 726 Fergifer Canad Maxima
ITV23458 CA\;E—O S11B 0187 I B Pe”:m br Ch‘é"os 676 1757 9 238 67420 726 Fergifer Canad  Méxima
ITV22285 CA\;E—O S11B 0187 VI A Afética Ch‘g"os 676 1757 9 238 67420 726 Fergifer Canad  Méxima
ITV22286 CA\;E—O S11B 0187 VI B Afética Ch‘g"os 676 1757 9 2382 67420 726 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23431 CA\gE—O S11B 0212 | A Fética Ch‘é"os 678  57.83 495 22556 380 Fer:fer Canaa Maxima
ITV23432 CA\gE—O S11B 0212 | B Fética Cth‘)VOS 678  57.83 495 22556 380 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23433 CA\gE—O S11B 0212 I A Pe”:mbr Cth‘)VOS 678  57.83 495 22556 380 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23434 CA\gE—O S11B 0212 |i B Pengmbr Ch%"os 678  57.83 495 22556 380 Feréifer Canaa Maxima
ITV22275 CA\gE—O S11B_0212 Il A Afética Ch%"os 678  57.83 495 22556 380 Feréifer Canad  Méaxima
ITV22276 CA\gE—O S11B_0212 Il B Afdtica Ch%"os 678  57.83 495 22556 380 Feréifer Canad  Méaxima
ITV23467 CA\gE—O S11B 0220 | A Fética Ch%"os 589 133'4 391 5522 764 Fergifer Canad  Méaxima
ITV23468 CA\gE—O S11B 0220 | B Fética Ch‘é"os 589 135?'4 391 5522 764 Fergifer Canad  Méaxima
ITV23469 CA\gE—O S11B_0220 I A Pe”gmbr Ch‘é"os 589 133'4 391 5522 764 Fergifer Canad  Méaxima
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SampleNam Caverna Identificagd Seto Pont Estacd  Altitud Desnive Volum  Litotip  Municipi  Relevanci
Zona PH Area
e S 0 r 0 0 e | e 0 0 a
ITV23470 CA\gE—O S11B 0220 I B Pengmbr Ch‘(‘)"os 589 135'4 3.91 552.2 764 Ferg'fer Canad Maxima
ITV22292 CA\gE—O S11B_0220 IV A Afética Ch‘(‘)"os 589 135?'4 391 5522 764 Ferg'fer Canaa Méaxima
ITV22291 CA\QE—O S11B_0220 IV B Afética Ch‘é"os 589 135'4 391 5522 764 Ferg'fer Canaa Méaxima
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APENDICE B - Numero de Sequencias e Bases

Tabela 10 - Numero total de sequéncias e geradas pos sequenciamento (brutas) e pés tratamento de
qualidade para microbioma cavernicola

Amostra Dados Brutos Dados Pés-Tratamento
Total de Reads Total de Bases Total de Reads Total de Bases

ITV22275 R1_001.fastq 317243 95381335 307183 69155446
ITV22275 R2_001.fastq 317243 95178731 307183 58491789
ITV22276_R1_001.fastq 313026 94192165 304081 71521447
ITV22276_R2_001.fastq 313026 93914205 304081 61117288
ITV22277_R1_001.fastq 382329 115039169 373029 86910074
ITV22277 R2_001.fastq 382329 114698791 373029 73846000
ITV22278 R1_001.fastq 361544 108791322 352969 80802915
ITV22278 R2_001.fastq 361544 108464911 352969 72038062
ITV22281 R1_001.fastq 1558 468659 1147 181315
ITV22281 R2 _001.fastq 1558 467430 1147 180843
ITV22282 R1_001.fastq 360708 108418352 350069 77364105
ITV22282 R2 _001.fastq 360708 108219107 350069 67888327
ITV22285 R1_001.fastq 372752 112161289 361928 86116246
ITV22285 R2 001.fastq 372752 111828359 361928 70383134
ITV22286 R1_001.fastq 275829 82914187 267582 60699989
ITV22286 R2 _001.fastq 275829 82754679 267582 52186160
ITV22287 R1_001.fastq 181917 54737973 176191 40664167
ITV22287 R2_001.fastq 181917 54576040 176191 35436002
ITV22291 R1_001.fastq 270827 81450327 261069 57301566
ITV22291 R2 _001.fastq 270827 81244704 261069 49281615
ITV22292 R1_001.fastq 510086 153456812 495098 117520933
ITV22292 R2 _001.fastq 510086 153037961 495098 97325430
ITV22293 R1_001.fastq 321649 96780577 311728 74021691
ITV22293 R2 _001.fastq 321649 96502506 311728 61604843
ITV22294 R1_001.fastq 296572 89239554 289954 67476104
ITV22294 R2_001.fastq 296572 88975404 289954 61047455
ITV22295 R1_001.fastq 306893 92314686 297685 70103968
ITV22295 R2 001.fastq 306893 92077327 297685 60662832
ITV22296 R1_001.fastq 318864 95865041 310482 70773348
ITV22296 R2 _001.fastq 318864 95653332 310482 62633296
ITV22303_R1_001.fastq 451252 135727993 439259 99280437
ITV22303_R2_001.fastq 451252 135379015 439259 90050357
ITV22304_R1_001.fastq 318295 95678508 309695 70283698
ITV22304_R2_001.fastq 318295 95494309 309695 60540877
ITV23431_R1_001.fastq 525159 158004272 512587 115275512
ITV23431_R2_001.fastq 525159 157551249 512587 100440573
ITV23432_R1_001.fastq 230634 69379945 224959 49893285
ITV23432_R2_001.fastq 230634 69189128 224959 44178285
ITV23433_R1_001.fastq 257048 77347675 249852 55302703
ITV23433_R2_001.fastq 257048 77116536 249852 47815182
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Amostra

