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RESUMO

As corrente superficial Equatorial Sul - SEC e a corrente superficial Norte do Brasil -
NBC estdo diretamente conectadas ao giro Equatorial Atlantico. Estas correntes influenciam a
movimentacao e aporte de agua em superficie nos arquipélagos oceanicos brasileiros e borda da
plataforma continental nordeste do Brasil. O estoque de carbono de cianobactérias acompanha
um gradiente longitudinal costa->arquipélagos oceénicos: PP>PA=IC>AC>FN>AS. O estoque
de carbono na costa corresponde a 1,0dmg C m?3, com o estoque relativo de 2,69%
Synechococcus e 0,48% do POC em Prochlorococcus. Nos arquipélagos oceanicos, apenas
estdo estocados nas cianobactérias, com o estoque relativo de 0,38% em Synechococcus e 0,10%
do POC em Prochlorococcus em aguas superficiais. Embora as aguas equatoriais sejam
consideradas pobres no estoque de carbono, o carbono estocado na superficie se mantém ao
longo do ano, sustentando a produtividade primaria. O Arquipélago de Sdo Pedro e Séo Paulo -
AS apresenta maiores oscilacbes de POC devido a sua posicdo geografica sendo diretamente
influenciado pela sazonalidade da SEC. Ao todo, 1.158.901 sequencias foram representadas em
56 taxons, com 48 pertencem as cianobactérias. Deste total, 37 tdxons foram comuns entre as
fracbes nano e picofitoplanctonicas. Isolando as fracdes do fitoplancton pelo gradiente
longitudinal, costa e ilhas, sdo compostos 4 cendrios distintos, nos quais apenas 20 tdxons sdo
comuns entre si. O cenario de maior exclusividade taxonémica foi representado nos
arquipélagos na fracdo nanofitoplancténica, com 9 taxons exclusivos. Os géneros
Prochlorococcus e Synechococcus foram os dominantes, acumulando 98% das sequencias totais
em ambas fracGes fitoplanctonicas. As replicas costeiras se correlacionam mais com
Synechococcus, enquanto que as replicas insulares foram dominadas por Prochlorococcus. Nao
foi possivel estabelecer um gradiente costa—>ilhas de diversidade de cianobactérias através de
sequéncias 16S rRNA, pois os arquipélagos amostrados sdo muitos distintos entre si. As
localidades de FN, apresentaram os maiores indices de diversidade e muitos tdxons raros,
mesmo com abundancia media de sequéncias, ja as localidades do AS apresentaram padrdes
totalmente contrarios. As forgantes ambientais que mais dominaram a distribuicdo de
cianobactérias no gradiente superficial costa-ilhas foi a temperatura. As variaveis hidrodindmica
e tipo de substrato revelaram maior diversidade picofitoplacntonica nas planicies arenosas em
condigdes expostas. Para a fragdo nanofitoplanctonica estas condigfes representaram a menor

biodiversidade.

Palavras-chave: carbono; biomassa; metagendbmica 16S rRNA; Prochlorococcus;

Synechococcus



ABSTRACT

The South Equatorial - SEC and North Brazillian - NBC surface currents are directly
connected to the Atlantic Equatorial Gyre. These currents influence water movement and
contribution on the surface water in the brazilian oceanic archipelagos and the border of Brazil’s
northeast continental platform. The carbon stock of the cyanobacterias follow a coast->oceanic
archipelagos longitudinal gradient: PP>PA=IC>AC>FN>AS. The carbon stock along coast
corresponds to 1,04mg C m™, with relative stock of 2,69% Synechococcus and 0,48% of the
POC in Prochlorococcus. On the oceanic archipelagos, only 0,15mg C m™ are stocked in the
cyanobacterias, with a relative stock of 0,38% in Synechococcus and 0,10% of the POC in
Prochlorococcus on surface waters. Although equatorial waters are considered poor when it
comes to carbon stock, the carbon stocked on the surface keeps its levels throughout the year,
sustaining the primary productivity. The Saint Peter and Saint Paul Archipelago - AS shows
bigger POC oscillations due to its geographic position, being directly influenced by the SEC’s
seansonality. Altogether, 1.158.901 sequences have been represented in 56 taxons, within 48
belonging to cyanobacterias. Out of amount of taxons, 37 have been common among nano and
picophytoplanktonics fractions. Isolating the phytoplankton fractions by the longitudinal
gradient, coasts and islands, 4 distinct cenarios are built, in which only 20 taxons are common
among each other. The cenario with taxonomic exclusivity has been represented on the
archipelagos, on the nanophytoplanktonic, with 9 exclusive taxons. The genuses
Prochlorococcus and Synechococcus have been dominants, accumulating 98% of the total of
sequences in both phytoplanktonic fractions. The coastal replicates correlate more with
Synechococcus, while insular replicates have been dominated by Prochlorococcus. It hasn’t
been possible to establish a cyanobacterias’diversity coast—=>ilsand gradiente through 16S rRNA
sequences, because the sampled archipelagos are very distinct among each other. FN locations
showed bigger diversity levels and several rare taxons, even with average sequence abundance,
as far as AS locations showed fully opposite patterns. The environmental parameters that have
mostly dominated the cyanobacterias distribuition on the coast-island surface gradiente was the
temperature. The hydrodinamic variables and kind of substract revealed bigger
picophytoplanktonic ~ diversity on the surfaces on exposed conditions. For the

nanophytoplanktonic fraction, these conditions represented the smallest biodiversity.

Keywords: carbon; biomass; 16S rRNA metagenomic; Prochlorococcus; Synechococcus
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Figura 29. Agrupamentos pelas medias de beta diversidade das amostras costeiras. Os
agrupamentos foram baseados em matrizes de dissimilaridade pelo indice binario de Jaccard.
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Diversidade e estoque de carbono em cianobactérias na costa e nos arquipélagos da
porcéao oeste do giro Equatorial Atlantico

1. Introdugéo

Os organismos do fitoplancton desempenham a fundamental funcdo ecolégica de
produtores primarios, constituindo a base da cadeia tréfica dos ambientes aquaticos
(POMEROQY, 1974; AZAM et al, 1982; WALTER, et al., 2017). Estas microalgas utilizam
energia solar para sintetizar matéria organica e ATP (energia quimica), compostos que
garantem sua propria manutencdo e reproducdo, e, como subproduto, geram oxigénio
molecular (O2) liberado para a atmosfera, no processo conhecido como fotossintese
(POMEROQY, 1974; AZAM et al, 1982; KIRCHMAN, 2011). Portanto, promovem a continua
renovacgdo da matéria organica e garantem a manutencdo da vida aerébica na Terra, além de
atuarem em processos biogeoquimicos, sendo a chave para a ciclagem de nutrientes nos mais
diferentes biogeociclos, como o do carbono, onde atuam fixando matéria organica e
sequestrando carbono da atmosfera (MOORE et al., 1995; PROSSER et al, 2007;
DELORENZO & FLEMING, 2008; TORRES et al., 2008).
1.1. Fitoplancton

Com base em caracteristicas moleculares, a atual arvore da vida esta composta por
trés grandes ‘dominios’: Eucarya (eucariontes), Bacteria (inicialmente chamado eubactérias) e
Archaea (inicialmente chamado de arqueobactérias), sendo que estes ultimos dominios eram
denominados de procariotos (WOESE & FOX, 1977; PACE, 2007; HUG et al., 2016).

O termo fitoplancton (Tabela 1) se refere a um agrupamento genérico de espécies,
pois engloba diferentes taxons, contendo representantes de bactérias (cianobactérias) e
eucariontes (microalgas e protozoarios fotossintetizantes) (Figura 1). Todas as espécies que
fazem parte desse grupo apresentam caracteristicas comuns: (1) sdo microscopicas; (2)
possuem capacidade de realizar fotossintese; (3) estdo adaptadas para passar parte ou todo o
tempo de sua vida em suspensdo em aguas abertas oceanicas ou continentais (REYNOLDS,
2006). Vale ressaltar que constantemente estes taxons sdo atualizados e sofrem mudancas de
enquadramento e nomenclatura, porém neste estudo considera-se a classificagdo empregada
por Reynads (2006) (Tabela 1). No website livre do Registro Mundial de Espécies Marinhas

(World Register of Marine Species - WoRMS, http://www.marinespecies.org), assim como na

Lista de Algas do Mundo (Listing the World's Algae - AlgaeBase, http://www.algaebase.org/)

é possivel contextualizar futuras alteracfes taxonémicas.


http://www.marinespecies.org/
http://www.algaebase.org/

Tabela 1. Grupos taxonémicos representantes do fitoplancton dulcicola
e marinho (MOORE et al., 1995; ANDERSEN, 2005; REYNOLDS,
2006; HALLENBECK, 2017). Sendo a lacuna preenchida de cinza
escuro considerada relevante; cinza claro considerada pouco relevante
(baixa diversidade, distribuicdo ou biomassa); e a cor negra
considerada ausente ou escasso. Fonte: o proprio autor.

Domains Division/Phylum
(PACE, 1997) (REYNOLDS, 2006)

Freshwater Seawater

Bacteria Cyanobacteria

Glaucophyta

Prasinophyta

Chlorophyta

Euglenophyta

Cryptophyta
Raphidophyta
Xanthophyta

Eucarya

Eustigmatophyta
Chrysophyta
Bacillariophyta

Haptophyta

Dinophyta

Microalgae

A~y Protozoan
photosynthesizer

Thylakoid

Chloroplast

60 pm

Thylakoid

Chloroplast

Figura 1. Esquema dos principais representantes do grupo
fitoplancton (MOORE et al., 1995; ANDERSEN, 2005;
REYNOLDS, 2006; HALLENBECK, 2017). Fonte: o
préprio autor.



As cianobactérias sdo um expoente no grupo fitoplanctonico, pois sdo as Unicas
representantes do dominio Bacteria e estdo distribuidas em alta densidade nas &guas
continentais, oceanos e sedimentos.

As cianobactérias sdo seres primitivos, as quais habitam o planeta hd mais de 3
bilhdes de anos, inaugurando a transicdo da Terra anoxigénica as condicBes oxigenadas
através da fotossintese (SCHIRRMEISTER et al., 2011; HALLENBECK, 2017). Apresentam
diversas adaptagOes que as permitem ser cosmopolitas e apresentarem a maior biomassa dos
ambientes aquaticos, sendo importantes e fundamentais no processo de remineralizagdo do
carbono (POMEROY, 1974; AZAM et al, 1982; VAN DEN HOEK et al., 1997; WHITTON
& POTTS, 2000; VELDHUIS et al., 2005; KONOPKA, 2009; KIRCHMAN, 2011;
THOMPSON et al,, 2013b; HUG et al.,, 2016). Algumas espécies de cianobactérias
apresentam compostos secundarios chamados de cianotoxinas, e em eventos de floragdes elas
podem promover a morte de peixes e outros organismos alterando a cadeia trofica da area
afetada (WHITTON & POTTS, 2000; AZEVEDO & VASCONCELQOS, 2006). Fluxos de
matéria e energia nas teias alimentares oceanica sdo fortemente dependentes desses
microorganismos, sendo o principal elemento da fixacdo de carbono pelo processo da
fotossintese e assim na produgdo primaria (POMEROY, 1974; AZAM et al, 1982;
ITURRIAGA & MITCHELL, 1986). Este grupo possui fundamental importancia para a
manutencdo da vida em &reas de ressurgéncia costeira, areas associadas a pesca e no centro
dos giros oceanicos (areas oligotroficas) (FIGUEIRAS et al., 2014). Além das cianobactérias
outros grupos apresentam elevada diversidade e biomassa, como as cloréfitas ou algas verdes
(filo Chlorophyta), diatomaceas (filo Bacillariophyta) e dinoflagelados (filo Dinophyta). Estes
grupos compdem grande parte da diversidade de microalgas.

As algas verdes (atuais clorofitas) receberam este nome por possuirem cloroplastos
(organelas de caracteristica esverdeada importantes no processo de fotossintese) em
abundancia e em formas exageradas e bem variaveis (estrela, espiralado, parietal, etc.). Em
sua maioria sdo representantes de ambientes continentais (lagos, rios, solos Umidos)
(ANDERSEN, 2005; REYNOLDS, 2006).

As diatomaceas por sua vez, apresentam uma parede celular muito singular
constituida de silica e carboidratos (auséncia de celulose), denominada frdstula, que é
composta por duas valvas que se encaixam e as copulas ou bandas (encaixe das valvas). Com
base na morfologia das valvas as diatomaceas podem ser divididas em céntricas e penadas
(TOMAS, 1997; REYNOLDS, 2006). As diatomaceas e outras duas ordens de microalgas
marinhas, a Dictyochales - silicoflagelados (filo Ochrophyta - ndo abordado anteriormente,
pois corresponde principalmente a macroalgas, possuindo apenas algumas classes
unicelulares pertencentes ao fitoplancton), e Coccolithophoridales - cocolitoforideos (filo

Haptophyta) que sdo fundamentais para o biogeociclo de silicatos e do carbonato de calcio
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nos oceanos, respectivamente (ANDERSEN, 2005; REYNOLDS, 2006; PROSSER et al,
2007).

Ja os dinoflagelados sdo microalgas biflageladas fotossintetizantes, que podem
possuir uma parede celular composta de celulose chamada de teca (placas poligonais) ou
simplesmente serem células nuas (atecadas). Durante grandes floracbes, os géneros
Prorocentrum, Ceratium, Cochlodinium, Gymnodinium, Gonyaulax podem produzir
substancias potencialmente toxicas, resultando em eventos de floragdes algais nocivas,
anteriormente denominadas “marés vermelhas”, causando a morte de peixes e alterando a
cadeia trofica (TOMAS, 1997; REYNOLDS, 2006).

O filo Euglenophyta também apresenta peculiaridades, pois agrupa 0s protozoarios
fotossintéticos facultativos (flagelados - classe Euglenophyceae), que em condigdes
apropriadas tém a capacidade de realizar fotossintese, e na auséncia de luz podem sobreviver
como organismos heterotréficos (utilizando fagocitose para obtencdo de alimento). Devido a
essa amplitude metabdlica, ocupa nichos ricos em matéria organica, sendo um excelente
bioindicador de ambientes poluidos (TOMAS, 1997; ANDERSEN, 2005; REYNOLDS,
2006).

Com base na classificacdo taxonémica, o fitoplancton pode apresentar
particularidades morfofisioldgicas, ou possuir diferentes formas de vida, pois podem ocorrer
agrupados ou livres (Tabela 2). E ainda podem ter especializacbes para se
movimentar/sustentar na coluna d’agua (Tabela 3) (MOORE et al., 1995; REYNOLDS, 2006;
HALLENBECK, 2017): (1) flagelo, estrutura alongada no exterior das células formado por
um aparato proteico que propicia a locomogdo ativa; (2) mucilagem, revestimento composto
por polissacarideos que envolvem as células com fungdo de protecdo, flutuacdo e/ou
locomocao; (3) aerétopo, vactolo de gas no interior das células que auxilia na flutuacao; (4)
acineto, é uma célula diferenciada e aumentada que acumula granulos de reserva, formado em
condigdes ambientais desfavordveis entremeando cadeias filamentosas de cianobactérias, e
gue atua como um esporo de resisténcia de elevado peso, o qual decanta sobre o sedimento,
gerando um novo organismo; (5) heterocisto, célula altamente especializada com a funcéo de
fixar nitrogénio atmosférico, formado em condi¢cdes ambientais desfavoraveis entremeando
cadeias filamentosas de cianobactérias, disponibilizando o composto fixado para o restante da

cadeia, além de auxiliar na flutuag&o.
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Tabela 2. Diferentes formas de vida dos grupos fitoplanctdnicos. Espagos marcados de
cinza escuro indicam que tal grupo apresenta esta forma de vida (MOORE et al., 1995;

ANDERSEN, 2005; REYNOLDS, 2006; HALLENBECK, 2017). Fonte: o proprio
autor.

Life forms
Unicellular Colonial

Filamentous

Domains Division/Phylum
(PACE, 1997) (REYNOLDS, 2006)

Bacteria Cyanobacteria

Glaucophyta
Prasinophyta
Chlorophyta

Euglenophyta
Cryptophyta
Raphidophyta
Xanthophyta
Eustigmatophyta
Chrysophyta
Bacillariophyta

Eucarya

Haptophyta

Dinophyta

Tabela 3. Principais especializa¢fes do fitoplancton para movimentacdo e sustentagdo na coluna da agua. Espacos marcados de

cinza escuro indicam que respectivo grupo apresenta esta especializacdo (MOORE et al., 1995; ANDERSEN, 2005;
REYNOLDS, 2006; HALLENBECK, 2017). Fonte: o proprio autor.

Specializations

Flagella Mucilage Aerotope Acineto Heterocyst

Domains Division/Phylum N,
(PACE, 1997) (REYNOLDS, 2006)

Bacteria Cyanobacteria

Glaucophyta

Prasinophyta

Chlorophyta
Euglenophyta
Cryptophyta
Raphidophyta
Xanthophyta
Eustigmatophyta
Chrysophyta
Bacillariophyta
Haptophyta
Dinophyta

Eucarya




Além da divisdo taxondmica, o fitoplancton também pode ser classificado pelo ponto
de vista ecoldgico, esta classificacdo ndo é modulada pelos grupos taxondémicos, uma vez que
diferentes espécies dentro do mesmo clado podem apresentar formas (arredondadas, ovais,
septiforme, com projecdes, espinhos, etc.) e tamanhos muito variados (Figura 2).

Picophytoplankton
(0.2 —2pum)

Nanophytoplankton
(2 —20um)

Microphytoplankton
(20 — 200pm)

Mesophytoplankton
(200pm —2mm )

9661 sploufay

Macrophytoplankton
(>2mm)

Figura 2. Classificacdo do fitoplancton de acordo com a dimensao linear
méaxima (diametro) seguindo a nomenclatura proposta por Sieburth et al.
(1978). Fonte: adaptado de Reynolds (1996).

1.2. Cianobactérias

As cianobactérias estdo representadas por algumas espécies que estdo dentro da
fracdo nanofitoplanctonica e ainda englobam todos os representantes do picofitoplancton,
sendo estas fracdes correspondentes a maior parte da biomassa em &guas oligotroficas, areas
nas quais os nutrientes estdo em concentracdo extremamente baixa (<10nM) (ITURRIAGA &
MITCHELL, 1986).