Dados Brutos

Dados Pés-Tratamento
Total de Reads Total de Bases Total de Reads Total de Bases

ITV23434_R1_001.fastq
ITV23434_R2_001.fastq
ITV23435 R1_001.fastq
ITV23435 R2_001.fastq
ITV23436_R1_001.fastq
ITV23436_R2_001.fastq
ITV23437_R1_001.fastq
ITV23437_R2_001.fastq
ITV23438_R1_001.fastq
ITV23438_R2_001.fastq
ITV23441_R1_001.fastq
ITV23441_R2_001.fastq
ITV23442_R1_001.fastq
ITV23442_R2_001.fastq
ITV23443 R1_001.fastq
ITV23443 R2_001.fastq
ITV23444 R1_001.fastq
ITV23444 R2_001.fastq
ITV23452_R1_001.fastq
ITV23452_R2 001.fastq
ITV23453_R1_001.fastq
ITV23453 R2 001.fastq
ITV23454_R1_001.fastq
ITV23454_R2_001.fastq
ITV23455_R1_001.fastq
ITV23455_R2_001.fastq
ITV23456_R1_001.fastq
ITV23456_R2 001.fastq
ITV23457_R1_001.fastq
ITV23457_R2_001.fastq
ITV23458 _R1_001.fastq
ITV23458 R2 001.fastq
ITV23463 R1 001l.fastq
ITV23463_R2 001.fastq
ITV23464_R1_001.fastq
ITV23464 R2 001.fastq
ITV23467_R1_001.fastq
ITV23467_R2_001.fastq
ITV23468_R1_001.fastq
ITV23468_R2_001.fastq
ITV23469_R1_001.fastq
ITV23469_R2_001.fastq
ITV23470_R1_001.fastq
ITV23470_R2_001.fastq

354868
354868
353830
353830
374436
374436
315492
315492
290987
290987
296230
296230
227438
227438
232938
232938
379402
379402
375770
375770
917761
917761
192559
192559
446294
446294
321863
321863
329725
329725
170938
170938
241244
241244
480667
480667
299161
299161
356004
356004
335288
335288
297896
297896

106723858
106469772
106453588
106157481
112667288
112337786
94932456
94653176
87569340
87302251
89109350
88877346
68410848
68238361
70097061
69888447
114169928
113823407
113060470
112744962
276105101
275340432
57936626
57770114
134302724
133904300
96854766
96571328
99222049
98924382
51438654
51286181
72598758
72376957
144625873
144208626
90014676
89756964
107123374
106830530
100878742
100597759
89544071
89374441

345939
345939
344130
344130
365677
365677
305172
305172
280993
280993
286872
286872
220791
220791
226264
226264
369254
369254
364917
364917
889774
889774
187419
187419
431927
431927
309690
309690
319170
319170
165969
165969
233673
233673
468842
468842
290779
290779
345581
345581
324918
324918
284091
284091

77917210
67336693
79804170
67121453
83863708
72768199
71496003
59065742
64639853
54737434
67621143
55506879
50063066
43729236
53909494
45318513
86331480
74182866
86752563
69522270
197647729
170338710
42737229
37269273
102336770
85525984
72073425
59246567
71828000
62987607
37596688
33631872
51073097
44737879
107170078
92294696
65473305
57622356
81080362
68251020
79204511
63635669
63704482
51056888
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Amostra

Dados Brutos

Dados Pés-Tratamento
Total de Reads Total de Bases Total de Reads Total de Bases

ITV23473_R1_001.fastq
ITV23473_R2_001.fastq
ITV23475 R1_001.fastq
ITV23475_R2_001.fastq
ITV23476_R1_001.fastq
ITV23476_R2_001.fastq
ITV23477_R1_001.fastq
ITV23477_R2_001.fastq
ITV23478_R1_001.fastq
ITV23478_R2_001.fastq
ITV23479 R1_001.fastq
ITV23479 R2_001.fastq
ITV23480_R1_001.fastq
ITV23480_R2_001.fastq
ITV23483_R1_001.fastq
ITV23483_R2_001.fastq
ITV23484 R1_001.fastq
ITV23484 R2_001.fastq
ITV23485 R1_001.fastq
ITV23485 R2 001.fastq
ITV23486_R1 001l.fastq
ITV23486_R2 001.fastq
ITV23487_R1_001.fastq
ITV23487_R2_001.fastq
ITV23488 R1 001l1.fastq
ITV23488 R2 001.fastq
ITV23489 R1 001l.fastq
ITV23489 R2 001l.fastq
ITV23490 R1 001l.fastq
ITV23490 R2 001l.fastq
ITV23491_R1_001.fastq
ITV23491 R2 001l.fastq
ITV23492_R1 001l.fastq
ITV23492_R2 001.fastq
ITV23493 R1 001l.fastq
ITV23493 R2 001.fastq
ITV23494_R1_001.fastq
ITV23494_R2_001.fastq
ITV23499 R1_001.fastq
ITV23499 R2_001.fastq
ITV23500_R1_001.fastq
ITV23500_R2_001.fastq
ITV23501_R1_001.fastq
ITV23501_R2_001.fastq