Esses microrganismos possuem caracteristicas Unicas e, portanto, papéis Unicos no
meio ambiente desempenhando a mesma funcao principal das algas eucaridticas, a producéo
primaria. De fato, as cianobactérias compartilham muitos tragos fisiolégicos com algas
eucarioticas e plantas superiores, usando 0 mesmo mecanismo para converter a energia da luz
em energia quimica e convertem o carbono inorganico em carbono organico pelo mesmo
caminho, o ciclo de Calvin-Benson-Bassham (CBB), ou apenas, ciclo de Calvin (enzima
rubisco) (COHEN & GUREVITZ, 2006; GAULT & MARLER, 2009; PALINSKA &
SUROSZ, 2014). Mas em todos 0s outros aspectos, as cianobactérias sdo fieis ao dominio
Bacteria, ndo possuindo cloroplastos ou organelas, e apresentando paredes celulares com

componentes como &cido murdmico e lipopolissacarideos que sdo encontrados apenas em



bactérias gram-negativas (WHITTON & POTTS, 2000; VELDHUIS et al., 2005; COHEN &
GUREVITZ, 2006; GAULT & MARLER, 2009).

Assim como outros procariotas, as cianobactérias contém duas estruturas de acido
desoxirribonucleico, 0 DNA cromossémico e uma subunidade menor auténoma, molécula
extra-cromossémica chamada de plasmideo. Ambos os tipos de DNA podem ser usados para
0 processo de gene-transferéncia e manipulacio (ZHAXYBAYEVA et al., 2006).
Inicialmente o genoma de cianobactérias foi escalonado pela medida de massa atdmica, sendo
que um trabalho pioneiro identificou um tamanho médio de 1,6x10° daltons (Da) em cepas
cultivaveis unicelulares, comparavel com outros genomas bacterianos descritos até aquele
momento. E cerca de 8,6x10° Da para cepas filamentosas maiores, excedendo os maiores
genomas descritos até 0 momento para procariotas (HERDMAN et al., 1979). Essa gigantesca
massa de DNA levantou a possibilidade de que algumas sequéncias (regides) de DNA ndo
possuissem uma capacidade de codificacdo, chamadas atualmente de introns (HERDMAN et
al., 1979; COHEN & GUREVITZ, 2006). Técnicas moleculares modernas podem identificar
de maneira precisa 0 comprimento real dos genomas e sua sequéncia exata de nucleotideos
(pares de base - pb). As cianobactérias, possuem uma variacdo no tamanho do genoma de
1,6Mb (Prochlorococcus sp. MIT9301) até 9,2Mb (Nostoc punctiforme PCC 73102) (SHIH et
al., 2013). Géneros unicelulares e ndo nitrogenados, como Prochlorococcus sp. e
Synechococcus sp. possuem o0s menores tamanhos de genoma e representam biomassa
significativa nos ecossistemas aquaticos (JIANG et al., 2010). Enquanto as cianobactérias
filamentosas compreendem o maior tamanho do genoma, como Nostoc sp. PCC 7120,
Anabaena variabilis ATCC 29413 e Trichodesmium sp. IMS 101 (JIANG et al., 2010). Os
genomas de cianobactérias revelam uma histéria evolutiva complexa, que ndo pode ser
representada por uma Unica arvore estritamente bifurcada & maioria dos genes
(ZHAXYBAYEVA et al., 2006).

1.3. Filogenia de microrganismos (16S rRNA)

As técnicas modernas de analise molecular, estdo atualmente, se posicionando como
definitivas para resolver varias questdes de classificacdo taxondmica dentre o0s
microrganismos, procariotos ou eucariotos. Anteriormente apenas cepas cultivaveis em meios
artificiais podiam ser classificadas e enquadradas dentro de arvores filogenéticas. Portanto, a
grande maioria dos microrganismos dos ambientes naturais estava inacessivel ao advento das
analises moleculares independentes de cultivo, as quais utilizam a heterogeneidade de
sequéncias de genes para ter acesso a diversidade microbiana em um determinado ambiente
(VANDAMME et al., 1996; BOYER et al., 2001; COLARES, 2014). Menos de 1% dos
microrganismos encontrados em ambientes aquaticos, sedimentos e solos sdo recuperados em
meios de cultivos, sendo estimado até o presente momento, que apenas 0,1% a 10% das

espécies existentes foram descobertas e identificadas, dependendo do habitat estudado



(AMANN et al., 1995; BEZERRA, 2015). Sendo assim, 0 que ndo era representativo antes
das técnicas independentes de cultivo, agora pode ser melhor mensurado obtendo uma
diversidade mais proxima do real aos microrganismos presentes nos ambientes naturais, assim
como ndo era representativo ao real agrupamento destas espécies.

Os primeiros genes a serem utilizados em tais estudos correspondiam aos acidos
ribonucleico ribossomais (rRNA), que codificam as estruturas dos ribossomos intracelulares.
Estas macromoléculas possuem regifes que sdo consideradas conservadas estrutural e
funcionalmente ao mesmo tempo em que apresentam regides conservadas; regifes variaveis;
e regides hipervariaveis, tanto na estrutura primaria quanto na secundaria, suficientemente
variaveis para determinar relacGes filogenéticas proximas (COLARES, 2010; BEZERRA,
2015). As sequéncias conservadas podem ser utilizadas para medir a distancia evolutiva
mesmo entre organismos mais distantemente relacionados, diferenciando indices de
mudangas evolutivas pela sequéncia de nucleotideos (PACE, 1997). E estas regides ndo estdo
sujeitas a sofrer mudancas rapidas em sua sequéncia, ao menos pela sua funcdo central na
expressdo de genes (WOESE et al.,1990; SINCLAIR et al., 2015). Desta forma, o gene do
rRNA é um excelente crondmetro molecular, além de ser encontrado em todos 0s organismos,
e serem essenciais para a sintese de proteinas.

Existem trés distintos RNAr em procariotos, separados devido sua massa molecular
estimada em ultra-centrifuga: o 5S (~120 nucleotideos), o0 16S (~1600 nucleotideos) e 0 23S
(~3000 nucleotideos). As porcdes 5S e 16S tém sido as mais utilizados para a maioria dos
estudos em ecologia microbiana, principalmente por razdes técnicas e histéricas (PACE, 1997
COLARES, 2014). O 5S RNAr, foi largamente utilizado no final dos anos 1960 para analise
de sequéncias, entretanto, a escassez de regides de variabilidade limitou a sua utilizaco,
devido a sua diminuta sequéncia. Ja 0 23S apresenta, tipicamente, diversas regides de elevada
variacao, incluindo insercdes e/ou delecdes. Atualmente, o0 16S RNAr é considerado com um
tamanho apropriado para analises filogenéticas, por justamente possuir distintas regiGes que
compartimentalizam distintas informacgdes, mais recentes (V1-V9) e concomitantemente
sequencias mais conservadas (C1-C9) (PETROSINO et al., 2009). Particularmente para
bactérias e arqueias, 0 gene 16S RNAr é usado para determinar as relagdes filogenéticas
(BOYER et al., 2001; COLARES & MELO, 2013; VETROVSKY & BALDRIAN, 2013;
SINCLAIR et al., 2015; HALLENBECK, 2017). A anélise atual das arvores filogenéticas
bacterianas muitas vezes dependem da construgdo de clusters de similaridade entre as
espécies (OTUs - Operational Taxonomic Units) pelo genes 16S rRNA (VETROVSKY &
BALDRIAN, 2013).

Os avangos recentes na gendmica bacteriana permitem analisar o conjunto de dados

existente para responder questdes importantes sobre o potencial do 16S na ecologia e



taxonomia da comunidade bacteriana (ACINAS et al., 2008; VETROVSKY & BALDRIAN,
2013).

A necessidade de uma definicdo de espécie com base em gendmica esta emergindo de
varios estudos independentes em todo o mundo, buscando uma definicdo de maneira
unificada (THOMPSON et al., 2013a). Mas se tratando apenas da analise de sequéncias
provindas do sequenciamento do rRNA e considerando a unidade taxondmica de espécie
como a base da classificagdo filogenética, pelo menos 98,8% da sequencia de 16S rRNA tem
de ser distinta para configurar duas espécies diferentes (VANDAMME et al., 1996;
WALTER, et al., 2017).

Os eucariotos, geralmente, possuem diversas copias dos genes rRNA, porém
organizados em repeticGes. As subunidades dos ribossomos eucariotos possuem quatro tipos
de rRNA citoplasmatico, as subunidades 28S; 5,8S; 18S e 5S. O 18S rRNA dos eucariotas
tem a mesma funcéo filogenética que o 16S rRNA aos microrganismos do dominio Bacteria
(VAULOT et al., 2008; VETROVSKY & BALDRIAN, 2013).

A andlise do DNA em si, é uma das formas mais integras de diferenciacdo de
espécies. Devido, ainda, aos altos custos de sequenciamento de genomas inteiros, poucas
comparacdes de genomas integrais suprem uma filogenia baseada apenas neste tipo de anélise
(VANDAMME et al., 1996). Primeiramente, uma diferenca de nucleotideos >70% para dois
genomas integrais, poderia ser considerada valida para configurar duas distintas espécies pela
técnica de hibridacdo do genoma-genoma (GGDH) in silico (via executada ou simulada por
software) (VANDAMME et al., 1996). Outras abordagens mais recentes, ainda utilizando o
DNA, complementam que para definir cepas das mesmas espécies microbianas, tem de
compartilhar: >95% da identidade média de aminoacidos (AAI) e da identidade média de
nucleotideo (ANI); > 95% de identidade baseada em genes de alinhamento multiplos; <10
para a assinatura gendmica de Karlin (THOMPSON et al.,, 2013a). E ainda se aborda
atualmente em taxonomia molecular que espécies do mesmo género formardo grupos
monofiléticos com base em sequéncias de genes 16S rRNA, analise de sequéncias multilocus
(MLSA) e analises supertree (uma Unica arvore filogenética gerada a partir de uma
combinacgdo de &rvores filogenéticas menores, usando conjuntos de dados morfoldgicos e
moleculares) (THOMPSON et al., 2013a).

Lembrado que as técnicas serdo devidamente abordadas em um tépico mais abaixo.
1.3.1. Taxonomia das cianobactérias

As cianobactérias sdo muito distintas metabolica e morfologicamente, sendo um dos
grupos mais diversos dentre os procariotos, o qual é famoso pela classificacdo problematica e
excepcionalmente tumultuada. Elas sdo, indiscutivelmente, um dos grupos mais antigos do
planeta Terra, com alguns representantes fésseis muito semelhantes morfologicamente as
espécies atuais (KOMAREK et al.,, 2014; HALLENBECK, 2017). Inicialmente foram



classificadas juntos as plantas (eucariotos), e somente posteriormente foram reclassificadas
como bactérias (STANIER et al.,1978), com base nas suas caracteristicas morfoldgicas. Tal
sistema de classificacdo continha 5 grandes ordens e foi bem sucedido, considerando apenas
culturas puras (CASTENHOLZ, 2001; CAVALIER-SMITH, 2002; WATERBURY, 2006).
As cinco ordens eram agrupadas em: Chroococcales (cianobactérias unicelulares com
reproducdo por fissdo binaria e formas de cocos, hastes (bastonetes) ou ainda agregados
celulares); Pleurocapsales (reproducdo por fissdo mudltipla, desde formas unicelulares a
agregados celulares); Oscillatoriales (cianobactérias filamentosas ausentes de células
especializadas e divisdo celular por fissdo binaria com formas de haste e/ou disco);
Nostocales (filamentosas com células especializadas, que se dividem por fissdo binaria);
Stigonematales (filamentosas com mesmo grau de diferenciagéo celular que os membros da
familia Nostocales, e ainda sdo capazes de se dividir por fissdo binaria em multiplos planos,
com ramificacdes verdadeiras) (CASTENHOLZ, 2001; CAVALIER-SMITH, 2002;
WATERBURY, 2006).

Avancos tecnolégicos como, por exemplo, o sequenciamento de larga escala,
permitiram uma rapida caracterizagdo das comunidades de cianobactérias, sustentando cada
vez mais a abordagem polifasica (informagbes genotipicas associadas as fenotipicas) na
taxonomia de cianobactérias (PALINSKA, K.A.; SUROSZ, 2014).

O sistema de classificacdo vigente utiliza uma abordagem combinada com o fendtipo,
composicdo ultraestrutural, métodos ecoldgicos, bioquimicos e moleculares com a aplicacao
de ‘iniciadores’ (primers especificos, pequenas sequencias iniciadoras que codificam uma
parte de interesse do DNA para posterior amplificacdo em PCR - reacdo em cadeia da
polimerase) (URBACH et al., 1992; NUBEL et al., 1997; LALOUI et al., 2002; KOMAREK
et al., 2014). Komarek e colaboradores (2014) e Komarek (2016a; 2016b) propuseram 8
ordens com 45 familias de cianobactérias (HALLENBECK, 2017), que estdo devidamente
descritas em anexo no final do documento (ANEXO 1). Com destaque para a ordem
Synechococcales, que contem os géneros mais abundantes dentro da cianobactérias. Esta
grande ordem possui 11 familias e ~70 géneros, com representantes definidos como ndo
monofiléticos, com tipos unicelulares e filamentosos. Este grupo estd unido pela presenca de
tilacdides parietais. Com uma maior amostragem futura sera possivel revisar melhor este
grupo. A familia 2.1 Synechococcaceae (17 géneros) ainda precisa de estudo e revisdo em
todos os niveis taxondmicos, devido a extensa complexidade. Apresentam formas coloniais e
envelopes mucilaginosos, o género Neosynechococcus é uma linhagem independente
recentemente descrita, morfologicamente semelhante ao género Synechococcus. O género
Synechococcus é um dos mais amplos desta familia com uma linhagem independente que
ainda se apresenta indevidamente descrita (KOMAREK et al., 2014; KOMAREK, 2016a;

2016b). Outra familia que necessita de uma extensa revisao ¢é a 2.2 Prochloraceae com apenas
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dois géneros marinhos, caracterizada pela presenca de clorofila-b. O género Prochlorococcus,
é um dos mais importantes géneros na producdo primaria dos oceanos, apresentando uma
subdivis@o em dois grupos ecologicamente distantes, os adaptados a alta luminosidade, e os
adaptados a baixa luz. As relacfes taxondmicas deste ultimo género com algumas espécies
marinhas de Synechococcus sp. ainda ndo estfo devidamente esclarecidas (KOMAREK et al.,
2014; KOMAREK, 2016a; 2016b). As outras familias deste grupo sdo: Merismopediaceae;
Coelosphaeriaceae; Acaryochloridaceae; Chamaesiphonaceae; Romeriaceae;
Pseudanabaenaceae; Leptolyngbyaceae; Heteroleibleiniaceae; Schizotrichaceae.

Um trabalho recente agrupou a analise ecolégica com a abordagem genética baseada
na distancia genoma/genoma, propondo uma nova forma de classificacdo das cianobactérias
fotétrofas oxigenadas. Esta nova forma de classificagdo é denominada Taxonomia Gendmica
de Cianobactérias (CGT), que junta a taxonomia formal de cianobactérias acoplada a floresta
de siglas existentes (OTUs) (WALTER, et al., 2017). Tal estratégia ecogendmica analisa a
distribuicdo e abundancia relativa de distintos nichos ecoldgicos e integra a taxonomia
gendmica. Como resultado, houve a distincdo de trés grandes grupos ecoldgicos de
cianobactérias que foram coerentemente distribuidos pelos agrupamentos taxonémicos
molecular. Considerando 99 genomas completos, estas foram distribuidas em: cianobactérias
de baixa temperatura; cianobactérias copiotréficas (encontradas em ambientes ricos em
nutrientes, particularmente em carbono, sdo o0 oposto das oligotroficas) de baixa temperatura;
e cianobactérias oligotroficas de alta temperatura (WALTER, et al., 2017). Porém esta nova
forma de agrupamento considerando a ecogendmica somente foi testada para bactérias que
possuem genomas inteiros sequenciados, sendo ainda muito limitada.

1.3.2. Géneros Synechococcus e Prochlorococcus (picofitoplancton)

Os géneros cocdides Synechococcus e Prochlorococcus sdo os mais representativos
dentre as cianobactérias para a producdo primaria em habitats naturais (ITURRIAGA &
MITCHELL, 1986; PARTENSKY et al., 1999; KIRCHMAN, 2011; FIGUEIRAS et al.,
2014). Um trabalho pioneiro na década de 1980 demostra que organismos na fragdo de
tamanho menor que 1pm (picoplancton) sdo responsaveis pela fixacdo de 90% do **CO, nos
primeiros metros da coluna da agua no oceano Pacifico Tropical (LI et al., 1983). Uma
analise de microscopia subsequente confirmou que uma significativa parcela dessa biomassa
pertencia as cianobactérias cocoides, extrapolando que cerca de 25% da producdo primaria
global é produzida por cianobactérias (LI et al., 1983; ITURRIAGA & MITCHELL, 1986;
KIRCHMAN, 2011; LINDELL, 2014).

O género Synechococcus é rico em ficobiliproteinas, pigmentos facilmente visiveis
quando excitados por microscopia de epifluorescéncia, sendo 0s primeiros a serem
identificados devido a essa caracteristica (PARTENSKY et al., 1999). As cianobactérias

costumavam ser chamadas de algas azuis, e este termo cromatico é muito preciso para o

11



género Synechococcus, uma vez que tal género apresenta o pigmento ficocianina que confere
um tom azulado a célula. Este género também possui os pigmentos: clorofila-a (0 de maior
abundancia na célula), ficobilina (coloragdo avermelhada) e ficoeritrina (alaranjada). Estes
dois ultimos pigmentos permitem que os organismos unicelulares flutuem em ambientes
pouco iluminados e ocasionalmente superam as algas eucaridticas.

Ambos o0s géneros discutidos neste topico variam distintamente com a profundidade,
apresentando migracdo vertical. Synechococcus geralmente é encontrado numa camada
superior na coluna de agua em relacdo a Prochlorococcus, embora os dois grupos de
cianobactérias estejam adaptados a intensidade e qualidade da luz encontrada mais
profundamente na coluna de 4gua (HOFFMANN, 1999; LINDELL, 2014). A distribuicdo
global de Prochlorococcus varia de 40°S a 40°N de latitude e as espécies podem ser
encontradas em toda a zona eufética. Em contraste, Synechococcus tem uma distribuicdo
muito mais ampla que varia das aguas do Avrtico, até 70°N até 50°S, mas n&o é encontrada ao
sul da frente polar (VELDHUIS et al., 2005).