111914
111914
293402
293402
380260
380260
3427
3427
747066
747066
196865
196865
265121
265121
342900
342900
389977
389977
359186
359186
310680
310680
387083
387083
364091
364091
363356
363356
384670
384670
309163
309163
334147
334147
331168
331168
379160
379160
336137
336137
276038
276038
321499
321499

33656277
33572098
88277123
88026784
114383032
114086956
1031272
1028202
224800850
224129363
59220733
59062009
79780981
79540010
103179068
102827726
117332897
116956830
108070086
107710225
93370953
93172325
116413981
116084191
109488179
109184746
109318948
108963973
115747940
115363341
93023202
92712734
100544544
100197386
99649765
99317728
114093339
113697708
101123288
100807236
82992464
82785346
96730368
96412189

108603
108603
285418
285418
370772
370772
2967
2967
727980
727980
190110
190110
256907
256907
295946
295946
339256
339256
307456
307456
265841
265841
331121
331121
314125
314125
312896
312896
334406
334406
264543
264543
286956
286956
285823
285823
325258
325258
287654
287654
238529
238529
278037
278037

25049111
22137717
65621885
56676731
87710359
74039633
503116
502094
173446987
148005665
42820696
35932182
58923713
50500193
71370121
58252834
82715909
64512510
72177647
56246833
63319241
51353239
79236315
63980980
76304153
62436185
77533002
62717194
83753477
66109338
64714125
52351872
71746880
57010129
70446167
56475343
80090227
62775233
70690955
58209588
57742082
47544802
68992404
54292413
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Amostra

Dados Brutos

Dados Pés-Tratamento
Total de Reads Total de Bases Total de Reads Total de Bases

ITV23502_R1_001.fastq
ITV23502_R2_001.fastq
ITV23503_R1_001.fastq
ITV23503_R2_001.fastq
ITV23504_R1_001.fastq
ITV23504_R2_001.fastq
ITV23517_R1_001.fastq
ITV23517_R2_001.fastq
ITV23518 R1_001.fastq
ITV23518 R2 _001.fastq
ITV23519 R1 _001.fastq
ITV23519 R2 001.fastq
ITV23520 R1_001.fastq
ITV23520 R2_001.fastq
ITV23521 R1_001.fastq
ITV23521 R2_001.fastq
ITV23522 R1_001.fastq
ITV23522 R2_001.fastq
ITV23523 R1_001.fastq
ITV23523 R2 001.fastq
ITV23524_R1_001.fastq
ITV23524 R2 001.fastq
ITV23525_R1_001.fastq
ITV23525 R2 001.fastq
ITV23526_R1 001l1.fastq
ITV23526_R2 001.fastq
ITV23527_R1_001.fastq
ITV23527_R2 _001.fastq
ITV23528 R1 001l.fastq
ITV23528 R2 001.fastq
ITV23533_R1 001l1.fastq
ITV23533_R2 001.fastq
ITV23534_R1_001.fastq
ITV23534_R2 001.fastq
ITV23538 R1 001l.fastq
ITV23538 R2 001.fastq
ITV23541_R1_001.fastq
ITV23541_R2_001.fastq
ITV23542_R1_001.fastq
ITV23542_R2_001.fastq
ITV23543_R1_001.fastq
ITV23543_R2_001.fastq
ITV23544_R1_001.fastq
ITV23544_R2_001.fastq

339016
339016
328396
328396
264003
264003
382139
382139
1988
1988
332777
332777
408703
408703
364310
364310
323900
323900
365838
365838
506695
506695
401830
401830
348366
348366
313602
313602
370475
370475
413335
413335
322004
322004
341089
341089
367630
367630
438703
438703
417219
417219
385105
385105

101982984
101667973
98768103
98483727
79346929
79175358
114973619
114610210
597959
596209
100117306
99804256
122968773
122563420
109595082
109250108
97452753
97131512
110065345
109702090
152438406
151954526
120901912
120496796
104815724
104465534
94316409
94038863
111397681
111087967
124370865
123947405
96898336
96566404
102465892
102292286
110596421
110244807
131943574
131551937
125484575
125118570
115762569
115479642

291051
291051
278142
278142
222781
222781
330063
330063
1412
1412
284890
284890
355381
355381
313581
313581
277997
277997
314283
314283
427244
427244
344570
344570
301509
301509
262960
262960
321548
321548
356764
356764
277933
277933
288765
288765
314949
314949
382774
382774
358955
358955
327983
327983

71327914
56860364
66839241
55877897
53072105
43065498
80667785
63049113
207208
214275
69641351
56883617
87415144
69916565
76762653
61352554
67929447
54992955
78855619
61303925
102978200
82160976
85956937
67771572
75340665
58515252
61878818
49013660
78373026
64004647
87142134
69531840
68468800
53026818
69262569
54589863
76926689
63199610
93965002
74901625
89502163
69458536
79603849
65798472
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Amostra