Devido a auséncia dos pigmentos acessorios (ficobiliproteinas) na maioria das
espécies do género Prochlorococcus, estas somente foram descobertas posteriormente as
Synechococcus, gracas ao advento da técnica da citometria de fluxo (CHISHOLM et al.,
1988), apresentando uma coloracdo esverdeada devido a presenca majoritaria de clorofila-a e
clorofila-b, também chamada neste grupo em especifico como divinil-clorofila (clorofila
modificada com picos de absorcdo levemente superiores aos da clorofila de microalgas
eucariotas e plantas superiores) (GOERICKE & REPETA, 1993; ITO & TANAKA, 2011).
Tal género € atualmente um dos mais bem estudados microrganismos marinhos (CHISHOLM
et al., 1988; PARTENSKY et al., 1999; HEYWOQOOD et al., 2006; JOHNSON et al., 2006;
HALLENBECK, 2017). Até recentemente, a estrutura taxondmica do género
Prochlorococcus estava mal definido, sendo que durante muitos anos apenas uma espécie
havia sido formalmente descrita neste género, chamada P. marinus (CHISHOLM et al.,
1988). Esta espécie foi descrita posteriormente com dois ecétipos, utilizando o nicho e 0s
pigmentos como marcadores taxondmicos. Estes dois ecOtipos habitam diferentes
profundidades: um eco6tipo de elevada luminosidade e uma baixa taxa clorofila-a / clorofila-b
(chl-a / chl-b); e um ecotipo de baixa luminosidade e uma alta relagdo chl-a / chl-b. Como
esperado, o ecotipo de baixa luz geralmente é encontrado mais profundo na coluna de agua do
gue o ecOtipo de alta luminosidade. Os genes do rRNA 16S isolados destes dois ecotipos
diferem muito pouco com uma similaridade superior a 97%, apenas valores menores a essa
porcentagem que podem ser separadas as espécies, por isso sdo chamados de ecOtipos
(ROCAP et al., 2002; 2003; KIRCHMAN, 2011; AHLGREN et al., 2006; BATMALLE et
al., 2014). Até 2013 havia 13 genomas completos representativos de cepas cultivadas e mais

100 metagenomas marinhos (genes 16s rRNA) deste grupo, que foram investigados a fim de
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determinar a estrutura taxonémica; sendo que P. marinus se enquadrou como espécie criptica
a outra 10 espécies (THOMPSON et al., 2013a). Considerando 0s metagenomas e 0s genomas
completos, estipula-se que podem haver um total de 35 espécies de Prochlorococcus nos
oceanos do mundo, mas algumas espécies (por exemplo, Prochlorococcus chisholmii
AS9601T) sdo muito abundantes, enquanto outras (por exemplo, Prochlorococcus swingsii
MIT9313T) parecem estar restritas a menos locais (THOMPSON et al., 2013a). Thompson e
colaboradores (2013) discutem que a incongruéncia entre a designacdo de ec6tipo é dada a
distintas populacfes dentro da mesma espécie, com sutis preferéncias de nicho. Enquanto a
designacdo de espécie se refere a organismos que se diversificaram ha muito tempo e,
portanto, possuem distintos genomas e fenétipos (THOMPSON et al., 2013a).

Os dois géneros sdo encontrados em abundancia em oceanos abertos em baixas
latitudes (dgua salgada), embora algumas espécies de Synechococcus também ocorram em

lagos oligotréficos (aguas continentais) (Tabela 4).

Tabela 4. Principais caracteristicas dos géneros cocoides (picofitoplancton) de maior
importancia na producdo primaria nos giros ocednicos. Fonte: adaptado de Kirchman

(2011).
Two Major Coccoid Cyanobacterial Genera
Property Synechococcus Prochlorococcus
Size (diameter) 1.5-1.0um 0.7 um
Chlorophyll a Yes Yes (Modified)
Chlorophyll b No Yes
Phycobilins Yes Fill Strains
Habitat Marine and freshwater Marine
Distribution Cosmopolitan Oligotrophic Zones
N, Fixation Fill Strains No

1.3.3. Ecologia microbiana

O estudo da diversidade da microbiota pela aplicacdo das técnicas moleculares
fundamenta a ecologia microbiana, esta ciéncia emergente tenta compreender as relacdes dos
microrganismos e suas fungbes ecossistémicas e metabdlicas com o meio (forcantes
ambientais), promovendo uma melhor descricdo e compreensdo das diferentes trocas
energéticas e funcionais dos mais variados microbiomas (BARTON & NORTHUP, 2011). A
medida que os métodos para determinar a diversidade molecular das comunidades
microbianas se tornam mais acessiveis, aumenta 0 desafio dos ecologistas microbianos de
vincular a estrutura das comunidades naturais com suas fun¢bes (SCHMIDT, 2006). A rapida
acumulacdo de dados moleculares (sequéncias) esta evidenciando uma diversidade ainda
maior, além de novas funcdes e novos nichos (PROSSER et al., 2007). Devido a filogenia
baseada no 16S rRNA, é possivel atualmente estabelecer uma nogdo mais real da extensa

diversidade de microrganismos que habitam o planeta, estimado recentemente que a Terra
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estd habitada por 10™-10'? de espécies microbianas. Sendo que apenas ~10* das espécies
podem ser cultivaveis (LOCEY & LENNON, 2016).

A aplicagdo de andlises estatisticas multivariadas tornou-se uma caracteristica
consistente na ecologia microbiana (BUTTIGIEG & RAMETTE, 2014). O agrupamento das
unidades gendmicas entre si (OTU clustering) e entre as variaveis ambientais demandam,
obrigatoriamente, tais ferramentas estatisticas uni- e multivariadas (SINCLAIR et al., 2015).
Existem atualmente inimeros softwares, pacotes e plataformas para processamento de dados
em bioinformatica, a fim de estabelecer um script adequado para as investigacdes
multivariadas (pipeline). As ferramentas atuais para o tratamento multivariado aplicado a
bioinformatica sdo: a plataforma MOTHUR, sendo a pioneira e ainda utilizada (SCHLOSS et
al., 2009); a plataforma QIIME - Quantitative Insights Into Microbial Ecology (CAPORASO
et al., 2010), é mais utilizada atualmente com o maior numero de citaces sendo especifica
para fragmentos 16S ou 18S rRNA (SINCLAIR et al., 2015); a plataforma UPARSE
(EDGAR, 2013), é focada em genes amplificados e vem ganhando espaco no meio cientifico
da bioinformatica por ser a mais moderna e sensivel (SINCLAIR et al., 2015); o laboratério
virtual BIOVEL - Biodiversity Virtual e-Laboratory (HARDISTY et al., 2016); o laborat6rio
virtual GUSTA ME - Guide to Statistical Analysis in Microbial Ecology (BUTTIGIEG &
RAMETTE, 2014); e o pacote estatistico PHYLOSEQ para R scripts (MCMURDIE &
HOLMES, 2014).

Embora todos os pipelines supracitados abordem analises multivariadas muito
similares, ndo se pode ficar preso aos padrGes estatisticos e ao fluxo de trabalho como se
fossem ‘receitas de bolo’. Para uma ideal conclusdo dos dados, a bioinformatica deve ser
associada com extremo rigor as peculiaridades de cada ecossistema. Necessita-se de uma
abordagem adequada caso-a-caso para o0s fendmenos investigados (BUTTIGIEG &
RAMETTE, 2014; SINCLAIR et al., 2015).

Elementos importantes de pesquisa em ecologia da comunidade microbiana incluem,
cada vez mais, a analise de vias funcionais associadas aos recursos nutricionais e fluxos de
energia. Desse modo, é possivel abordar uma compreensdo mecanicista de interacdes entre
populacdes microbianas 0 meio ambiente e 0s compostos bioativos emergentes, geralmente
provenientes do metabolismo secundario em estratégias de redundancia funcional e
estabilidade do sistema (KONOPKA, 2009).

1.3.4. Técnicas moleculares aplicadas a ecologia molecular

A analise dos ecossistemas microbianos é atualmente um exercicio taxondmico, que
se utiliza de ferramentas experimentais para a obtencdo de sequéncias de genes. A espécie € 0
elemento central da sistematica bacteriana, assim técnicas modernas se concentram em

distinguir, de maneira eficiente, esta posicao taxondmica.
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Existem diversas técnicas de extracdo de DNA, sendo que ao final do processo todas
isolam um peso muito rarefeito de macromoléculas de &cidos nucleicos, que sdo solvidas em
um tampéo de eluicdo (agua ultrapura ou uma solucdo TRIS-HCI de baixa molaridade).
Devido a esta baixa recuperacdo ha necessidade de amplificacdo destas macromoléculas. A
técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) possibilita milhdes de copias de sequéncias
alvo-especificas e/ou aleatérias. Os métodos indiretos de analise destes fragmentos
amplificados sdo chamados de fingerprint ou ribotipagem, e possuem um baixo poder de
resolugdo aos perfis gerados pelos fragmentos. Este perfil é dado por uma imagem em um gel
de eletroforese. Sdo chamados de indiretos, pois analisam bandas estabelecendo uma
composicdo de comunidade. Tais bandas, comumente, ndo passam pelo processo de
identificacdo taxondmica (MUYZER et al., 1993). As técnicas dependentes de PCR mais
comumente utilizadas nos estudos de diversidade microbiana sdo (VANDAMME et al.,
1996): DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis; RAPD - Random Amplified
Polymorphic; T-RFLP - Terminal-Restriction Fragment Length Polymorfism; TGGE -
Temperature Gradient Gel Electrophoresis; ARISA - Automated Ribosomal Intergenic Spacer
Analysis; RISA - Ribosomal Intergenic Spacer Analysis; SSCP - Single-Strand
Conformational Polymorphism; ASDRA - Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis
(Figura 3).

A técnica da PCR-DGGE, especialmente, se tornou um meio rapido de se comparar e
estudar a estrutura de comunidade sem o uso de metodologias de cultivo. Investigando
aspectos basicos de comunidades (COLARES & MELO, 2013). Tal técnica consiste na
eletroforese de fragmentos de genes do rRNA 16S amplificados previamente por PCR, onde
cada um dos iniciadores apresenta uma regido rica em G+C (grampo GC) com uma sequéncia
5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3’ (MUYZER et al.,
1993). Este grampo tem o objetivo de impedir a desnaturacdo total da dupla fita do DNA
durante a eletroforese, em gel de poliacrilamida contendo um crescente gradiente de
desnaturantes (uréia e formamida). Os compostos desnaturantes rompem as pontes de
hidrogénio entre os nucleotideos, possibilitando a separacdo de fragmentos do mesmo
tamanho, mas com composi¢do nucleotidica diferente. Portanto a DGGE é baseada na
mobilidade eletroforética da molécula de DNA parcialmente desnaturada no gel de
poliacrilamida, resultando em diferentes fragmentos de DNA migrando no gel em posicoes
diferentes. Os diferentes padrfes de bandas gerados sdo caracteristicos de cada comunidade
(MUYZER et al., 1993).

Outras estratégias baseiam-se no sequenciamento dos acidos nucleicos ou fragmentos
amplificados, analisando sequéncias tanto das bibliotecas de clones, quanto das bibliotecas
gendmicas e de 16S rRNA (Figura 3). O sequenciamento permite uma andlise direta das

sequéncias, tendo um maior poder de resolugdo (MACLEAN et al., 2009). O método de
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Sanger foi pioneiro, envolvendo a extracdo de DNA total, amplificacdo por PCR de genes de
interesse, clonagem e posterior sequenciamento.

Além da biblioteca de clones ser muito trabalhosa, ela ndo consegue abranger toda a
diversidade presente em uma amostra. Esses fatores limitantes incentivaram o
desenvolvimento de novas tecnhologias de sequenciamento, chamadas de “nova geragao”, os
quais permitiram reduzir os custos, evitar a clonagem, promover a miniaturizacdo das reagoes,
alto rendimento, e uma analise em profundidade dos micro-organismos ou genes funcionais
presentes nos ambientes (MACLEAN et al., 2009; SINCLAIR et al., 2015). Dentre as
plataformas de sequenciamento chamadas de nova geracdo ou segunda geracdo, duas sdo as
mais utilizadas em todo o mundo: plataforma 454 (pirosequenciamento) da Roche; e as
plataformas Solexa, MiSeq e HiSeq da Illumina. Dentre as técnicas de sequenciamento de
segunda geracdo, as plataformas Illumina se mostraram mais eficientes que a técnica do
pirosequenciamento 454, apresentando melhores resultados de uniformidade e
correspondéncia, mesmo com o0s protocolos de preparacdo de biblioteca muito semelhantes
(SINCLAIR et al, 2015). Todas essas tecnologias de nova geracdo promovem o
sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informagéo sobre milhdes de pares
de bases em uma Unica corrida (MACLEAN et al., 2009).

Atualmente, ja existem o0s sequenciadores de terceira e quarta gera¢fes com
sequenciamento de moléculas individuais em tempo real, e analise da cinética da polimerase,
como o: lon Torrent da Life Technologies; Nanopore da Gridlon/Minilon; e SOLID System

da Applied Biosystems.
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Figura 3: Esquema do processamento genémico da amostra desde a extracdo até as
técnicas de purificacdo e isolamento dos genes que possibilitam o estudo da
composicao e filogenética microbiana. Anélises que formam bibliotecas gendmicas
sd0 mais especificas quanto a sequéncia exata de nucleotideos nos fragmentos de
DNA, podendo chegar a analises mais profundas como a diversidade filogenética e
funcional. Anélises de fingerprint sdo adequadas para se identificar a estrutura da
comunidade microbiota, com um perfil de bandas especifico a cada microbioma.
Fonte: o préprio autor.

As técnicas citadas acima podem sequenciar bibliotecas de genomas inteiros e
metagenomas. A metagendmica analisa a comunidade de microrganismos provenientes da
extracdo do DNA total diretamente do ambiente e construcdo de uma biblioteca utilizando
como substrato o genoma misto (DNA metagenémico) fragmentado aleatoriamente (shotgun).
Sendo que grande parte destes genomas recuperados nem sempre estdo descritos (OTUs). A
obtengdo de uma quantidade suficiente de DNA de alta qualidade, representando a
comunidade microbiana inteira, é o primeiro passo na analise metagendmica de uma amostra
ambiental (SINCLAIR et al, 2015). Estudos de diversidade taxondmica, diversidade
funcional e de prospeccgdo de genes e enzimas de interesse podem ser realizados em poucas
horas devido a metagen6mica associada aos métodos de sequenciamento de alto rendimento
descritos acima (high throughput) (BEZERRA et al., 2015).

Tanto no sequenciamento pelo método de Sanger, quanto no sequenciamento das
plataformas Illumina, ocorre a sintese de fragmentos a partir da DNA-polimerase e
nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluor6foros. A inovacgdo consiste numa

superficie de clonagem in vitro dos fragmentos em uma plataforma solida de vidro (flow cell).
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Na plataforma MiSeq a flow cell possui uma linha, j& na plataforma HiSeq possuem oito
linhas que podem ser utilizadas para o sequenciamento de até oito bibliotecas.

O DNA ¢é fragmentado aleatoriamente, sendo ligado a adaptadores em ambas as
extremidades dos fragmentos. Em cada linha, os adaptadores sdo fixados & superficie pela
extremidade 5°, deixando a extremidade 3’ livre para servir na iniciagdo da reagdo de
sequenciamento dos fragmentos imobilizados no suporte por hibridizacdo. As moléculas de
DNA fita simples sdo aderidas por afinidade ao suporte solido onde estdo também aderidos,
em alta densidade, oligonucleotideos complementares aos adaptadores das extremidades do
fragmento. Na etapa de anelamento, é formada uma estrutura em ponte, onde o adaptador da
extremidade livre da molécula aderida ao suporte encontra seu oligonucleotideo
complementar também no suporte. Iniciando a PCR pela extremidade 3’ livre do
oligonucleotideo com o iniciador. Na etapa de desnaturagdo, a estrutura de ponte é desfeita
mediante elevacdo de temperatura. Entdo se repete a etapa de anelamento, formando novas
estruturas em ponte e iniciando um novo ciclo de amplificagdo. Entre as etapas, ocorre uma
lavagem para remogdo dos reagentes excedentes e remocdo do terminal 3’ bloqueado e do
fluoréforo do nucleotideo incorporado no ciclo anterior (ja lido por captacdo de imagem) para
que a reacdo de sequenciamento prossiga. Apos uma série desses ciclos, sdo gerados clusters
de moléculas idénticas (clones de fragmentos) ligadas ao suporte. Devido a incorporacdo de
nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluordforos, a excitacdo a laser gera um
sinal, o qual é captado (imagem) e interpretado. O processo de incorporacdo de nucleotideo
marcado, excitacdo e leitura é repetido para cada nucleotideo componente da sequéncia. Até
50 milhdes de clusters podem ser produzidos por linha, correspondendo a uma representacao
satisfatoria da biblioteca A leitura é feita de forma sequencial, cerca de 25-35 sdo lidas em
cada cluster, o que permite a montagem da sequéncia completa do cluster. (SHENDURE &
JI, 2008; CARVALHO & SILVA, 2010; COLARES, 2014).

As plataformas de nova geracdo produzem um volume muito superior de dados de
gue o método de Sanger, porém os fragmentos sdo mais curtos, 0 que torna a montagem das
sequéncias uma tarefa mais desafiadora (SHENDURE & JI, 2008). Este enorme volume de
dados necessita de um robusto aparato de processamento. A bioinformatica é a ciéncia que
une as informagdes taxonémicas & montagem das sequéncias e assinala a taxonomia e
ferramentas para analises de diversidade e estatistica (analise dos dados), através de softwares
e plataformas in silico. Os bancos de dados genémicos sdo fundamentais para a
bioinformatica e os agrupamentos filogenéticos adequados. Estes bancos podem ser
particulares ou publicos. Uma colaboragéo internacional (INSDC - International Nucleotide
Sequence Database Collaboration) une os trés maiores e mais creditados bancos de dados
genéticos publicos: o banco norte americano GenBank do NCBI (National Center for

Biotechnology Information); banco japonés DDBJ (DNA DataBank of Japan); e o banco
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inglés ENA (European Nucleotide Archive). Essas trés organizacbes possuem dados de
fragmentos (metagenomas) e genomas completos, ambos séo conectados e trocam dados
diariamente para todos os dominios da arvore da vida. Considerando apenas os
microrganismos, os principais bancos de dados utilizados pelos programas de bioinformatica
sdo: GreenGenes - banco de dados 16S rRNA e de sequéncias quiméricas (DESANTIS et al.,
2006); SILVA — banco de dados de genes ribossomais 16S e 18S (QUAST et al., 2012); OM-
RGC - Ocean Microbial Reference Gene Catalog, banco gerado a partir do projeto Tara
Oceans para fragmentos de rRNA apenas encontradas em amostras de agua salgada
(SUNAGAWA et al., 2015); MBGD - banco de dados de microrganismos (UCHIYAMA et
al., 2015). Existem também bancos de proteinas, os quais armazenas as sequéncias de DNA e
RNA que codificam os aminoécidos que geram as cadeias proteicas.

1.4. Diversidade e biomassa do picofitoplancton na zona equatorial

Em ecologia uma amostragem garante a coleta de um nimero de organismos que
representam diferentes espécies em um determinado local (area ou volume) (ODUM, 2007).
O nmero de individuos coletados (processados) para cada espécie indica a abundancia. A
partir do nimero de espécies encontradas em uma amostra pode-se estimar a riqueza
microbiana (riqueza observada). A contribuicdo de diferentes amostras implica num aumento
do nimero de individuos (e espécies) permitindo gerar curvas de acumulacdo de espécies
(riqueza estimada). Estas curvas permitem avaliar o quanto um estudo se aproximou de
amostrar ou identificar todas as espécies do local.

O método da rarefacdo € o mais adequado para calcular o nimero esperado de
espécies de cada amostra, pois permite a comparacdo de amostras com esforgcos e tamanhos
amostrais diferentes, sendo a base para os indices de diversidade sem a necessidade de acessar
todos os individuos de uma amostra. A estabilizacdo da curva significa que nenhuma espécie
nova é adicionada, ou seja, a riqueza total foi obtida. Curvas com menor inclinacdo da reta
(<o) representam maior cobertura da diversidade, em relagdo a curvas de maior inclinagdo
(>a) que apresentam uma diversidade mais vasta que ainda ndo foi toda representada
(MAGURRAN, 1988; ODUM, 2007). Em regibes tropicais a estabilizacdo da curva €
bastante dificil, pois muitas espécies raras sdo constantemente amostradas (MARTINY et al.,
2006), de modo que a curva tende a seguir aumentando, demorando para atingir um plat6é no
qual se estabilize. A rarefacdo é expressa pelos indices de estimativa de riqueza. Tais medidas
possibilitam estimar o namero total de espécies numa determinada comunidade, a partir dos
dados amostrais distintos. Entre estas estdo os estimadores Jackknife (1 e 2), Chao (1 e 2) e
Bootstrap. O método Chao 1 estima a riqueza total utilizando o numero de espécies
representadas por apenas um individuo nas amostras (singletons), e o nimero de espécies com

apenas dois individuos nas amostras (doubletons). O Chao 2 ¢ uma adaptagao que utiliza os
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uniques e os duplicates, entre todas as amostras tomadas na comunidade (MAGURRAN,
1988; ODUM, 2007).

Diferentemente da riqueza, que refere-se apenas a presenca/auséncia de espécies
numa amostra, o termo biodiversidade relaciona a riqueza e a abundancia relativa de espécies.
A diversidade pode ser dividida em duas formas gerais: a diversidade em um ponto (o-
diversidade); e a diversidade ao longo de gradientes (B-diversidade), sendo que cada uma
destas formas de avaliar a diversidade possui seus indices proprios, seja de riqueza ou
agrupamento (MAGURRAN, 1988; ODUM. 2007). Os indices de diversidade se usam da
riqueza, abundancia e da igualdade de um conjunto complexo de espécies nos diferentes
ambientes estudados, sendo gerado um valor correspondente a cada amostra ou ambiente.

A o-div, ou diversidade local, corresponde ao nimero de espécies numa pequena area
de habitat homogéneo. A alfa diversidade é a medida de diversidade mais utilizada em
ecologia, considerando a uniformidade (eqiitabilidade) e a riqueza de espécies. O aumento do
numero de espécies ou 0 aumento da uniformidade das abundancias aumenta a diversidade.
Existem diversas formas de avaliar a a-diversidade, sendo que os indices de Shannon-Wiener
(H) e Simpson (S) sdo os mais classicos para as assembleias microbianas (MARTINY et al.,
2006). O indice de Shannon valoriza a importancia relativa de cada espécie atribuindo um
maior peso a espécies raras, o componente de riqueza de espécies € mais ponderado.
Numericamente, o indice de Shannon-Wiener varia entre 0 e valor maximo qualquer. O
indice de Shannon-Wiener serd igual a zero somente quando houver uma Unica espécie na
amostra e assumira seu valor maximo, somente quando todas as espécies existentes na
amostra apresentarem 0 mesmo nimero de individuos. Na pratica, os valores assumidos pelo
indice de Shannon-Wiener situam-se entre 1,5 e 3,5 e s6 raramente ultrapassam o valor de 4,5
(MAGURRAN, 1988). Ja o indice S pondera mais a concentracdo de dominancia, ou seja, a
abundancia das espécies mais comuns (ou de maior biomassa). Quanto maior o valor
assumido pelo indice, menor é a diversidade de espécies estimada para a amostra
(MAGURRAN, 1988).

A B-div revela a heterogeneidade da estrutura da comunidade, ou seja, o0 quanto as
comunidades sao distintas (ou similares) em termos de composicéo de espécies. Os indices de
B-div utilizam a composigdo e as abundancias relativas das diferentes espécies. Quanto menos
espécies as diferentes comunidades compartilham, mais alta é a diversidade B. A maneira
mais simples de medir a diversidade B entre pares de locais ¢ pelo uso dos coeficientes de
similaridade. Estes coeficientes comparam comunidades de forma qualitativa ou quantitativa.
Os indices qualitativos, ou coeficientes binarios, mais utilizados sao o indice de Jaccard (Jac)
e Sorensen (Sor). No caso de um gradientes sendo comparados simultaneamente, uma boa
representacao da diversidade B pode ser obtida através das analises de agrupamento (cluster)
(MAGURRAN, 1988; ODUM, 2007). O indice Jac indica a propor¢do de espécies
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compartilhadas entre amostras em relacdo ao total de espécies. Compara qualitativamente
(presenca/auséncia) a semelhanca de espécies que existe entre amostras sucessivas ao longo
de um gradiente ambiental (temporal ou espacial). Quantitativamente, varia entre 0
(comunidades totalmente diferentes quanto a composicdo de espécies) e 1 (totalmente
semelhantes). O indice Sor apresenta as mesmas propriedades do indice de Jaccard. Sendo téo
similares que Sor também varia entre 0 (semelhanca nula) e 1 (semelhanca méaxima)
(MAGURRAN, 1988; ODUM, 2007).

Novas abordagens técnicas, como a amplificacdo do gene rRNA com primers
inclinados para certos grupos, a construcdo de bibliotecas de genes, a contagem de células
classificadas por citometria de fluxo com base na clorofila e fluorescéncia ajudam a explorar
a extensdo real da diversidade fotossintética do nano- picoplancton (VAULOT et al., 2008).
Embora uma classificagdo tradicional convencione 2mm o didmetro celular maximo do
picoplancton (SIEBURTH et al., 1978 - Figura 2), esse limiar esta sendo ampliado para 3mm
em estudos de campo operacionais, devido as técnicas de filtracdo e inclusdo dos eucariotos
(VELDHUIS et al., 2005; VAULOT et al., 2008). Presume-se que estas menores fracfes do
fitoplancton, possuem uma vantagem ecoldgica de distribuicdo devido a grande relacdo
superficie/volume, em termos de um menor requerimento de nutrientes (ferro) ou uma
absorcdo mais eficiente do ferro em relacéo as espécies maiores (VELDHUIS et al., 2005).

O picofitoplancton esta presente em todos os sistemas oceanicos, de polo a polo,
dominando em &reas de baixa biomassa de clorofila, como as regides tropicais, mas também
contribuem consideravelmente (até 20%) nas areas de alta biomassa de clorofila (VELDHUIS
et al.,, 2005). Enquanto a fracdo eucariotica (18S rRNA) é muito mais diversificada, o
componente bacteriano (16S rRNA) do picofitoplancton é dominado por dois géneros,
Prochlorococcus e Synechococcus. Estes dois géneros sdo 0os mais abundantes e 0s menores
componentes conhecidos das comunidades fitoplancténicas, sendo a espécie Prochlorococcus
marinus (SAR11) a bactéria mais abundante na Terra (LOCEY & LENNON, 2016).

Em termos de biomassa, 0 componente bacteriano da comunidade picofitoplacntonica
excede a dos eucariotos nos oceanos. Dentro das bactérias, a abundancia numérica de
Prochlorococcus excede a de Synechococcus em pelo menos uma ordem de grandeza
VELDHUIS et al., 2005). Os ecossistemas de ocorréncia podem variar drasticamente em
composi¢do quimica, incluindo &guas altamente misturadas e repletas de nutrientes, bem
como uma zona eufética estratificada empobrecida em nutrientes na superficie. Essas
mudangas impdem uma forte pressdo na composicdo da comunidade com distintas
propriedades bioquimicas e fisiologicas das espécies presentes, em particular: a exigéncia de
pigmentacdo e nutrientes (carbono, nitrogénio e fésforo); e a presenca de uma coluna da &gua
estratificada ou uma lamina bem misturada (VELDHUIS et al., 2005). Sua principal

distribuicdo esta no oceano aberto (oligotréfico) onde dominam, principalmente em termos de
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biomassa com media de 1 x 10° células por mL (VELDHUIS et al., 2005). Os pico-
procariotas dominam ndo apenas nas regides tropicais, mas também nas regides temperadas.
Estudos de longo prazo mostram que no Atlantico Subtropical (zonas temperadas) 0s maiores
nimeros de Synechococcus sdo encontrados na primavera e Prochlorococcus no verdo e no
outono (VELDHUIS et al., 2005). Prochlorococcus podem representar de 21 a 43% da
biomassa fotossintética em oceanos oligotréficos e 13 a 48% da producgdo primaria liquida,
podendo alcangar 3 x 10° células por mL (JOHNSON et al., 2006). Os sistemas oceanicos
abertos sdo deficientes em nutrientes, especialmente nitrogénio e fésforo, porem ainda sao
produtivos, este paradoxo pode ser explicado por uma efetiva ciclagem de nutrientes, pois
novos nutrientes sdo gerados (ou reciclados) por meio da al¢a microbiana e remineralizacao
da matéria organica (AZAM et al, 1982). A atividade da comunidade microbiota bacteriana é
determinante para a transformacdo de nutrientes nestes ecossistemas. Na zona eufética de
oceanos abertos oligotroficos a biomassa de carbono das bactérias € comumente 2-3 vezes
maior de que eucariotos, sendo que o carbono bacteriano compreende uma porcao substancial
(cerca de 40%) de carbono orgénico particulado ao longo da zona fética (LI et al., 1992). Um
transecto meridional das comunidades do picoplancton no oceano Atlantico, em cinco
provincias: temperado do norte, giro do Atlantico Norte, equatorial, giro do Atlantico Sul e
temperado do sul. Sendo que Prochlorococcus foi o grupo fototréfico mais numeroso nas
aguas dos giros do norte e do sul e na zona equatorial, em concentracdes superiores a 1 x 10°
células por mL, e com estoques mais elevados na primavera do que no outono nas dguas dos
dois giros (JOHNSON et al., 2006). Em &guas temperadas os nimeros e a biomassa de
Synechococcus aumentaram, sendo essa espécie mais numerosa na primavera do que no
outono. Os picos de biomassa foram um pouco deslocados ao Atlantico Sul, sendo maiores
entre abril-maio em comparacgdo com setembro-outubro (ZUBKOV et al., 2000).

Os processos ecoldgicos da fragdo microbiana na rede tréfica podem ser de semanas,
ou tdo curto quanto em dias, o que significa que grandes oscilagbes de metabolismo e
composic¢do podem ocorrer em uma questdo de horas (LALLI & PARSONS, 1997). Desta forma
0 inventario da diversidade microbiana é fundamental para entender processos
biogeoquimicos e da ecologia microbiana nos oceanos. Apesar do papel crucial das menores
fragbes do fitoplancton, como as cianobactérias, ainda hd um ntmero limitado de estudos
realizados até a data sobre a diversidade (HEYWOOD et al., 2006; THOMPSOM et al.,
2011b). Os trabalhos existentes sdo recentes e correspondem a transectos de amostragem em
porcdes do oceano pacifico (CHOI et al., 2011; SATO et al., 2015), nas areas mesoceénicas
do Atlantico (ZWIRGLMAIER et al., 2008) e norte do oceano indico (JYOTHIBABU et al.,
2013). Informacdes sobre a diversidade das cianobactérias em costa e porcdes insulares ainda
S80 muito precoces e recentes, ainda mais quando enquadradas a realidade brasileira
(THOMPSOM et al., 2011b; JUNIOR et al., 2015).
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1.5. Fotossintese

O processo de fotossintese é extremamente complexo, envolvendo um aparato
enzimatico muito vasto e especifico, mesmo nas menores fragdes fitoplanctdnicas, como as
cianobactérias.

Nos organismos eucariotos o processo de fotossintese ocorre no cloroplasto, organela
que contem o0s pigmentos e as enzimas fotossintéticas, ja nas cianobactérias estes pigmentos
ndo estdo enovelados por uma organela especifica e sim em envaginacbes (pregas) da
membrana celular chamadas de lamelas (Figura 4) (MOORE et al., 1995; WHITTON &
POTTS, 2000). No cloroplasto as lamelas se encapsulam recebendo o nome de tilacéides,
portanto possuem uma membrana e uma parte interior chamada Iimen. O cloroplasto possui
um sistema de membranas que o delimita como organela celular e assim uma parte interna
chamada estroma, no qual esta distribuido todo o aparto de tilacéides (MOORE et al., 1995;
ANDERSEN, 2005; REYNOLDS, 2006).
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Figura 4. As estruturas de uma cianobactéria e de um cloroplasto sdo muito préximas. De
acordo com a teoria da endossimbiose, os cloroplastos atualmente encontrados em células
eucaricgticas fotossintetizantes sdo provenientes de simbioses entre células fagocitarias nucleadas
com cianobactérias (MARGULIS, 1981; PACE, 1997). Os tilacdides possuem as mesmas
fungBes em ambos 0s grupos, responsaveis por captar a luz solar e transforma-la em energia
quimica (ATP) através da hidrélise da agua, sendo liberado oxigénio molecular ao final da
reacdo (aceptor de elétrons) estabilizando o ATP e finalizando a fase clara da fotossintese. A
fase escura ou quimica é realizada no estroma (BARSANTI & GUALTIERI, 2006;
KIRCHMAN, 2011). Fonte: adaptado de Ducat et al. (2011).
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A energia obtida da luz solar € primeiramente absorvida pelas microalgas no
complexo antena, este se encontra na parte externa da membrana do tilacoide e contém os
pigmentos fotorreceptores. A energia do impulso luminoso absorvido por tais pimentos é
irradiada por ressondncia para o centro da reagdo do complexo antena (Figura 5), sendo que o
modelo de fluorescéncia sugeriria que cada féton transferido tivesse um comprimento de onda
mais longo e menor energia quantica pois um pouco é perdida na forma de calor. A clorofila-
a consegue receber essa energia final porque consegue absorver fétons com comprimentos de
onda mais longos de que outros pigmentos. Dois tipos de centros de reacdo com clorofila-a
foram identificados e estdo associados a dois complexos de proteinas identificados como
fotossistema Il (PS-I1) e fotossistema | (PS-1) (MOORE et al., 1995; WHITTON & POTTS,
2000; KIRCHMAN, 2011).
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Figura 5. As clorofilas-a e -b possuem dois picos de absorc¢éo no espectro do visivel, um
na regido do azul-violeta (430nm) e outro no vermelho (665nm), por justamente
absorver os comprimentos de onda azul e vermelho, o cloroplasto tende a ser
representado pela cor esverdeada. No complexo antena, ocorrem as primeiras reacdes da
fotossintese, com a absor¢do do féton luminoso pelos pigmentos mais externos do
complexo a assim transferido é transferido aos outros pigmentos mais centrais por
ressonancia (se comportam como uma antena de captacdo de fétons), excitando-os até o
centro de reagdo, o qual contem uma clorofila-a central. No centro de reacéo a energia é
usada para transferir um elétron energético para um aceptor de elétrons. Cerca de 2500
moléculas de clorofila s&o necessarias para produzir uma molécula de oxigénio, e um
minimo de oito fotons de luz deve ser absorvido no processo. Um modelo representa
cerca de 300 moléculas de clorofila e 40 ou mais de carotenoides e outros pigmentos
acessorios (FALKOWSKI et al., 1981; MOORE et al., 1995; HUOT & BABIN, 2010;
KIRCHMAN, 2011). Fonte: adaptado de Moore et al. (1995) e Lalli & Parsons (1997).
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Diversos pigmentos sdo descritos atualmente gragas a modernas técnicas de
cromatografia de alta performance (HPLC), como exemplo: carotendides (pigmencor
amarelo-alaranjado), ficoeritrina (pigmento vermelho), ficocianina (pigmento azul), clorofila-
b (verde), em especial a clorofila-a (verde), encontrada em todos os grupos fitoplancténicos
(MACKEY et al., 1996; HUOT & BABIN, 2010; KIRCHMAN, 2011). Estes outros
pigmentos acessorios tem a funcdo de capturar a maior quantidade de fétons possivel, mesmo
em uma baixa luminosidade. Os pigmentos ficocianina e ficoeritrina (pigmento vermelho)
que absorvem a luz laranja e verde, respectivamente, estendendo a gama do espectro para a
fotossintese nas cianobactérias e algumas microalgas.

A fase clara da fotossintese aerdbica corresponde aos aparatos enzimaticos dos
fotossistemas Il e | (PS-Il e PS-I, respectivamente). responsaveis pela captacdo da energia
solar pelos pigmentos do complexo antena, localizado na membrana externa dos tilacoides,
até o centro de reacdo. As clorofilas-a e -b possuem dois picos de absor¢do no espectro do
visivel, um na regido do azul-violeta (430nm) e outro no vermelho (665nm), por justamente
absorver os comprimentos de onda azul e vermelho. No centro de reacdo a energia é usada
para transferir um elétron energético para um aceptor de elétrons. Cerca de 2500 moléculas de
clorofila sdo necessarias para produzir uma molécula de oxigénio, e um minimo de oito fétons
de luz deve ser absorvido no processo. Um modelo ideal do complexo antena representa cerca
de 300 moléculas de clorofila e 40 ou mais de carotendides e outros pigmentos acessorios
(FALKOWSKI et al., 1981; MOORE et al., 1995; HUOT & BABIN, 2010; KIRCHMAN,
2011).