Dados Brutos

Dados Pés-Tratamento
Total de Reads Total de Bases Total de Reads Total de Bases

ITV23545 R1_001.fastq
ITV23545 R2 001.fastq
ITV23546_R1_001.fastq
ITV23546_R2_001.fastq
ITV23553 R1_001.fastq
ITV23553 R2_001.fastq
ITV23554 R1_001.fastq
ITV23554_R2_001.fastq
ITV23555 R1_001.fastq
ITV23555 R2 _001.fastq
ITV23556_R1_001.fastq
ITV23556_R2_001.fastq
ITV23559 R1 _001.fastq
ITV23559 R2 001.fastq
ITV23560 R1_001.fastq
ITV23560 R2_001.fastq
ITV23561_R1_001.fastq
ITV23561_R2_001.fastq
ITV23562_R1_001.fastq
ITV23562_R2 001.fastq
ITV23563_R1 001l1.fastq
ITV23563_R2 001.fastq
ITV23564_R1_001.fastq
ITV23564 R2 001.fastq
ITV23645_R1_001.fastq
ITV23645 R2 001.fastq
Total

378170
378170
241093
241093
465906
465906
339881
339881
356323
356323
342946
342946
403618
403618
331770
331770
332068
332068
196364
196364
363408
363408
401529
401529
289743
289743
66664456

113714300
113395025
72464048
72299229
140133763
139721841
102235704
101926772
107104997
106864725
103083446
102850008
121448330
121038208
99826495
99504074
99894643
99598101
59050310
58882194
109297418
108983271
120722388
120409308
87158405
86928694

20024843079

326145
326145
206843
206843
403560
403560
291991
291991
304970
304970
297740
297740
345933
345933
282828
282828
283137
283137
169460
169460
306888
306888
345953
345953
281613
281613
60903178

80469865
63782988
49811776
40976860
101200137
77884268
71222461
56116502
73572147
61876577
72980341
59408780
85178961
68911699
68118512
55444933
69244661
54705560
41328022
32213666
73149120
59160298
84450819
67284240
64135183
56549005

13191765085
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APENDICE C - indices de alfa diversidade

Tabela 11 - Valor dos indices de alfa diversidade por amostra.

Amostra Observed

Chaol

Shannon

ITV22303
ITV22304
ITV23463
ITV23464
ITV23533
ITV23534
ITV23538
ITV23465
ITV22281
ITV22282
ITV23441
ITV23442
ITV23443
ITV23444
ITV23499
ITV23500
ITV23501
ITV23502
ITV23503
ITV23504
ITV22295
ITV22296
ITV23473
ITV23475
ITV23476
ITV23553
ITV23554
ITV23555
ITV23556
ITV22293
ITV22294
ITV23477
ITV23478

1070
485
444
914

1892

1877
717

1355

86

1115

1596

1343

1537

1966

2151
844

2159

2454

1341
717

1231
876
923

1587

1884

2202

1948
845
791

1678

1212
174

2227

136.175.675.675.676
576.122.448.979.592
661.630.434.782.609
119.897.590.361.446
223.742.162.162.162
2.233.265
806.266.666.666.667
159.589.285.714.286
246
124.852.459.016.393
177.487.931.034.483
158.939.204.545.455
188.574.324.324.324
235.675.572.519.084
251.784.647.302.905
107.500.854.700.855
253.239.195.979.899
28.159.465.648.855
152.486.394.557.823
802.153.846.153.846
1552
117.867.857.142.857
101.793.548.387.097
18.952.538.071.066
219.598.404.255.319
254.032.608.695.652
2313
980.835.443.037.975
884.139.534.883.721
193.385.279.187.817
135.535.151.515.152
408.807.692.307.692
275.017.857.142.857

440.869.760.499.643
363.908.060.885.915
281.096.668.370.182
481.112.866.200.255
561.375.071.116.065
508.918.277.800.341
329.928.889.929.324
477.069.348.061.274
423.943.332.186.988
327.030.339.825.464
508.558.806.974.525
510.656.276.866.295
39.014.214.243.022
370.527.487.575.261
534.461.064.147.761
39.723.061.221.992
570.525.846.846.688
588.295.641.005.373
481.011.441.912.272
332.316.569.405.164
404.563.048.822.829
38.939.227.846.372
427.270.715.552.748
453.560.327.287.411
548.239.879.963.855
51.574.563.406.489
556.178.283.767.016
383.981.073.053.373
360.768.486.140.388
497.480.386.672.833
33.405.471.083.538
453.026.702.934.103
346.489.534.722.409
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Amostra Observed Chaol Shannon
ITV23479 858 113.796.774.193.548 409.235.990.535.054
ITV23480 1421 184.855.494.505.495 386.115.806.623.159
ITV23559 2194 249.927.727.272.727 563.189.418.097.773
ITV23560 2462 283.758.181.818.182 5.674.579.471.025
ITV23561 2205 2.492.525 560.191.828.022.631
ITV23562 888 102.639.285.714.286 468.389.416.361.069
ITV23563 1702 194.329.677.419.355 526.619.605.247.639
ITV23564 1178 128.673.913.043.478 454.180.981.247.357
ITV22277 1663 216.919.075.144.509 477.483.606.689.907
ITV22278 1532 196.569.127.516.779 488.023.980.828.518
ITV23435 2153 251.940.585.774.059 516.018.690.491.721
ITV23436 1928 238.270.930.232.558 548.643.441.434.168
ITV23437 2089 250.782.773.109.244 482.321.454.193.561
ITV23438 1519 201.026.237.623.762 426.796.703.147.156
ITV23489 2102 239.884.455.958.549 553.847.579.965.166
ITV23490 2232 262.921.634.615.385 556.570.233.504.189
ITV23491 1919 219.071.641.791.045 532.545.142.916.423
ITV23492 2212 250.194.117.647.059 563.723.630.792.026
ITV23493 2221 263.276.339.285.714 526.129.553.452.179
ITV23494 2215 262.072.289.156.626 497.886.806.680.309
ITV22287 1424 193.210.344.827.586 408.361.731.548.032
ITV23452 1112 1355 478.877.130.864.969
ITV23453 2056 238.983.152.173.913 542.651.992.497.222
ITV23454 2001 247.011.570.247.934 521.917.004.570.334
ITV23517 1676 197.350.510.204.082 504.753.313.822.982
ITV23518 68 144.153.846.153.846 399.594.394.420.345
ITV23519 1286 152.254.362.416.107 484.681.774.040.762
ITV23520 2299 259.617.256.637.168 553.150.177.402.212
ITV23521 2302 266.163.793.103.448 571.938.842.061.164
ITV23522 1288 141.819.008.264.463 473.118.479.684.103
ITV22285 1263 154.010.416.666.667 441.438.000.930.426
ITV22286 1044 121.249.612.403.101 466.303.100.140.085
ITV23455 2089 254.636.111.111.111 46.602.276.179.991
ITV23456 2354 2818.75 526.639.523.025.343
ITV23457 2069 252.947.794.117.647 478.355.909.473.752
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Amostra Observed Chaol Shannon
ITV23458 1479 187.927.731.092.437 44.345.687.977.304
ITV23523 2256 2693 547.326.924.289.533
ITV23524 2379 280.646.052.631.579 56.417.731.036.314
ITV23525 2167 254.698.367.346.939 539.589.105.309.804
ITV23526 2156 254.844.488.188.976 547.079.719.897.823
ITV23527 1370 163.849.032.258.065 514.710.681.828.287
ITV23528 1028 126.935.714.285.714 459.753.207.592.088
ITV22275 587 765.327.868.852.459 415.336.936.790.739
ITV22276 2030 248.555.737.704.918 485.237.191.354.399

ITV23431 678
ITV23432 308
ITV23433 299
ITV23434 744
ITV23483 658
ITV23484 684
ITV23485 678
ITV23486 322
ITV23487 482
ITV23488 566

ITV22291 1493
ITV22292 2057
ITV23467 2069
ITV23468 1713
ITV23469 1681
ITV23470 1473
ITV23541 1914
ITV23542 1922
ITV23543 2135
ITV23544 1257
ITV23545 2363

ITV23546 667

885.035.714.285.714
455.15
397.783.783.783.784
890.3
908.294.117.647.059
8.690.625
897.947.916.666.667
438.2
626.725.490.196.078
819.122.448.979.592
1854
256.013.942.307.692
25.613.961.352.657
207.800.552.486.188
221.014.285.714.286
184.220.454.545.455
226.827.135.678.392
231.326.699.029.126
2566
155.799.212.598.425
27.795.250.965.251
882.384.615.384.615

373.912.227.247.805
250.081.176.614
292.891.490.664.036
397.943.992.335.096
382.831.191.986.382
333.711.669.638.033
33.465.052.081.129
358.855.746.640.026
384.711.448.128.312
397.500.337.610.131
504.402.440.537.134
488.408.533.183.037
565.314.474.687.741
522.430.384.134.157
399.656.977.200.762
478.803.554.472.977
561.233.976.916.661
561.549.281.572.161
562.421.353.751.837
464.129.165.550.955
588.405.768.649.202
26.721.920.533.841
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APENDICE D - Valores para correlacdo de taxons e parametros fisicos

Tabela 12 - Valores para correlagdo de taxons a nivel de filo com os parametros fisicos das cavidades (Estacdes). Valores de significancia: 0.001 (***), 0.01
(**), 0.05 (*). Variavel (Env): Projecéo Horizontal (PH). Valores de p ajustados (AdjPvalue).