No PS-II, o centro de reacéo ¢ chamado P680, sendo o “P” de pigmento e o nimero
680 sua absorcdo maxima aos fotons provenientes do complexo antena. Na presenca do foton
ocorre a excitacdo do centro de reacdo. Uma vez excitado, o P680+ usa o elemento Mg da
Chl-a para acoplar a molécula da agua e romper suas pontes de hidrogénio (foto-fosforilacéo
da &gua), sendo reduzido por um elétron proveniente da dgua voltando ao estado estacionario
P680. Todo esse processo ocorre na membrana externa do tilacéide, liberando o O2 e prétons
de H+ para o estroma do cloroplasto enquanto que os elétrons sdo capturados pelo aceptor
primario, uma molécula de feofitina localizada no interior do PS-1l proximo ao de P680. Os
elétrons formam um gradiente eletroquimico, seguindo uma via eletroquimica chamada de
cadeia transportadora de elétrons. O transporte segue pelas plastoguinonas Qa e Qb,
complexo citocromo b6-f a plastocianina (Pc), como consequéncia dessa transferéncia os
prétons de H+ sdo enviados para o Iimen do tilacoide. A plastocianina transferira os elétrons
para o centro de reagdo do PS-1 (YOUVAN & MARRS, 1987; NITSCKE & RUTHERFORD,
1991; KIRCHMAN, 2011). As reagdes que ocorrem associados ao complexo b6-f acabam
tornando-o uma bomba de prétons, transpondo os H+ fornecidos pela cadeia de transporte de

elétrons do estroma para o interior do tilacdide (baixo pH) (Figura 6). Desta forma é gerado
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um potencial transmembranar utilizado pelo complexo da ATP-ase para fazer o fluxo

contrario, usando o gradiente eletroquimico para enviar os prétons do limen para o estroma

do cloroplasto. Neste processo ocorre a sintese do ATP (foto-fosforilacdo), a ATP-ase utiliza

o0s prétons de H+ para complexar uma molécula de Pi a molécula de ADP, que sera utilizada
no ciclo de Calvin, fase escura da fotossintese (NITSCKE & RUTHERFORD, 1991;

KIRCHMAN, 2011).
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Figura 6. O fotossistema | é mais complexo do que o fotossistema I, porque tem um sistema de antena mais
complexo, mais subunidades na sua estrutura geral e pode exibir transferéncia de elétrons ciclicos ou ndo
ciclicos. O esquema acima representa a via aciclica do transporte de elétrons gerados a partir hidrolise da
agua, desta forma o PS-1l oxida 4gua e o PS-1 reduz o NADP* a NADPH, constituindo os elementos
necessarios para dar continuidade a fase escura (ciclo de Calvin) e gerar glicose. Em alguns momentos,
quando o cloroplasto estd em desequilibrio entre as quantidades de NADPH e ATP, ocorre a via ciclica
apenas com a participacdo do PS-I. Nesse caso, ocorre uma inversdo no transporte de elétrons, ap6s excitado
pela energia solar o PS-I redireciona seus elétrons para o complexo citocromo be-f promovendo a entrada de
prontos no lamen do tilac6ide e gerando ATP pela ATP-ase. Portanto, na fase ciclica ocorre a producéo de
ATP, mas ndo de NADPH e nem de O, (0 PS-11 ndo participa) inviabilizando a producéo de glicose no ciclo
de Calvin. O centro de reacdo P680 oxidado (P680*) do PS-Il € o agente oxidante biolégico mais forte
conhecido na natureza, isto torna possivel oxidar a 4gua (molécula altamente estavel): H,0 > 2H* + %20, +
2é. Em contraste, no PS-1 o P700 quando excitado (P700*) se torna o agente redutor bioldgico mais forte
(NITSCKE & RUTHERFORD, 1991; MOORE et al., 1995). Fonte: adaptado de Moore et al. (1995).
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No fotossistema | a cadeia de transporte de elétrons completa-se com a transferéncia
de é para o receptor final da fase clara da fotossintese, 0 NADP+, que é utilizado no ciclo de
Calvin. O centro de reacdo do PS-I é chamado de P700, possui um maior limite de absor¢ao
maxima em relacdo ao P680, atinge picos a 700nm. O fotossistema I, assim como o PS-II, é
excitado através dos pigmentos antena, que transferem a energia por ressonancia até o centro
de reacdo, resultando no P700+. O transporte segue pelo pigmento AO, filoquinona (Al),
proteinas ferro-sulfuradas, e finalmente chega a ferredoxina (Fd), reduzindo-a. A Fd excitada
se associa com o complexo NADP+-redutase que protagoniza a funcdo de reduzir o NADP+
em NADPH, que serd utilizada no ciclo de Calvin, fase escura da fotossintese. Na rota
descrita acima (ciclica), o PS-1l oxida agua e o PS-I reduz o NADP+ (Figura 7) (NITSCKE &
RUTHERFORD, 1991; KIRCHMAN, 2011).

A fase escura da fotossintese é assim chamada porque ndo requer energia solar,
embora ocorra também durante o dia. Nessa fase ocorre a sintese de carboidratos (ex. glicose
- molécula organica estavel utilizada como fonte de energia inicial na respiracdo celular) em
um complexo ciclo de reagdes, chamado ciclo das pentoses ou ciclo de Calvin. De maneira
geral, moléculas de CO2 unem-se umas as outras formando cadeias carbdnicas que levam a
producéo de carboidratos, sendo que a energia necessaria para o estabelecimento das ligacGes
quimicas € proveniente do ATP, e os hidrogénio do NADPH séo obtidos pela fase clara (PS-II
e -1). O ciclo de Calvin esté dividido em duas partes, sendo que na primeira ocorre a fixacdo
do CO2 pelo composto ribulose-1,5-bifosfato (RuBP), mediante a¢do da enzima ribulose-1,5-
difosfato carboxilase/oxigenasse (RuBisCo), esta etapa culmina com a formacdo de glicose;
na segunda parte, ocorre a regeneracdo da RuBP (NITSCKE & RUTHERFORD, 1991;
MOORE et al., 1995).

27



3-carbon

PGA

Stroma

(gelatanous S ugars
matrix inside—=
membranes)
' Intermembrane
Thylakoid space @ 6 Hzo
Grana 6CO \"
(stack of 2
thylakoid:
Channel Outer Makiki) m
:r;u?rckorllgecting fiies b (OO 12PGA
aKoles: membrane 6 RUBP 12 ATP
Requires
10 G3P for 12 ADP
RuBP synthesis

C,cxcle <:12 NADPH
12/ ADP
,—7 12 NaDP"

12 126G3p

Provides 2 G3P
for synthesis of

via fructose organic molecules
diphosphate

e EEE

glucose, sucrose, others

Figura 7. O esquema apresentado é uma simplificacdo do ciclo de Calvin. Considerando que o ciclo necessita ser
mantido por moléculas produzidas por ele mesmo e ainda libere glicose para o uso celular, é necessario admitir a
reacdo de seis moléculas de CO;, portanto, sendo consumidas 12 moléculas de ATP e 12 de NADPH, produzindo
12 moléculas de gliceraldeido-3-fosfato (G3P). Destas 12 moléculas, 2 vao formar uma glicose e as restantes 10
voltam para regenerar 6 moléculas de RuBP com o gasto adicional de mais 12 moléculas de ATP. O RuBisCo
(ribulose-1,5-difosfato carboxilase/oxigenase) é a enzima mais importante e mais abundante na natureza, pois ela é
a responsavel da producgdo de toda a biomassa no planeta a partir de CO». Calcula-se que existem 40 milhdes de
toneladas da enzima RuBisCo na biosfera (NITSCKE & RUTHERFORD, 1991; MOORE et al., 1995). Fonte:
adaptado de Moore et al. (1995).

Em resumo, a fotossintese oxigénica usa a energia luminosa captada pelos pigmentos
acessorios sendo transferida para a clorofila-a no centro de reacdo onde a agua é quebrada
para sintetizar ATP e NADPH, liberando oxigénio molecular no processo de fase clara. O
ATP e 0 NADPH sdo entdo utilizados para fixar CO; e sintetizar material organico (glicose)
na reagdo escura pelo ciclo de Calvin ou Calvin-Benson-Bassham (CBB). Incluindo as
reacOes claras e escuras, pode-se escrever a reacdo global da fotossintese assim
(KIRCHMAN, 2011):

6CO; + 6H,0 —5AR 5 CeH1.06 + 602
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1.5.1. Produgdo primaria

A taxa de producdo priméria (produtividade primaria) é o parametro mais importante
para descrever um ecossistema a fim de compreender seus processos microbianos e
biogeoquimicos. Nos ecossistemas ligados a presenca de luz, tal producdo pode ser definida
pela equacdo apresentada no topico acima. Pois estima a producdo, e mensura 0 movimento
dos elementos C e O, e as mudangas nas concentragdes de O, e CO, ou CH;O. A produgdo
primaria nos oceanos esta associada com a parte lIabil do biogeociclo do carbono. O carbono
total movimentado/remineralizado ao longo do processo de fotossintese (producdo primaria
bruta) seria a somatdria: (1) carbono inorganico liberado pela respiracdo (CO); (2) ao
carbono organico dissolvido liberado no meio pela exsudagédo celular (Dissolved Organic
Carbon - DOC); (3) as particulas (macromoléculas) de carbono incorporadas como biomassa
para o crescimento/duplicacdo celular, ou seja, a producdo primaria liquida (Particulate
Organic Carbon - POC). A POC estara disponivel como forma de energia para o consumidor
secundario, no caso do ambiente aquatico o pastoreio do fito pelo zooplancton (LALLI &
PARSONS, 1997; KIRCHMAN, 2011). O carbono organico total (Total Organic Carbon -
TOC) é fracionado entre 0 POC e pelo DOC (<45um). No ambiente marinho o POC ¢é
composto, majoritariamente, pela biomassa celular, e também por compostos (restos
celulares, macromoléculas livres, compostos orgénicos, etc.) que estdo em suspensdo na
coluna da agua.

Uma das primeiras abordagens para calcular a produtividade priméaria nos
ecossistemas aquaticos foi pelo "método de frasco claro-escuro”, no qual as mudancas nas
concentracdes de O, ao longo do tempo em garrafas claras e escuras eram medidas
encontrando o ponto de compensacdo. Em resumo, a producdo primaria nos oceanos é dada
pela producdo de carbono (biomassa), que orientada por luz é baseada na fotossintese. A
produtividade primaria também pode ser medida através dos isotopos estaveis de **C e °C
(LALLI & PARSONS, 1997; KIRCHMAN, 2011). A avaliagdo da fluorescéncia da clorofila
por meio de fluorimetro com pulso de amplitude modulada (Phyto-PAM) é uma ferramenta
atual, muito refinada e precisa para avaliar a produtividade das comunidades fitoplanctdnicas
(BERNARDI et al., 2016).

A producdo liquida pode ser negativa em alguns curtos periodos na coluna da dgua ou
em regides com rapido e denso incremento de carbono proveniente de dguas mais produtivas
(KIRCHMAN, 2011). A respiracéo e decomposi¢do excedem a producéo bruta. Estes eventos
negativos ocorrem em grandes regides dos oceanos (giros), sendo necessarios mais estudos
para compreender tais taxas de troca de carbono entre oceano-atmosfera-picofitoplancton. A
queima de combustiveis fésseis leva a um ligeiro declinio no oxigénio atmosférico, e um
aumento amplamente conhecido do CO, atmosférico. Uma producéo liquida positiva leva ao

aumento da presséo parcial de CO, (pCO-) na agua em relacdo a atmosfera. Muitas regides
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dos oceanos s&o uma rede sumidouro de CO, atmosférico, cerca de metade de todos os CO>
liberado pela queima de combustivel fossil termina nos oceanos (HOUGHTON, 2007).

Os oceanos abertos oligotroficos nas regides tropicais recebem intensa radiagdo solar
levando a estratificacdo termohalina da coluna d’agua, as aguas superficiais apresentam
grande diferenca de densidade em relacdo as aguas profundas (picnoclina). Os detritos
orgénicos da camada superficial ao afundarem para a camada abaixo da picnoclina, tendem a
ndo retornarem a superficie. As taxas de producdo primaria em ecossistemas aquaticos
tropicais podem rivalizar com os encontrados em florestas. A razéo pela qual os sistemas de
baixa biomassa podem ter elevada produtividade é devido as altas taxas de crescimento
(duplicacdo celular microbiana). Os oceanos representam cerca de metade da producédo
primaria global.

A fixacdo de carbono através de medicdes diarias de pigmentos do fitoplancton foi
avaliada para um transecto meridional pelo oceano Atlantico, o qual os valores de
produtividade primaria (taxa de fixacdo de carbono superficial) variou de 0,2 mmol C m= d*
nos giroscopios subtropicais a 0,2-0,5mmol C m= d* no Atlantico equatorial (POULTON et
al., 2006). Nas aguas de superficie, embora o picofitoplancton tenha representado a fracdo
dominante em termos de fixacdo de carbono (50-70%) e de clorofila-a (80-90%), as
contribuicdes do nanofitoplancton para a fixacdo total de carbono (30-50%) foram maiores do
que para clorofila-a total (10-20%). No entanto, no clorofila subsuperficial, o picoplancton
dominou tanto a fixacdo de carbono (70-90%) quanto a clorofila-a (70-90%). Essas baixas
taxas de fixacdo de carbono normalizadas pela clorofila para o picofitoplancton também
podem refletir perdas de carbono fixo (exsudacdo ou respiracdo celular) (POULTON et al.,
2006). No Atlantico equatorial, a comunidade permanece dominada por Prochlorococcus,
embora Synechococcus e 0s picoeucariotos tornam-se relativamente abundantes
(KIRCHMAN, 2011; FIGUEIRAS et al., 2014).

O sinal da cor do oceano captado pelo satélite é influenciado pela composicéo,
tamanho e concentracdo das particulas e possibilita um acompanhamento temporal e espacial
da producdo primaria nos oceanos. Para fornecer estimativas precisas da concentracdo de
POC pela cor do oceano por satélite algoritmos bem validados sdo exigidos (EVERS-KING et
al., 2017). Comparacdo destas estimativas com as das reservas de carbono no fitoplancton
representam cerca de 1:3 do carbono do fito para o carbono POC (STRAMSKI et al., 2008;
GRAFF et al., 2015; KOSTADINOV et al. 2016; EVERS-KING et al., 2017). Diversos
algoritimos foram utilizados estimar o estoque global do POC, estoques que podem variar
entre 0,77 e 1,30Pg C, seguindo o algoritmo da NASA a estimativa foi de 0,86Pg C (EVERS-
KING et al., 2017).

As analises de carbono estocados em cianobactérias representam a parte labil,

produtiva, remineralizadora dos ciclos biogeoquimicos (POULTON et al., 2006; GRAFF et
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al., 2015). Compreender a magnitude desta fixacdo deste carbono é fundamental para estimar
as trocas de carbono entre os estoques, principalmente entre a interface oceano/atmosfera. Os
estudos atuais estimam estes estoques de maneira generalizada, geralmente transectos, ndo
individualizando areas (ZUBKOV et al., 2000; HEYWOOD et al., 2006; POULTON et al.,
2006; MILICI et al., 2016). Gerar dados de estoques regionais que particionem as mesmas
caracteristicas zonais € mais coerente. Agrupar areas de mesmas caracteristicas
oceanograficas e correntes oceanicas, torna as taxas de fixacdo de fixacdo de carbono mais
precisas. InformagGes do estoque de carbono no plancton na plataforma costeira brasileira sdo
escassas e imprecisas (EKAU & KNOPPERS, 1999). Considerando a costa nordestina essa
realidade € ainda pior, e ndo existem trabalhos que discutam essa relacdo aos arquipélagos
costeiros brasileiros.

1.5.2. Determinacao de biomassa (carbono)

O método tradicionalmente mais usado para transformar o volume celular em
biomassa de carbono consiste na determinacdo do nimero celular (concentracdo). Sendo a
contagem em microscopio optico ou invertido o método cléssico. Utilizando suportes de
contagem para estabelecer o nimero de eventos visualizados (células ou macromoléculas
marcadas), sendo uma maneira direta de contagem do nimero celular. Nestes casos a cadmara
de Neubauer (de vidro ou espelhada) ¢é altamente adequada para a contagem do fitoplancton.
O microscépio invertido de epi-fluorescéncia também é utilizado, pois usa diferentes
excitacBes luminosas e filtros para distinguir as células fitoplanctdnicas por meio da
fluorescéncia natural dos pigmentos fotossintetizantes.

A citometria de fluxo é um método de contagem celular eletrénico, o qual usa de uma
fonte de excitacdo e diferentes flags (filtros) para a contagem de populagdes de microalgas,
sendo que a observacdo depende dos sinais naturais dos pigmentos fotossintéticos ou corantes
fluorescentes de DNA (MARIE et al., 1997; EIGEMANNA et al., 2013). O sistema 6tico de
um citdmetro de fluxo, geralmente, é composto por um laser azul e um sistema de filtros e
lentes que permitem a distin¢do de 2 parametros de tamanho: FSC (foward scatter) sinais
diretor de tamanho; SSC (side scatter) sinais laterais de dispersdo de luz que captam a
complexidade/densidade da particula. Os parametros de fluorescéncia sdo coletados pelo
conjunto de lentes perpendiculares, e focados em uma série de filtros 6ticos. O primeiro
espelho (short pass) deixa passar as fluorescéncias verdes e amarelo-esverdeadas e reflete
comprimentos de onda maiores pelo tubo fotomultiplicador FL1 (verde - amarelo
esverdeado). A luz refletida volta para um segundo espelho (long pass) que deixa passar 0s
comprimentos de onda vermelhos para o FL3 (vermelho) e reflete as luzes amarela e laranja
para o FL2 (amarelo - laranja) (PARTENSKY & VAULOT, 1999; DUBELAAR & JONKER,

2000). Desta forma € possivel contar de maneira direta o nimero de células pigmentadas.
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Rodriguez et al. (1998) foram os primeiros a classificar o fitoplancton por meio da
citometria de fluxo, ndo apenas a partir do tamanho, mas também com base na fluorescéncia
dos pigmentos ficoeritrina e da clorofila-a presentes nos fotossistemas. Ainda considerando
citbmetros que se utilizam do laser azul (488nm) para excitagdo podemos distinguir
pigmentos através dos flags: FL1 (emissdo-méax. 520nm) para distinguir fluorocromos que
marcam DNA, sendo o SYBR® Green um dos mais utilizados para fitoplancton; FL2
(emissdo-max. 578nm) para ficoeritrina (R-phycoerythrin); FL3 (emissdo-max. 678nm) para
clorofilas e carotendides (peridinin), além do marcador iodeto de propidio (PI), também
muito utilizados para células do fito fixadas. Alguns citdbmetros que apresentam mais de um
laser emissor podem apresentar mais flags, por exemplo, os que possuem o laser excitador
vermelho (=635nm) emitem no FL4 (emissdo-max. 660nm), determinante para as ficobilinas
(phycocyanin) (MARIE et al., 1997; MARIE et al., 2014).