Taxa Env Correlacéo Pvalue Tipo AdjPvalue Significancia
Firmicutes PH 0.409449784321091 0.00348438538266142 Seco 0.00348438538266142 *x
Firmicutes Desnivel 0.345304105783702 0.0150992115661984 Seco 0.0150992115661984 *
Firmicutes Area 0.59221882722688 7,38E+08 Seco 7,38E+08 *xk
Firmicutes Volume 0.643103479991677 6,26E+07 Seco 6,26E+07 Frx

Verrucomicrobia Altitude -0.371021001158647 0.00798813019710029 Chuvoso 0.00798813019710029 *x
Verrucomicrobia Altitude -0.282201067934008 0.0494670309060822 Seco 0.0494670309060822 *
Verrucomicrobia Desnivel -0.283245126361548 0.0485953627997342 Seco 0.0485953627997342 *
Bacteroidetes Altitude -0.415739580868152 0.00267710232253994 Chuvoso 0.00267710232253994 *x
Nitrospirae Altitude -0.347470752857601 0.0134202331095807 Chuvoso 0.0134202331095807 *
Nitrospirae Altitude -0.321611482251869 0.0242339089105006 Seco 0.0242339089105006 *
Deinococcus.Thermus PH 0.289342261384818  0.041546726366671 Chuvoso 0.041546726366671 *
Deinococcus.Thermus Area 0.363920474383611 0.00937758172350026 Chuvoso 0.00937758172350026 *x
Deinococcus.Thermus Volume 0.375693851460597 0.00717438183916515 Chuvoso 0.00717438183916515 *x
Thaumarchaeota PH 0.410497484648865 0.00306685822978753 Chuvoso 0.00306685822978753 *x
Thaumarchaeota Area 0.317232317733521 0.0247832387149691 Chuvoso 0.0247832387149691 *
Latescibacteria Altitude -0.295997489810984 0.0368789211964214 Chuvoso 0.0368789211964214 *
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Tabela 13 - Valores para correlagdo de taxons a nivel de filo com os parametros fisicos das cavidades (Zonas). Valores de significancia: 0.001 (***), 0.01

(**), 0.05 (*). Variavel (Env): Projecéo Horizontal (PH). Valores de p ajustados (AdjPvalue).

Taxa Env Correlagao Pvalue Tipo AdjPvalue Significanci
a
Acidobacteria PH 0.346134615422126 0.0484731529545746 Penumbr 0.0484731529545746 *
a
Acidobacteria Area -0.34635980265856 0.0447857499494335  Afética  0.0447857499494335 *
Acidobacteria Volume  -0.3863233490632 0.0240207325424395  Afética  0.0240207325424395 *
Firmicutes Altitude  0.35347298749353 0.0402939643722152  Afética  0.0402939643722152 *
Firmicutes Area  0.442873837818269 0.0098499013005139 Penumbr 0.0098499013005139 o
1 a 1
Firmicutes Volume 0.469913734078271 0.0057925789298862 Penumbr 0.0057925789298862 i
4 a 4
candidate_division_WPS.2 PH 0.404281319816862 0.019623072442463 Penumbr 0.019623072442463 *
a
candidate_division_WPS.2 Desnive 0.352007285276087 0.0481796108955708 Fotica 0.0481796108955708 *
I
Verrucomicrobia Altitude - 0.0038283044015882 Fética 0.0038283044015882 *x
0.496736958735251
Verrucomicrobia Desnive - 0.0319181929542919 Fética 0.0319181929542919 *
I 0.380023638168644
Bacteroidetes Altitude - 0.0099865994070033  Afética  0.0099865994070033 *x
0.435798187513154 3 3
Bacteroidetes Altitude - 0.0146546012289169 Penumbr 0.0146546012289169 *
0.421154824746162 a
Nitrospirae Altitude - 0.0471165131996489 Fética 0.0471165131996489 *
0.353584377857046
Planctomycetes PH 0.375007235646124 0.0315268734855984 Penumbr 0.0315268734855984 *
a
Candidatus_Saccharibacteri  Altitude - 0.0393177440523888  Afética  0.0393177440523888 *
a 0.355102927601979
Candidatus_Saccharibacteri  Altitude - 0.0498350391567603 Penumbr 0.0498350391567603 *
a 0.344189952279899 a
Gemmatimonadetes Desnive -0.40938447006144  0.019980844054967 Fotica 0.019980844054967 *
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Taxa Env Correlacéo Pvalue Tipo AdjPvalue Significanci
a
Armatimonadetes Altitude - 0.0215689545157897 Afética 0.0215689545157897 *
0.392786069152393
Deinococcus.Thermus PH 0.551058274193884 0.0010808030323887 Fotica 0.0010808030323887 *x
3 3
Deinococcus.Thermus Desnive 0.463176964534387 0.0075931181416495 Fotica 0.0075931181416495 *x
I
Deinococcus.Thermus Area 0.774746455739495 1,95E+07 Fotica 1,95E+07 el
Deinococcus.Thermus Volume 0.852882283212196 5,71E+04 Fotica 5,71E+04 *kk
Thaumarchaeota PH 0.371225015439004 0.0306539466497485 Afética 0.0306539466497485 *
Thaumarchaeota Desnive 0.362332682674581 0.0352154662216596 Afética 0.0352154662216596 *
I
Thaumarchaeota Area 0.4780868898445 0.0042395503703765 Afética 0.0042395503703765 *k
8 8
Thaumarchaeota Volume 0.487864203912113 0.0034238569180983 Afética 0.0034238569180983 *k
8 8
Latescibacteria Altitude 0.0381221901989391 Penumbr 0.0381221901989391 *

0.362552063576257

a

Tabela 14 - Valores para correlacdo de taxons a nivel de género com os parametros fisicos das cavidades (Estacfes). Valores de significancia: 0.001 (***),

0.01 (**), 0.05 (*). Variavel (Env): Projecao Horizontal (PH). Valores de p ajustados (AdjPvalue).

Taxa Env Correlacéo Pvalue Tipo AdjPvalue Significancia
Mycobacterium Volume 0.305864844174882  0.0325738575877282 Seco 0.0325738575877282 *
Actinomadura PH -0.336647356969451  0.0180207236919882 Seco 0.0180207236919882 *
Actinomadura Area  -0.348195037651138 0.0142181585859567 Seco 0.0142181585859567 *
Actinomadura Volume -0.30218754826779  0.0348308540078332 Seco 0.0348308540078332 *
Bacillus PH 0.623926405729165 1,67E+08 Seco 1,67E+08 ok
Bacillus Desnivel 0.530551608856944 8,81E+09 Seco 8,81E+09 ok
Bacillus Area 0.770394420544094 9,63E+02 Seco 9,63E+02 ok
Bacillus Volume 0.813165717418697 1,26E+02 Seco 1,26E+02 ok
Arthrobacter Altitude  0.340811878058002  0.0165604447375487 Seco 0.0165604447375487 *
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Taxa

Env

Correlacéo

Pvalue

Tipo

AdjPvalue

Significancia

Streptacidiphilus
Streptacidiphilus
Streptacidiphilus
Streptacidiphilus
Alicyclobacillus
Massilia
Solirubrobacter
Solirubrobacter
Solirubrobacter
Solirubrobacter
Rhodococcus
Rhodococcus
Rhodococcus
Rhodococcus
Rhodococcus
Rhodococcus
Actinoallomurus
Aciditerrimonas
Aciditerrimonas
Aciditerrimonas
Aciditerrimonas
Aciditerrimonas
Nitrospira
Nitrospira
Micromonospora
Paenibacillus
Paenibacillus

Stenotrophomonas
Stenotrophomonas
Stenotrophomonas

PH
Desnivel
Area
Volume
Altitude
Altitude
PH
Desnivel
Area
Volume
PH
PH
Area
Area
Volume
Volume
PH
Altitude
PH
Desnivel
Area
Volume
Altitude
Altitude
Altitude
Altitude
Volume
PH
Area
Volume

0.281716113720273
0.28725299879173
0.324918857677633
0.33835659491928
0.327945985295273
-0.306206204888113
-0.404692688466078
-0.384895753119258
-0.372023173593441
-0.351215290069448
0.376008630015319
0.364906482525803
0.432081984640599
0.45696516933682
0.437637373221599
0.47508255928087
-0.291136195302006
-0.307772739029466
-0.366740419790415
-0.330588181950118
-0.325145356157942
-0.291202699876191
-0.347470752857601
-0.321611482251869
0.346944745653313
-0.310622291578893
0.304095669003674
0.292768204723243
0.392551708493684
0.41544804184953

0.0474798743289112
0.0431082192957073
0.0213200088814149
0.0162439324992935
0.0200729387925576
0.0305653917731129
0.00392378139643805
0.00631815017246363
0.00848458747854866
0.0133449421497269
0.00712225333893381
0.00993814881302478
0.00172798639878322

0.000964537991489185

0.00148165581245528

0.000561904469326333

0.0424032463635466
0.0314514688856178
0.00954442821460839
0.0203393067665561
0.0226319609052332
0.0423539450853334
0.0134202331095807
0.0242339089105006
0.0145936644775454
0.0281275727600551
0.0336441042220527
0.0412068863007624
0.00527281921415315
0.00299246636794236

Chuvoso
Chuvoso
Chuvoso
Chuvoso
Chuvoso
Chuvoso
Seco
Seco
Seco
Seco
Chuvoso
Seco
Chuvoso
Seco
Chuvoso
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Seco
Chuvoso
Seco
Seco
Chuvoso
Seco
Seco
Seco
Seco

0.0474798743289112
0.0431082192957073
0.0213200088814149
0.0162439324992935
0.0200729387925576
0.0305653917731129
0.00392378139643805
0.00631815017246363
0.00848458747854866
0.0133449421497269
0.00712225333893381
0.00993814881302478
0.00172798639878322

0.000964537991489185

0.00148165581245528

0.000561904469326333

0.0424032463635466
0.0314514688856178
0.00954442821460839
0.0203393067665561
0.0226319609052332
0.0423539450853334
0.0134202331095807
0.0242339089105006
0.0145936644775454
0.0281275727600551
0.0336441042220527
0.0412068863007624
0.00527281921415315
0.00299246636794236

*%

*%

*%

*%

*%

*%

k%

*%

k%

**

**
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Tabela 15 - Valores para correlagdo de taxons a nivel de género com os parametros fisicos das cavidades (Zona). Valores de significancia: 0.001 (***), 0.01
(**), 0.05 (*). Variavel (Env): Projecédo Horizontal (PH). Valores de p ajustados (AdjPvalue).