A partir do namero celular pode ser calculado o biovolume celular e derivada a biomassa
de carbono pela conversdo por algoritimos pré-determinados através do estudo de culturas
puras e amostras ambientais, representando médias as diferentes fracbes de diametro das
comunidades picofitoplancténicas (BJJRNSEN 1986; SIMON & AZAM, 1989; BJJRNSEN
& KUPARINEN 1991; LI et al., 1992; CHRISTIAN & KARL, 1994; KROER, 1994;
TROUSSELIER et al., 1997; ZUBKOV et al., 1998; 2000; HEYWOOD et al., 2006;
LINACRE et al., 2015). Devido a forma circular cocéide das cianobactérias e de grande parte
dos picoeucariotos, 0 método do biovolume é ajustado ao formato celular esferoide
(BJORNSEN 1986; SIMON & AZAM, 1989; CHRISTIAN & KARL, 1994; KROER, 1994).
O fracionamento de tamanho ndo estima corretamente o biovolume das diferentes faixas de
tamanho das comunidades do nanofitoplancton e das fracGes superiores (micro, meso e
macrofitoplancton). Pois estas células sdo mais rebuscadas em formas e projecdes, tendo de
demandar uma infinita variacdo de algoritimos, sendo inviavel a transformacdo direta da
densidade destes organismos em carbono (SIMON & AZAM, 1989; LI et al., 1992;
CHRISTIAN & KARL, 1994; KROER, 1994; TROUSSELIER et al., 1997; ZUBKOV et al.,
1998).

Outro método muito utilizado para determinacdo de biomassa é pela quantidade de
clorofila determinada pela espectrofotometria (excitacdo e emissdo da concentracdo da
molécula de cloro-a), sendo esta uma maneira indireta de contagem. Desde que se tenha uma
curva de crescimento de uma determinada espécie, é possivel determinar a quantidade de
clorofila em cada ponto dessa curva, assim por matematica pode-se aferir o valor de clorofila
pelo nimero de células (SUGGETT et al., 2010), permitindo estimativas da biomassa
fitoplancténica. Inicialmente o método foi descrito por Lorenzen (1967), o qual consistia na
extracao da clorofila em um solvente orgénico (acetona) e a captura do sinal a 664nm por um

espectrofotdmetro. Atualmente também é possivel, com o uso do fluorimetro, avaliar a
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quantidade de clorofila-a diretamente na amostra, sem a necessidade de extracdo com
solventes (GIANNINI & CIOTTI, 2016).

O sensoriamento remoto se utiliza de sensores afastados da superficie terrestre
preparados para absorver frequéncias emitidas a partir da superficie do planeta Terra. A
fundamentacdo ocorre pela medida da radiacdo eletromagnética que chegam ao sensor a
bordo de um satélite e podem caracterizar o estado ou inferir propriedades do mar (CIOTTI et
al., 2002). Uma serie de filtros e softwares processam tais imagens e podem compor uma
faixa espectral especifica ao parametro observado (CARR et al., 2006; BRACHER et al.,
2017). No caso do parametro clorofila, o pressuposto sugere que o teor de sua emissdo
difratada pela agua do mar, resulte em uma frequéncia que pertenca ao espectro de radiancia
emergente do oceano, também chamado por espectro de cor (O'REILLY et al., 1998). A
concentracdo de organismos (biomassa) € proporcional a interacdo da energia solar com os
pigmentos clorofilados (O'REILLY et al., 1998; CIOTTI et al., 2002; CARR et al., 2006;
BRACHER et al., 2017). Relag¢Ges que estimam a concentracdo de clorofila através da cor dos
oceanos usam uma razdo entre bandas do azul e do verde. Uma area de baixa abundancia de
fitoplancton € correspondente a uma baixa concentragdo de clorofila. Medidas in situ séo
determinantes e necessarias para calibrar os modelos numéricos que relacionam os dados
radiométricos com a concentracdo de clorofila nas bandas de 490 e 555nm (O'REILLY ET
AL., 1998).

O sensoriamento remoto utilizado para determinar o POC também vem sendo cada
vez mais creditado e utilizado para prever os estoques globais de POC e de carbono estocados
no fitoplancton (STRAMSKI et al., 2008; GRAFF et al., 2015; KOSTADINQV et al. 2016;
EVERS-KING et al., 2017; ROY et al. 2017). Alguns métodos para estimar o carbono do
fitoplancton a partir dos dados das cores do oceano dependem da parametrizacdo da relacao
carbono-clorofila. Ao passo que outros métodos sdo baseados na estimativa de particulas
totais carbono orgénico (POC) e confiam na suposi¢do de que uma fracdo conhecida de POC
é constituida pelo carbono proveniente do fitoplancton (STRAMSKI et al., 1999; STRAMSKI
et al., 2008). Em um trabalho pioneiro usando amostras e imagens de satélite do Oceano
Austral, pbde-se constatar que o POC esta bem correlacionado com a retrodifuséo éptica das
particulas suspensas na &gua do mar. Esta relagdo, em conjunto com a recuperacdo do
coeficiente de retrodifusdo de rejeicdo de sensoriamento remoto, fornece um algoritmo para
estimar o POC da superficie (STRAMSKI et al., 1999). A determinagdo de POC in situ
(incorporacdo de C) é um dos parametros oceanograficos mais robustos e importantes, tdo
quanto & taxa fotossintética (liberacdo O,). Existem milhares de métodos fielmente creditados
para tal avaliagdo, sendo a filtragdo retendo a matéria organica em uma membrana de fibra de

vidro é o primeiro passo. Geralmente a variagdo do peso de antes e ap6s & queima (fisica e/ou
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quimica) determinam o resultado (A OM - Organic Matter) (WALKLEY & BLACK, 1934;
GRASHOFF et al., 1999).

2. Caracterizacdo oceanogréafica e ambiental da area de estudo

A érea de interesse estd situada na zona costeira e entorno dos montes submarinos
(arquipélagos) do nordeste brasileiro. Esta regido € controlada pelas massas de ar e de 4gua da
zona equatorial do Atlantico oeste. Priorizando massas da agua oligotroficas, onde os
processos microbianos sdo mais intensos, amostras superficiais foram coletadas em trés
pontos ao longo da costa cearense, nos municipios de Paracuru/CE (PA); Porto do Pecém -
municipio de Sdo Gongcalo do Amarante/CE (PP); Icapui/CE (IC). Os arquipélagos de
Fernando de Noronha/PE (FN) e S8o Pedro e Sdo Paulo/PE (AS) se referem aos pontos
insulares. Uma amostragem costeira na zona tropical foi realizada no municipio de Arraial do

Cabo/RJ (AC) - zona de ressurgéncia, na costa sudeste do Brasil (Figura 8).
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Figura 8. Os pontos deste trabalho estdo situados na costa e nos montes submarinos na zona equatorial do Atlantico oeste. As

siglas dos pontos na costa correspondem a PA - Paracuru/CE, PP - Porto do Pecém/CE e IC - Icapui/CE. A ilhas oceénicas
correspondem a AR - Atol das Rocas/RN, FN - Fernando de Noronha/PE e AS - Arquipélago de Sdo Pedro e S&o Paulo/PE.
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Com apenas uma Unica amostragem na costa brasileira tropical, AC - Arraial do cabo/RJ. Fonte: o préprio autor.

2.1. Circulagéo oceanica - Atlantico equatorial oeste

O movimento de energia observado nos padrdes globais de circulagcdo oceanica é
transferido e, portanto, determinado pela atmosfera. A Zona de Convergéncia Inter-Tropical -
ITCZ (Inter Tropical Convergence Zone) se apresenta como uma regido de densas nuvens
com grande desenvolvimento vertical entorno do globo, na baixa atmosfera acompanhando,
geralmente, a linha do Equador. Isto ocorre devido ao encontro dos ventos alisios do
hemisfério norte com os provenientes do sul, na zona equatorial. Os alisios de leste
provenientes do hemisfério norte se movem de nordeste para sudoeste, enquanto que 0s
ventos alisios do sul se movem de sudeste para noroeste. O deslocamento da ITCZ comanda a
intensificacdo ou ndo dos ventos alisios em ambos os hemisférios, e portanto a intensificacao
ou ndo das correntes superficiais no oceano abaixo deles. As correntes ocednicas da zona
equatorial do Atlantico oeste tém seus fluxos modulados diretamente pelo deslocamento da
ITCZ (PETERSON & STRAMMA, 1991; TCHAMABI et al., 2017).

O clima de grande parte do Oceano Atlantico Sul é dominado por um sistema semi-
permanente de alta pressdo no centro do giro subtropical, que é semelhante ao encontrado em
outras bacias oceanicas. No verdo do hemisfério sul, o giro é centralizado perto de 32°S e 5-
10°W com uma pressdo central média de 1021mbar. No inverno, o centro se desloca cerca de
800km para noroeste, 27°S e 10-15°W com elevacdo da meédia para 1025mbar (PETERSON
& STRAMMA, 1991). As diferencas de pressao entre o centro da alta e as linhas costeiras da
América do Sul e Africa sdo maiores no verdo, consequentemente, os ventos terrais da costa
oeste do sul da Africa sdo mais fracos no verdo. Isto explica o incremento no aporte de agua
da Corrente de Benguela para a Corrente Superficial Equatorial do Sul - SEC (South
Equatorial Current). A SEC flui para o oeste em direcdo ao promontorio oriental da América
do Sul. O Cabo de Sdo Rogue/RN, é o ponto em que a SEC cisalha totalmente em duas
correntes que margeiam a costa do Brasil. A Corrente Superficial do Norte do Brasil - NBC
(North Brazil Current) e a Corrente Brasileira - BC (Brazilian Current) se movimentam ao
longo das costas nordeste e sudeste, respectivamente (Figura 9). A NBC transporta maior
volume em relagdo a BC, pois continua se deslocando para o Caribe contabilizando grande
parte do transporte liquido do Atlantico Sul para o Norte em superficie. A SEC tem um
abrangente fluxo de oeste (Figura 9), fluindo no sentido do giro, partindo do sul da Africa em
direcdo ao NE brasileiro com medias de 0,3m s™*. O fluxo desta corrente diminui para o oeste
(0,1-0,15m s™) a partir de 5°S até proéximo ao Equador (PETERSON & STRAMMA, 1991;
STRAMMA, 1999; MARIN, 2009). A Contra Corrente Sub-Superficial Equatorial (EUC -
Equatorial Under-Current), é um jato estreito com uma largura média de cerca de 1,5° de

latitude e velocidades para leste, muitas vezes acima de 1,5m s na termoclina submersa, uma
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centena de metros ou menos da superficie do mar. A maior parte da 4gua da EUC vem da
termoclina do Atlantico Sul por meio da NBC, estratificada na superficie pela pluma do Rio
Amazonas. O Atlantico Norte provem muito pouco para tal corrente (PETERSON &
STRAMMA, 1991; STRAMMA, 1999; COLES et al., 2013).

O Atlantico Central, também chamado de equatorial, esta localizado nos limites dos
giros oceanicos do Atlantico Norte e Sul. Por volta das latitudes 0-5°N encontra-se o centro
de alta pressdo do giro do Atlantico Equatorial, influenciado diretamente pela corrente de
superficie SEC de oeste, com alta energia entre 5-10°S, e perdendo energia conforme avanca
ao hemisfério norte. A EUC flui para leste em sub-superficie retardando a corrente superficial
SEC no avango acima do Equador, promovendo vdrtices que ativam as contra correntes de
superficie (NECC - North Equatorial Counter Current) e de sub-superficie (NEUC - North
Equatorial Under-Current). As contra correntes NECC e NEUC se desenvolvem na latitude de
5°N intensificando o giro equatorial (Figura 9) (FRATANTONI & GLICKSON, 2002;
MARIN, 2009). O esquema dos giros oceénicos de superficie do Atlantico se direciona de
acordo com os padrBes de circulacdo forcada pelo vento presente no deslocamento da ITCZ
(MAYER & WEISBERG, 1993; BUB & BROWN, 1996; BOURLES et al., 1999). Nas
latitudes de 5-15°N se estabelece o giro do Atlantico Tropical (Figura 9). Este giro esta
delimitado pela Corrente Superficial Equatorial Norte (NEC - North Equatorial Current) de
sentido oeste no limite superior. Enquanto que no limite inferior as correntes NECC e NEUC
fluem para o leste (FRATANTONI & GLICKSON, 2002; MARIN, 2009). Nas latitudes
proximas ao AS a média anual da SEC é 0,33m s-1, tal arquipélago se localiza no meio do
giro equatorial do oceano Atlantico, resultando na entrada de ondula¢do na costa leste e na
costa nordeste (LUIZ et al., 2015).

As latitudes referentes a FN e AR sdo diariamente afetadas pelo ramo central da SEC,
com médias anuais variando de 0,2-0,15m s neste trecho, sendo a costa leste do arquipélago
exposta, chamado de Mar de Fora. O Mar de Fora recebe ondulacdes sentido oeste
intensificadas pelos alisios (ITCZ), é composto por 6 praias/baias. Enquanto que a costa leste
é mais protegida, sendo reflexo da area de sombreamento da ilha, compondo o Mar de Dentro
com calmas baias. O porto e a cidade em si, a vila dos Remédios, fazem parte da Baia de
Santo Anténio, localizada no Mar de Dentro. A SEC nas latitudes 3-7°S e 10-30°W (&reas
compreendidas por FN e AR) mostram uma variabilidade sazonal expressada por uma
diminuicdo do inicio novembro até abril, com fortalecimento em meados de julho. Devido ao
aquecimento da temperatura da superficie do mar (SST - Sea Surface Temperature), durante o
verdo austral perto do equador (fevereiro-margo), uma maior umidade é carregada pelos
alisios. Como consequéncia, o vento predominante em FN e AR s&o 0s ventos alisios sudeste,
gue se fortalecem entre julho e agosto (CORDEIRO et al., 2013; TCHAMABI et al., 2017).
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Ilhas e montes submarinos estabelecem padrBes de correntes locais, geralmente
cisalhando a corrente superficial e originando vértices na superficie que aprisionam agua no
entorno das ilhas. Ja em correntes mais profundas podem promovem o levantamento forcado
de 4agua abaixo da termoclina devido a perturbacdo fisica da montanha submersa
(PETERSON & STRAMMA, 1991; FRATANTONI & GLICKSON, 2002; MARIN, 2009;
LUIZ et al., 2015).

2.1.1. llhas oceanicas

Os arquipélagos de FN e AS pertencem ao estado do Pernambuco, mas ndo
necessariamente estdo mais proximos a este estado, sendo o Rio Grande Norte o estado com
porcOes de terra mais proximas as ilhas ocednicas do nordeste brasileiro. FN esta a 540Km na
direcdo sudoeste da capital pernambucana (Recife) e 375Km de Natal (Capital do RN).
Considerando uma paralela longitudinal entre a ilha e a porcdo de terra continental, a ilha
estaria distante da costa do estado do Ceara cerca de 675Km. O arquipélago de Fernando de
Noronha é formado por ilhas e rochedos de origem wvulcanica, sendo que a base desta
montanha submarina esta a 4km de profundidade (ANGULO et al., 2013). A atividade
vulcanica final ocorreu a 1,8 milhdes de anos atras. Durante o periodo Quaternario, o
intemperismo e a erosdo costeira foram as principais responsaveis por esculpir a morfologia
atual das ilhas. Os registros geologicos de Fernando de Noronha fornecem dados do oceano
Atlantico ocidental equatorial, onde apenas duas outras massas de terra emergentes sdo
encontradas. Estes sdo os arquipélagos do Atol das Rocas, 150 km a oeste e Sdo Pedro e Séo
Paulo, 630 km a nordeste (ANGULO et al., 2013). A érea total das 21 ilhotas compreendem
26Km? dos quais 17Km? pertencem a ilha principal (Vila dos Remédios), com 10km de
comprimento e 3,5km de largura (TEIXEIRA et al., 2003). O clima da ilha é o tropical tipico,
guente o ano todo com temperatura média anual de 26°C e chuvas concentradas entre
fevereiro e julho, sendo abril o0 més mais chuvoso (290mm). A vegetacdo atual é composta
por restingas e uma mata pouco densa de médio porte secundaria, uma vez que a ilha ja foi
extremamente alterada ao longo da historia de ocupacdo/descoberta, que remonta desde a
década de 1500 (TEIXEIRA et al., 2003). A maior parte do arquipélago foi declarada parque
nacional marinho desde 1988, abrangendo uma area de 112,7Km? de preservacio (parte
marinha incluida). O plano de gestdo aborda o turismo, pesquisa, educacdo ambiental,
protecdo e monitoramento da biodiversidade, levando em consideracdo a capacidade de carga
de diferentes areas dentro do parque e regula a navegacgdo e o mergulho (MOHR et al., 2009).

A cerca de 150Km a oeste de FN situa-se a reserva biol6gica do Atol da Rocas, o
Unico atol do Atlantico Sul. Pertence ao territério do Rio Grande do Norte, com 7,5Km?
abrigando a ilha do Farol e do Cemitério. Possui um formato oval, com 3,5km de
comprimento e 2,5km de largura (PEREIRA et al., 2010). Em linha reta paralela estaria

505Km distante da costa cearense a oeste, e a sul-sudoeste distante 260Km de Natal/RN e
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475Km de Recife/PE. O Atol das Rocas foi a primeira &rea protegida por uma reserva
biolégica marinha no Brasil, desde 1979. As Unicas atividades humanas permitidas em seu
interior sdo aquelas relacionadas a pesquisa cientifica. A gestdo das &reas de preservagao
integral de FN e AR cabe atualmente ao ICMBIo - Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade. Esta duas areas abrangem cerca de 422,7Km? de territorio preservado. Pela
presenca das unidades de conservacdo, em 2001, Fernando de Noronha e o Atol das Rocas
foram designados pela UNESCO como Sitios do Patrimbnio Marinho, reiterando a
importancia Unica destas areas para a conservacao da biodiversidade mundial (CORDEIRO et
al., 2013; MOHR et al., 2009).

O arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo estd a 1.160km na direcdo sudoeste de
Recife/PE e cerca de 985Km de Natal/RN. Em linha paralela longitudinal, dista 2.305Km da
costa do estado do Amapa, ja no hemisfério norte. AS é composto por um conjunto de 5
ilhotas e mais 4 pequenos rochedos que compreendem 0,012Km?. A maior ilha é chamada
Belmonte e ocupa metade da area total do arquipélago, com 100m de comprimento e
aproximadamente 60m de largura (SICHEL et al., 2008; MOTOKI et al., 2009). Situada sobre
a cordilheira submarina Dorsal Mesoatlantica, em uma das maiores falhas transformantes do
oceano Atlantico, 630 quilémetros de descontinuidade dos segmentos da cadeia meso-
ocednica. E a Unica exposi¢do mundial do manto abissal acima do nivel do mar composta de
rochas peridotito (SICHEL et al.,, 2008). O ASPSP esta situado no topo da elevacdo
morfologica submarina mais profunda bacia oceanica a frente da costa norte e nordeste do
Brasil, com sua base a aproximadamente 5Km de profundidade. E diferente de vulcoes
submarinos, pois é constituido de duas grandes elevacgdes tabulares, que ndo possuem uma
plataforma submarina de pequena profundidade ao entorno, ao sul existe uma escarpa vertical
com desnivel superior a 2Km (MOTOKI et al., 2009). Estas morfologias submarinas sugerem
gue o soerguimento é decorrente de tectonismo recente, com um processo ativo de ascensao
com taxa anual de soerguimento de 0,15cm por ano (MOTOKI et al.,, 2009). O clima
predominante é o equatorial, quente e imido ao longo do ano. Apenas a maior ilha possui
vegetacdo, rasteira e pouco abundante, nenhum dos rochedos dispde de mananciais de agua
potdvel. A vegetacdo da ilha Belmonte ndo é natural, sendo transportada do continente
durante as construcdo e manutencdes do Farol. A amplitude térmica é muito pequena,
caracteristica da zona da linha do Equador. Ao longo do ano a temperatura da dgua do mar
varia entre 26°C e 28°C e umidade do ar relativamente elevada, com médias mensais entre
70% e 90% (MOHR et al., 2009). O interesse pelo AS decorreu da assinatura da Convengéo
das NacOes Unidas sobre o Direito do Mar, ratificado pelo Brasil em 1988, dando direito de
200 milhas nauticas em torno de qualquer territorio brasileiro pertencentes a Zona Econdmica
Exclusiva - ZEE. Em 1995 a Marinha do Brasil iniciou a constru¢do de um novo farol e um

ano apos, a Marinha junto a Secretaria da Comisséo Interministerial para os Recursos do Mar
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- SECIRM iniciou o projeto “Pro-Arquipélago”. Em 1998 houve a implantacdo de uma
estacdo cientifica de 45m? na ilha Belmonte. A presenca permanente de cientistas na estacdo
cientifica é necesséria para provar a habitabilidade no arquipélago, que é fundamental para
obter o seu reconhecimento internacional como territdrio brasileiro, garantindo a incorporagao
de 450.000km? em area de pesca e exploragdo submarina a ZEE brasileira (MARINHO et al.,
2010). Embora o ASPSP seja mantido pela Marinha uma unidade de conservagdo de uso
sustentavel também regula as atividades de pesca neste arquipélago, a area de protegdo
ambiental de Fernando de Noronha-Rocas-S&o Pedro e Sdo Paulo - APA FN. Com o decreto
assinado desde 1986, apenas anos depois foi criada a Secretaria do Meio Ambiente de
Fernando de Noronha que gerencia a APA como 6rgéo gestor. Cerca de 797Km? de area séo
regulamentadas pela APA (MOHR et al., 2009).

2.2. Circulagao costeira - correntes do Brasil e Norte do Brasil

A SEC origina a NBC e a BC, sendo estas duas caracterizadas como correntes
superficiais de contorno oeste do Atlantico Sul (Figura 9).

A costa nordeste do Brasil recebe a influéncia direta da NBC, adentrando a
plataforma continental no sentido oeste/noroeste margeando a costa. Na porcdo 3°S
(correspondente a costa do CE) a morfologia da costa nordestina tem um padrao leste-oeste,
justamente onde a NBC é mais intensa alcancando velocidades acima de 1,1m s durante a
intensificacdo dos ventos alisios de leste durante o inverno austral (ITCZ mais ao norte do
Equador). As médias anuais sio proximas a 0,6-0,8m s* (PETERSON & STRAMMA, 1991;
STRAMMA, 1999; MARIN, 2009). Embora o Ceard possua varios estuarios, estes sdo
pequenos e pouco volumosos, ocorrendo eventos sazonais de oligotrofia ao longo do ano,
além, de parcelas de hipersalinidade, intensificadas pelas elevadas temperaturas e o intenso
padrdo edlico (DIAS et al., 2013).

Uma caracteristica jA comentada € que a maioria do transporte de agua pela SEC ¢é
enviada ao hemisfério sul pela NBC, e uma pequena parte alimenta a incipiente BC proximo a
10°S. A corrente superficial BC se intensifica com a movimentacdo geostrofica do giro sul,
margeando a costa do sudeste e sul brasileiro na direcdo sul. Nas latitudes correspondentes a
Regido dos Lagos no litoral carioca, ocorre uma quebra na morfologia da costa compreendo
0s municipios de Arraial do Cabo e Cabo Frio, latitudes préximas a 20,5°S. Nestas latitudes a
costa tem sentido leste-oeste e a velocidade da corrente se mantém acelerada com 0,5-0,6m s
(PETERSON & STRAMMA, 1991). De acordo com o diagrama TS (temperatura e
salinidade), as aguas transportadas pela BC sdo engquadradas como agua Tropical - TW
(Tropical Water), perfil tipico do Atlantico Sul da superficie até 100m de profundidade,
aproximadamente. Em Arraial do Cabo, ocorre o fendbmeno da ressurgéncia costeira,
aflorando aguas de fundo, como a agua central do Atlantico Sul - SACW (South Atlantic
Central Water), que geralmente estaria abaixo dos 200-350m (DIAS et al., 2013). A SACW é
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resultado do encontro da corrente superficial sentido sul BC com a Contra Corrente de Fundo
das Maldivas - MC (Maldivas Current) (PETERSON & STRAMMA, 1991; STRAMMA,
1999). A ressurgéncia costeira ¢ um fendmeno importante aos processos ecoldgicos marinhos,
pois disponibiliza os nutrientes retrabalhados que estéo aprisionados abaixo da termoclina. Os
processos de ressurgéncia costeira sdo determinados pela morfologia costeira, a topografia de
fundo e os campos de vento (COELHO-SOUZA et al., 2017). No caso de AC, a ressurgéncia
costeira é muito sensivel as mudancas do vento que acompanham duas esta¢Ges perfeitamente
definidas: uma temporada primavera-verdo, com o estabelecimento de anticiclones marinhos
tropicais com campos de ventos predominantes de E-NE, favoraveis a ressurgéncia. E uma
temporada outono-inverno, com a passagem de frentes polares, com ventos sul promovem a
subsidéncia de massas da agua superficiais quentes, aprofundando a picnoclina (COELHO-
SOUZA et al., 2017; LESSA et al., 2017).
2.2.1 Costado CE

O Ceara é fortemente influenciado pelos processos de deslocamento da ITCZ, sendo
os ventos intensificados nos meses de agosto a outubro quando a ITCZ esta a norte do
Equador (MAIA et al., 2005). E com rajadas de ventos mais amenas nos meses de margo a
abril, quando a ITCZ estd sob o Equador (JIMENEZ et al., 1999; MAIA et al., 2005). Pereira
(2012) relata valores médios mensais de ventos (a 10m do solo) variando de 2,9 m/s no
periodo de marco a abril, com dire¢cdo ESE (112,5°) e no periodo de agosto a outubro, mais
seco, com ventos circulando a 6,1 m/s com dire¢do predominante a SE (135°). Portanto, o
clima regional, incluindo a varia¢do sazonal das chuvas, € regulado pela ITCZ. Os fenbmenos
do El Nifio influenciam na magnitude do deslocamento da ITCZ sobre o continente,
promovendo seca na regido e o aumento da SST na costa do NE (KAYANO et al., 2009). E as
condicBes de La Nifia promovem condicdes chuvosas (MARENGO et al., 2017). A costa
cearense é marcada por um forte regime de precipitacdo sazonal, com dois periodos bem
definidos. O clima é semi-arido tropical, e é influenciado por processos oceénicos e
atmosféricos que determinam a distribuicdo de precipitacio (MARENGO et al., 2017). Um
periodo chuvoso se estende de Janeiro a junho, e um periodo seco de julho a dezembro. O
litoral cearense apresenta resquicios de Mata Atlantica, sendo os tabuleiros pré-litoraneos
caracterizados pela vegetacdo composta, predominantemente, por manguezais e restingas em
coberturas de dunas e savanas (MORO et al., 2011).

O municipio de S&o Gongalo do Amarante/CE abriga o maior porto offshore do
Brasil, o Porto do Pecém. Apresenta uma planicie praial tipicamente contornada por
extensBes de dunas cobertas por restinga esparsa, com clima predominante tropical atlantico.
O Porto do Pecém é um terminal portuério distante 40Km a noroeste de Fortaleza (capital
cearense). A Marinha do Brasil iniciou os estudos ecobatimétricos em 1995, e em 2002 foi

completamente inaugurado. E o porto do NE com o menor tempo de transito entre o Brasil, 0s
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Estados Unidos e a Europa, média de 7 dias para chegar ao destino, funciona como um dos
atrativos para conquistar os armadores e impulsionar as exportagdes brasileiras.

O clima tipico de Paracuru/CE ¢é tropical semiimido e uma paisagem praial de
restinga recortada por recifes de arenitos expostos, que formam piscinas naturais nas bordas.
Esta distante 70Km a noroeste de Fortaleza.

J& lcapui/CE dista 165Km em linha reta a sudeste de Fortaleza, sendo o municipio
mais oriental do estado do Ceara e 0 ponto de amostragem mais seco, com clima tipico semi-
arido e falésias (tabuleiros litoraneos de arenitos) com recifes expostos. A vegetacao é variada
com restinga e caatinga.

2.2.2. Arraial do Cabo

Arraial do cabo/RJ estd em uma porcdo de terra avancada para dentro do mar em
relacdo a costa adjacente, extremamente recortado e com caracteristicas de circulacdo de agua
bem especificas e variantes ao longo das estacdes do ano, com influencia da ressurgéncia
costeira (COELHO-SOUZA et al., 2017; LESSA et al., 2017). E um municipio da Regi&o dos
Lagos, no estado do Rio de Janeiro distando 120Km da capital carioca. Com uma baixa média
pluviométrica, é considerado de clima tropical litoraneo com muito vento e pouca chuva.
Possui pequenas ilhotas no entorno das enseadas. A vegetacdo original é de mata atlantica,
com caracteristicos costdes rochosos interrompendo as faixas de areias, resultando praias com
uma estreita faixa de areia.

As informacg6es geograficas acima foram obtidas através site pablico disponivel pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, no portal cidades, clima e vegetacdo
(IBGE, 2018).
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Figura 9. Representacdo das correntes superficiais (linha escura) e sub-superficiais (linha tracejada) no perfil agrupado de 0-150m
na zona equatorial e tropical do Atlantico Sul (PETERSON & STRAMMA, 1991; BUB & BROWN, 1996; BOURLES et al.,
1999; STRAMMA, 1999; FRATANTONI & GLICKSON, 2002; TCHAMABI et al., 2017). A intensidade das correntes esta de
acordo com a espessura da linha. Os termos abreviados sdo: NEC - Corrente Superficial Equatorial Norte; NECC - Contra
Corrente Superficial Equatorial Norte; NEUC - Contra Corrente Sub-Superficial Equatorial Norte; EUC - Contra Corrente Sub-
Superficial Equatorial; SEC - Corrente Superficial Equatorial Sul; SECC - Contra Corrente Superficial Equatorial Sul; SEUC -
Contra Corrente Sub-Superficial equatorial Sul; SAC - Corrente Superficial do Atlantico Sul. Os giros do Atlantico Sul estdo em
destaque, com os sentidos representados. O perfil de profundidade e direcdo das correntes esta em evidéncia na porgao inferior
direita do mapa (PETERSON & STRAMMA, 1991; STRAMMA, 1999). Fonte: o proprio autor.

3. Objetivo

Caracterizacdo da diversidade e do estoque de carbono de cianobactérias em aguas
superficiais da costa cearense e dos arquipélagos na bacia oceénica a frente, seguindo um
gradiente longitudinal através da biblioteca de metagendmica 16S rRNA. As correntes que
atuam nestas areas estdo compreendidas na porcdo oeste dos giros equatoriais do oceano

Atlantico.
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3.1. Objetivos especificos

Determinar a concentracdo celular de distintas populagcbes do pico e do
nanofitoplancton através de citometria de fluxo na costa cearense e ilhas oceénicas brasileiras
localizadas na porgéo oeste do Atlantico.

. Estimar o volume de carbono presente nas aguas superficiais em relacdo 4 biomassa
especifica as cianobactérias na costa e nas ilhas oceanicas na por¢cdo oeste do Atlantico
equatorial,

. Descrever a diversidade de cianobactérias através da abundancia de sequencias
metagendmica shotgun 16S rRNA em aguas superficiais na costa e nos arquipélagos
oceanicos ao longo do mesmo gradiente longitudinal na porcao oeste Atlantico equatorial;

Determinacdo da diversidade de cianobactérias em funcdo das varidveis
oceanograficas ph, oxigénio dissolvido, temperatura e salinidade, ao longo do gradiente
longitudinal da costa e das ilhas oce&nicas na zona equatorial da por¢éo oeste do Atlantico.

. Comparacdo das técnicas moleculares DGGE e sequenciamento em larga escala de
biblioteca 16S rRNA para determinacdo da extrutura da comunidade de cianobactérias na

costa NE e sudeste do Brasil.

4. Material e métodos

Foram realizadas 13 campanhas durante todo ano de 2015 (Tabela 5) nos
arquipélagos e na costa. Com exce¢do de Icapui (IC), a qual a amostragem foi realizada
durante o periodo seco, 0s outros pontos da costa cearense foram amostrados no periodo
chuvoso. J&4 em AC foi amostrada no outono. Nas ilhas oceénicas as coletas ocorreram entre
primavera/verdo, seca no Ceara (Tabela 5).

Na costa do Ceara foram amostrados 3 pontos, todos consistindo em praias expostas a
dinamica costeira, PP1 e PAL no litoral oeste do estado e IC1 no litoral leste. Em Arraial do
Cabo as coletas foram realizadas em dois pontos, AC1 uma praia exposta enquanto que AC2
corresponde a uma enseada protegida das ondulagdes (Tabela 5).

Em Sédo Pedro e S8o Paulo ocorreram 4 amostragens compreendendo o entorno do
arquipélago. Os dois pontos abrigados AS1 e AS2 foram amostrados na enseada e nas pogas
de maré ao lado da estacao cientifica, respectivamente. As pogas de mareé situadas interior da
ilha Belmonte sdo constantemente lavadas pelas ondas na maré alta. O ponto AS3 esta
localizado ao norte da ilha, numa area de sombreamento promovido pelo arquipélago, onde as
ondulagbes mais amenas. O ponto AS4 esta ao sul da ilha, totalmente exposto ao elevado
hidrodinamismo local (Tabela 5).

No arquipélago de Fernando de Noronha, a praia do Ledo ao sul da ilha (FN2) possui
uma elevada dindmica sendo caracterizada como area exposta (Mar de Fora), assim como a

enseada da Caieira (FN4) no leste da ilha. O ponto FN1 é abrigado, na Ponta da Sapata na
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face norte da ilha. Também ao norte, o ponto FN3 estd proximo as ilhotas Monte dos Dois
Irmaos (Mar de Dentro), em local sombreado das ondulagdes.
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Tabela 5. Caracterizagdo das amostras com descricBes ambientais e geograficas aos respectivos pontos de coleta, assim como a descricdo dos parametros fisico-quimicos da agua superficial
amostrada no inicio de cada coleta. Fonte: o proprio autor.

GPS coordinates (datum WGS84)

Seawater physical-chemical parameters

Samples Local Site Substrate Dynamics Date Lat Lon pH T(°C) Salinity DO (mg/L)
AC1 Arraial do Grande Beach - Ponta da Cabega Sandy plain Exposed 03/2015 22°58'30.00"S 42°02'05.70"W  8.12 25.45 33.15 6.10
AC2 Cabo/RJ Farol Island - Enseada do Maramuta Rocky bottom  Sheltered 03/2015 22°59'25.30"S  41°59'55.20"W  8.29 25.62 34.21 5.40
PP1 Port of Pecém/CE Pier 1 - Diving platform Sandy plain Exposed 06/2015  3°32'05.00"S  38°47'53.30"W  8.68 28.77 36.33 4.90
PA1 Paracuru/CE Pedra Rachada Beach Tide pools Exposed 06/2015  3°23'52.80"S  39°00'50.30"W  8.33 29.50 35.67 4.70
IC1 Icapui/CE Ponta Grossa Beach Sandy plain Exposed 11/2015  4°37'35.90"S  37°30'26.80"W  8.12 28.70 35.50 5.80
AS1 _ Enseada Rocky bottom Sheltered 10/2015 0°55'02.20" N  29°20'46.40"W  8.24 27.25 32.49 8.20
AS2 Sa';‘ati:ff;ual”d Scientific station Tide pools Sheltered  10/2015  0°54'59.40" N  29°20'44.80''W 826  27.44 30.41 5.30
AS3 Archipelago/PE North - Open sea Rocky bottom  Sheltered 10/2015 0°55'12.80" N  29°20'44.10"W  8.18 27.45 33.45 6.70
AS4 South - Dolphins family Rocky bottom Exposed 10/2015 0°54'50.70" N 29°20'42.70"W  7.19 27.14 31.28 5.90
FN1 Ponta da Sapata Rocky bottom  Sheltered 10/2015  3°52'23.50"S  32°28'25.90"W  8.29 26.78 36.10 5.90
FN2 Fernando de Ledo Beach Tide pools Exposed  10/2015  3°52'14.20"S  32°26'19.20"W 850  27.32 36.20 6.80
FN3 Arc':ic; ':lggj - Dois Irm3os Hill Rocky bottom  Sheltered ~ 10/2015  3°50'47.90"S  32°26'31.80"W 832 2691  36.14 6.90
FN4 Enseada da Caieira Rocky bottom Exposed 10/2015  3°50'10.50"S  32°23'54.90"W  8.11 26.63 35.80 7.00
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4.1. Amostragem, transporte e armazenamento

Todas as amostras foram obtivas através de mergulho com cilindro. Nos locais com
acesso direto ao mar, o mergulho para a coleta de agua era realizado a partir do proprio local
(praia ou encosta rochosa). Nos outros locais houve o uso de embarcacoes (bote inflavel com
motor) que serviam como plataforma de mergulho.

Amostras de agua superficial foram coletadas entre 5-8m de profundidade em todos
os locais de amostragem. Durante a coleta e transporte até os locais tratamento em campo,
foram usadas garrafas térmicas garantindo a manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas.
Cada amostra (13 Samples - Tabela 5) possuia 5 réplicas, ou seja, 5 garrafas térmicas de
plastico com o volume de 5L de agua superficial destinadas as analises de citometria e
gendmica. E ainda mais 2 réplicas/garrafas destinadas a analise de POC, também com volume
de 5L.