Taxa Env Correlagéao Pvalue Tipo AdjPvalue Significancia
Mycobacterium Volume 0.342402863046032  0.0474533182540474 Afética 0.0474533182540474 *
Actinomadura PH -0.504109505032413 0.00236718888655353 Afética 0.00236718888655353 **
Actinomadura Desnivel -0.390607231316875 0.0223712453620906 Afética 0.0223712453620906 *
Actinomadura Area -0.44571406930797  0.00824595333738743 Afética 0.00824595333738743 i
Actinomadura Volume -0.395986356532405 0.0204338874312862 Afética 0.0204338874312862 *
Bacillus PH 0.359999243735558  0.0364996196442672 Afética 0.0364996196442672 *
Bacillus PH 0.575658905344975 0.000456373834247069 Penumbra 0.000456373834247069 ok
Bacillus Desnivel 0.450581421342038 0.00850254003758408 Penumbra 0.00850254003758408 i
Bacillus Area 0.442909864315804 0.00870976808711423 Afética 0.00870976808711423 i
Bacillus Area 0.663846427391056 2,53E+09 Penumbra 2,53E+09 *hx
Bacillus Volume 0.485209791336746 0.00363058657516837 Afética 0.00363058657516837 i
Bacillus Volume 0.678242905583691 1,44E+09 Penumbra 1,44E+09 hk
Bradyrhizobium Area -0.37029842390361 0.0311054587811669 Afdtica 0.0311054587811669 *
Bradyrhizobium Volume -0.342234094154856 0.0475698604644622 Afdtica 0.0475698604644622 *
Streptacidiphilus PH 0.354512419060982  0.0429419057206745 Penumbra  0.0429419057206745 *
Streptacidiphilus  Desnivel 0.429859134265279  0.0125348779296873 Penumbra 0.0125348779296873 *
Streptacidiphilus Area 0.396667027260448  0.0222844275682708 Penumbra 0.0222844275682708 *
Streptacidiphilus  Volume 0.399622729417384  0.0212179737489745 Penumbra 0.0212179737489745 *
Alicyclobacillus Altitude  0.340986688138811  0.0484383684406311 Afdtica 0.0484383684406311 *
Alicyclobacillus Altitude  0.355484774400187  0.0423342066005337 Penumbra 0.0423342066005337 *
Actinoalloteichus PH -0.370693051183057  0.0367444903912205 Fotica 0.0367444903912205 *
Actinoalloteichus  Desnivel -0.372043908204755  0.036011329246724 Fotica 0.036011329246724 *
Solirubrobacter PH -0.463949315448408 0.00571305919412315 Afética 0.00571305919412315 o
Solirubrobacter Area  -0.420699777970984 0.0132301270947828 Afética 0.0132301270947828 *
Solirubrobacter Volume -0.354530706879148 0.0396582628860882 Afética 0.0396582628860882 *
Rhodococcus PH 0.50880266967748  0.00212060660935308 Afética 0.00212060660935308 ok
Rhodococcus PH 0.350622359730252  0.0454435557542448 Penumbra  0.0454435557542448 *
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Taxa Env Correlacéo Pvalue Tipo AdjPvalue Significancia
Rhodococcus Desnivel 0.39688376099662 0.0201246555045853 Afética 0.0201246555045853 *
Rhodococcus Area 0.552201984331964 0.000709305171435733  Afdtica  0.000709305171435733 kk
Rhodococcus Area 0.449176436577793 0.00873575350043484 Penumbra 0.00873575350043484 i
Rhodococcus Volume 0.541548074157748 0.000940880143331129  Afética  0.000940880143331129 kk
Rhodococcus Volume 0.461652263395285 0.00684306410794544 Penumbra 0.00684306410794544 i

Rhodanobacter Desnivel 0.372299541292381  0.0358739281682495 Fotica 0.0358739281682495 *
Rhodanobacter Area 0.347463180912266  0.0475599337699659 Penumbra 0.0475599337699659 *
Rhodanobacter Volume 0.352684059332875  0.0441035550205142 Penumbra  0.0441035550205142 *
Dyella PH 0.505704440189932 0.00268015860760264 Penumbra 0.00268015860760264 b
Dyella Desnivel 0.519806542519858 0.00193267593516999 Penumbra 0.00193267593516999 *
Dyella Area 0.612653719933725 0.000150730947885316 Penumbra 0.000150730947885316 ok
Dyella Volume 0.634029980512605 7,44E+09 Penumbra 7,44E+09 *hx
Aciditerrimonas PH -0.468853275724263 0.00515869288345518 Afética 0.00515869288345518 *
Aciditerrimonas Area  -0.385778235325777  0.0242376449397992 Afdtica 0.0242376449397992 *
Nitrospira Altitude -0.353584377857046  0.0471165131996489 Fotica 0.0471165131996489 *
Micromonospora  Altitude 0.422191984773173  0.0143872533238378 Penumbra 0.0143872533238378 *
Micromonospora PH 0.419331433509442  0.0168939583785989 Fética 0.0168939583785989 *
Stenotrophomonas PH 0.54520564278098  0.00103405019175075 Penumbra 0.00103405019175075 *x
Stenotrophomonas Desnivel 0.455066670490746 0.00779310072657803 Penumbra 0.00779310072657803 *x
Stenotrophomonas Area 0.653190727329113 3,77E+09 Penumbra 3,77E+09 *kk
Stenotrophomonas Volume 0.672298583445689 1,83E+09 Penumbra 1,83E+09 rkk
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