Ainda em campo, as réplicas pertencentes a citometria e genémica (5 garrafas de 5L)
foram filtradas por agdo da gravidade em malha de 10um (Figura 10). No caso das duas
réplicas para POC (2 garrafas de 5L), as amostras foram filtradas por gravidade em malha de
200um (Figura 10), retirando as fragdes arenosas de sedimento em suspensdo. Apds a
filtragem as garrafas eram transportadas, protegidas da incidéncia direta de luz solar direta, o
mais rapidamente possivel até as estacGes de tratamento locais para o processamento e
armazenamento.

Nas estacdes de tratamento os conteudos das duas garrafas destinadas ao POC foram
novamente filtrados. Porem, utilizando membranas de fibra de vidro de 47mm de diametro e
poro 0,45pum por bomba de filtragdo a vacuo (Figura 10), retendo todo o material particulado
nestas membranas. Imediatamente apés a filtragem, cada membrana era alocada em um
criotubo estéril e armazenada em galdo de N, (nitrogénio liquido) a -195°C. Portanto as
amostras de POC in situ foram analisadas em duplicata.

Para uma amostra, cada uma das 5 garrafas destinadas a citometria e genémica foram
concentradas a 1,5L através da técnica da filtracdo tangencial - TFF (Tangencial Filtration
Flow - Sartorius®) (Figura 10). Esta técnica usa uma malha interna de 0,22pum para reter as
particulas da agua sem danifica-las pelo excesso de pressdo. Desta forma as células expostas
ao sistema TFF ndo sdo corrompidas, permanecendo viadveis apos este processo (BARTHEL
et al., 1989; GIOVANNONI et al., 1990; RODRIGUEZ et al., 1998; BALZANO et al., 2012).
O fluxo ideal padronizado previamente foi delimitado para 1L a cada 5min.

Para cada uma das cinco réplicas/garrafas concentradas a 1,5L foram retiradas 4
aliquotas fixadas para os experimentos de citometria. Cada aliquota continha 1,85mL da
amostra concentrada e 0,15mL de glutaraldeido a 20% em um criotubo estéril, sendo que o

volume final de 2mL de amostra estava fixada a glutaraldeido 1,5% (Figura 10).
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Imediatamente apos a fixagdo cada criotubo foi armazenado em galdo de N». Portanto as
amostras de citometria foram analisadas em 5 réplicas, com cada réplica contendo 4 aliquotas.

Apos a retirada das aliquotas para anélise de citometria, o restante do concentrado de
1,5L de cada garrafa/réplica passou por uma filtragem em série utilizando membranas inertes
de éster-celulose com 47mm de diametro (Figura 10). Na primeira filtracdo a vacuo a
membrana de 3um separou a fracdo do nanofitoplancton. A segunda filtragdo a vacuo reteve a
fragdo do picofitoplancton em uma membrana de 0,22um. Imediatamente apos a filtragem
cada membrana foi alocada em um criotubo estéril e armazenada em galdo de N,. Portanto,

para a analise gendmica duas membranas distintas foram armazenadas para cada uma das 5
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Figura 10: Desenho amostral do processamento desde a amostragem da agua
superficial até o armazenamento das amostras em galdo de nitrogénio liquido (-
196°C). As amostras fixadas foram utilizadas para os experimentos de citometria,
enguanto que as amostras de membrana foram utilizadas para as analises de POC
(0,45um) e analises gendmica (filtros de 3 e 0,22um). Filtration - filtragdo por
gravidade; TFF - filtracdo tangencial; VF - filtracdo a vacuo. Fonte o préprio autor.
4.2. Variaveis ambientais
No inicio de cada amostragem, ou seja, assim que cada garrafa/réplica era recolhida. As
variaveis fisico-quimicas como salinidade, pH, temperatura e teor de oxigénio dissolvido

eram verificadas in situ através de uma sonda multi-paramétrica YSI (Hanna®). Antes da
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coleta em cada ponto a sonda era devidamente calibrada de acordo com as especificacGes
préprias (Figura 11).

Valores observados ponto a ponto foram descritos, assim como seus desvios em
relacdo as medias costeiras e insulares, respectivamente. Uma analise de variancia (ANOVA)
multifatorial foi realizada entre os paramentos de temperatura, pH, salinidade e oxigénio
dissolvido. Os dados foram normalizados pela fungéo ‘decostand’ no software estatistico R. A
partir destes parametros, foram gerados um cluster de similaridade pelas médias, usando
distancia euclidiana, agrupando os pontos pelas variaveis oceanograficas. Uma analise de
componentes principais (PCA) e um escalonamento multidimensional (MDS) com
distribuicdo euclidiana pelas médias também foram propostos para demostrar a distribuicdo
dos pontos pelas variaveis. Uma correlagdo de Spearman mostrou a significancia para cada
par de varidveis, demostrando as forcas das relacbes entre si.

Descricbes do tipo de fundo (Substrato - Substrate) e da hidrodindmica local
(Dinamica - Dynamics) também foram utilizadas como variaveis categoricas a cada ponto de

amostragem (Figura 11).
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Figura 11: Desenho amostral dos pardmetros fisico-quimicos e de
variaveis categorica da coluna da agua durante o processo de
amostragem. Fonte o proprio autor.
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4.3. Biomassa na dgua

A quantidade de carbono organico particulado presente na coluna da agua no
momento da coleta foi mensurado, assim como houve a preocupacdo de validar estes valores
remotamente.
4.3.1. Oxidagéo por dicromato

A analise de POC seguiu 0 método classico de oxidacdo da matéria organica descrito
por Walkley & Black (1934), e posteriormente adaptado a agua do mar por Menzel &
Vaccaro (1964) e Grashoff et al. (1999). Este consiste na filtragdo inicial da agua e separacéao
da matéria organica por membrana de vidro 0,45um, e posterior pesagem das membranas
liofilizadas. Apos as membranas sofreram digestdo acida imida na presenca de dicromato de
potéassio, sendo o excesso titulado com sulfato ferroso amoniacal (Figura 12). Apos, célculos
de correcdo e normalizagcdo considerando o proprio erro de extragdo do método na
recuperacdo da matéria organica foram aplicados (WALKLEY & BLACK, 1934; MENZEL
& VACCARO, 1964; GRASHOFF et al., 1999; APHA, 2012). Esta analise de POC demostra
a quantidade de carbono particulado na agua no momento das amostragens. Os dados foram
ajustados em quantidades de carbono por volume (mg C m?).

Uma andlise de variancia (ANOVA) foi realizada entre as amostras usando a fungéo

de normalizagdo ‘decostand’ no software estatistico R.

 Water sample \\/
membrane

freeze-dried weigh of
fraction 0.45um l
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L E
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Figura 12: Desenho amostral para
obtengdo  do  carbono  organico
particulado - POC através do método de
digestdo acida (WALKLEY & BLACK,
1934; MENZEL & VACCARO, 1964;
GRASHOFF et al., 1999). Fonte o
préprio autor.
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4.3.2. Sensoriamento remoto

A analise de POC determinada por sensoriamento remoto utilizou o modelo de
resultados numéricos ajustados por sensores que medem a cor do oceano. Estes modelos
foram retirados do banco de dados de imagens GIOVANNI v.4.24
(https://giovanni.gsfc.nasa.gov/giovanni/). Este modelo se utiliza dos modelos de correcédo de

STRAMSKI et al. (2008) para a determinacdo de POC através da relacdo clorofila/carbono
(KOSTADINOV et al. 2016). O sensor utilizado por tal plataforma é o MODIS-Aqua da
Agencia Aeroespacial Norte-Americana - NASA (National Aeronautics and Space
Administration). Sendo que o pixel desse sensor corresponde a um quadrado de 4 x 4Km,
cobrindo uma éarea de 16Km? por pixel. A cada pixel uma média mensal pode ser exportada
pela plataforma da NASA (Figura 13). O periodo pertinente para a coleta nas ilhas foi
avaliado (out/2015 - Tabela 5), assim como a média anual do periodo e a série histérica dos
altimos 5 anos. Uma imagem foi gerada para cada um destes periodos, revelando as médias
dos teores de POC. Os valores de POC foram extraidos das imagens por meio de comandos
pelo software MATLAB v. 9.1 (MathWorks®).

Devido a pouca acurdcia dos sensores orbitais para carbono na zona costeira
costa/oceano, somente foram descritos valores médios aos arquipélagos: FN, AT e AS. Para a
determinacdo dos teores de POC atraves das imagens geradas, um retdngulo foi estabelecido
entorno das ilhas, a fim de obter um valor médio adequado a cada amostragem. No caso de
FN 15 pontos/pixels foram estabelecidos preenchendo uma area de 128km?; para O AT foram
avaliados 9 pontos/pixels cobrindo uma area de 64km?; e para o AS apenas 6 pontos cobriram
uma area de 32km? As médias de POC foram estabelecidas de acordo com os valores de
pixel mais proximos a cada amostra em raz&o do volume (mg C m’®).

Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada entre as amostras no software

estatistico R usando a fung¢io de normalizagdo ‘decostand’ no software estatistico R.
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Figura 13: Desenho amostral do processamento das imagens baixadas pelo banco
de dados Giovanni (NASA®) para extracdo dos valores médios de POC por pixel
(16Km?). Sensor orbital MODIS-Aqua. Fonte o préprio autor.

Nas localidades da costa, a média de carbono particulado observado no momento da
coleta (POC) das localidades amostradas foi considerada como o padrdo normal. Desta forma,
desvios puderam ser gerados para cada localidade em especifico.

Nas amostras insulares, médias historicas obtidas pelo sensoriamento remoto (POC
remote) puderam gerar médias que foram confrontadas entre si. Com base nestas médias,
foram propostos desvios do POC observado em relacdo ao més de amostragem (outubro de
2015), a série de um ano (2015) e a série temporal de 5 anos (2010-2015), sendo essa
considerada a média normal (Figura 13).

Uma matriz de correlacdo de Pearson foi estabelecida entre as amostras insulares de
POC e POC remote a fim de estabelecer alguma semelhanca entre as distintas formas de
amostragens.

4.4. Biomassa das cianobactérias - citometria

As concentracdes celulares das menores fragdes do fitoplancton foram estimadas pelo
uso da citometria de fluxo. As fluorescéncias naturais dos diferentes pigmentos fotossintéticos
serviram como base para a diferenciagdo dos diferentes grupos, assim como a utilizagdo dos
parametros de FSC e SSC (MARIE et al., 1997; RODRIGUEZ et al., 1998; PARTENSKY &
VAULOT, 1999; DUBELAAR & JONKER, 2000; MARIE et al., 2014). As aliquotas fixadas
com glutaraldeido 1,5% foram descongeladas e mantidas no escuro em refrigeracdo para
adicdo de beads (esferas) marcadas. As esferas vermellho-fluorescentes (red beads) utilizadas
eram marcadas para fluorescerem a 580/605nm (Thermoficher®) sob incidéncia do lazer azul
no FL3 do citbmetro, como a clorofila natural. Foi utilizado o citémetro Accuri C6 (BD

Biosciences®). As beads foram diluidas, para que ao final do experimento elas estivessem em
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uma concentragdo de 1.000 eventos por uL na menor velocidade de aquisicdo do citdmetro
(velocidade baixa). Para atingir a concentracdo desejada das beads de 2um (carboxiladas)
houve uma diluicdo de 10.000X da solucdo estoque. Ja as beads de 4um (sulfonadas) foram
diluidas 1.000X a partir da solucdo estoque. As diluigdes foram realizadas em agua mili-q e
ph 7,0. Uma solucdo de trabalho com as duas beads diluidas era realizada a cada amostragem
(1 dia estabilizando em refrigeracdo antes do uso). A solucdo das duas beads ndo podiam
variar mais que 5%, e respeitar o fluxo de 1.000 eventos por uL no equipamento. Ap6s, 20uL
desta solucdo de trabalho era adicionada a cada aliquota fixada (2mL com gluta 1,5%) e
vortexada em maxima velocidade por 30s e posterior repouso de 30min. Cada uma destas
aliquotas/replicatas foi vortexada novamente por 10s antes da aquisicdo pelo citbmetro.
Devido a testes preliminares, foi possivel estabelecer os melhores padrdes para a aquisi¢do de
dados pelo citdmetro, que contemplasse tanto as amostras costeiras quanto as insulares, de
uma maneira que nao necessitassem de diluicdo. Apos estes testes preliminares, o template de
aquisicdo seguiu os limites (thresholds) no FSC-H de 8.000 e no FL3-H de 500, com tempo
de aquisicdo de 2min na velocidade baixa eram adquiridos 27uL. Entre as amostras era
realizada uma retrolavagem, para descontaminar possiveis interferentes de uma amostra para
a outra.

A identificacdo das comunidades nano e picoplancténicas autétrofas encontradas na
zona equatorial do Atlantico foi avaliada através da emissdo de fluorescéncia dos pigmentos
fotossintéticos, assim como o tamanho relativo e a densidade celular. Os arquivos gerados
pelo software de interface do proprio citbmetro foram tratados pela plataforma FlowJo®. Os
citogramas de identificacdo se basearam nas caracteristicas intrinsecas dos pigmentos para
grupo de interesse. As fluorescéncias no amarelo e no vermelho revelam os pigmentos das
populacdes autotréficas naturais (MARIE et al., 1997; MARIE et al., 2001). Desta forma,
foram construidos plots de: FSC-A x SSC-A - visdo geral das marcacgdes celulares da amostra
(All) e determinacdo do Threshold residual; FSC-H x FSC-A - determinacdo das beads de
2um e 4um; FL2-A x FL3-A - grupos Prochlorococcus e Nanoeucariotos; FSC-A x FL3-A -
Fito indeterminado e cianobactérias indiferenciadas; SSC-A x FL2-A - grupo Synechococcus.
Os cinco grupos diferenciados (Phyto, Nanoeukaryotics, Cyanochlorophyllates,
Prochlorococcus e Synechococcus) somente puderam ser distinguidos através da marcacgao
dos sinais ao longo dos diferentes eixos e pela compara¢do com outros trabalhos de citometria
(PARTENSKY & VAULOT, 1999; MARIE et al., 1997; MARIE et al., 2001; EIGEMANNA
et al., 2013). Os resultados foram expressos pela concentracdo celular por litro de agua (Cell
L.

Os dados foram normalizados pela fungdo ‘decostand’ no software estatistico R para
melhor acomodacdo estatistica. Através destes dados de concentragdo celular foi gerada uma

andlise de variancia (ANOVA) multifatorial entre as populagdes das diferentes amostras.

52



Assim como, uma analise de componentes principais (Principal Component Analysis - PCA)
e um escalonamento multidimensional (Metric Multidimensional Scaling - MDS) com
distribuicdo euclidiana pelas médias.

A biomassa de carbono de cada grupo do picofitoplancton foi inferida através da
abundancia/concentracdo de células e do uso de algoritimos de conversdo (Figura 14). Estes
algoritimos sdo extraidos da literatura e se baseiam em célculos de area e volume celular,
existem valores divergentes entre tais metodologias de converséo (LI et al., 1992). Um teor
médio da densidade de carbono por célula é a base utilizada para converter os volumes de
células em biomassa, usando os diferentes diametros celulares (um). O indice mais utilizado
para células bacterianas é aferido a 0,20-0,22pg C um™ (CHRISTIAN & KARL, 1994).

Existem diversos métodos para calcular os algoritmos de conversdo através dos
indices de volume acima. O foco para a escolha do indice deve estar na representatividade
para a area de pesquisa e a populacdo amostrada (Tabela 6) (LINACRE et al., 2015).

Zubkov e colaboradores (1998; 2000) realizaram um transecto norte-sul ao longo do
oceano atlantico que definiu um algoritmo de conversdo de abundancia celular para biomassa
de carbono para o picoplancton natural em ambientes oligotréficos no oceano Atlantico
Tropical/Equatorial (HEYWOOD et al., 2006; LINACRE et al., 2015). Para as amostras
provenientes das ilhas oceénicas a conversdo foi feita pelos fatores constantes propostos por
Zubkov et al. (1998; 2000) (Tabela 6). E para as amostras provenientes da costa, os fatores
constantes foram 0s propostos por Lee & Fuhrman (1987) (Tabela 6). Portanto, foi utilizada
neste trabalho a abundancia de células (células L™) convertida em biomassa de carbono (mg C
m®) (Figura 14).

Uma analise de variancia (ANOVA) bifatorial foi realizada entre os valores de
biomassa das populacBGes de cianobactérias, Prochlorococcus e Synechococcus. Os dados
foram normalizados pela funcdo ‘decostand’ no software estatistico R. Através destes valores
de biomassa, também, foram geradas analises de componentes principais (PCA) e um

escalonamento multidimensional (MDS) com distribuic¢do euclidiana pelas médias.
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Figura 14: Desenho amostral para
obtencdo da biomassa de cianobactérias,
a fracdo nano e picoplanctonicas através
da densidade celular obtiva pela
citometria de fluxo (MARIE et al.,
1997; PARTENSKY & VAULOT,
1999; DUBELAAR & JONKER, 2000;
EIGEMANNA et al., 2013; MARIE et
al., 2014). Fonte o préprio autor.
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Tabela 6. Algoritimos de conversao extraidos da literatura para a conversao do ndmero celular do picoplancton marinho em gramas de carbono por litro. As diversas referencias
listadas representam os artigos mais citados para a determinacdo das constantes de conversao. Estes valores estdo devidamente adequados para transformar uma abundancia celular
(cell L'Y) em biomassa de carbono (pg C cell* L1). As referencias marcados em cinza tiveram os algoritimos de biomassa utilizados neste trabalho. Fonte: o préprio autor.

Biomass conversion algorithms references

(TROUSSELIER (GARRISON (CAMPBELL (DURAND
Ref KROER, 1994 .
eference etal 1997)  (KROER,1994) etal, 2000) etal,1994) (etal 1992} o001
. Natural Natural Natural Natural Natural Natural
Samples Pure cultures Pure cultures Natural population . . . . . .
population population population population population population
. Estuaries - Coast - New York . North Pacific ~ Sargasso sea - Sargasso sea - Meridional Meridional
Station Lab . Arabian sea . . transect - transect -
Florida/USA JUSA ocean Atlanticocean  Atlantic ocean . .
Atlantic ocean  Atlantic ocean
Picoeukaryote - - - 1.011 2.100 - - 1.500 1.500
Het t hi
eterotrophic 0.026 0.113 0.020 0.011 - 0.020 - 0.019 0.011
bacteria
Cyanobacteria - - - - - 0.250 - - -
Prochlorococcus - - 0.056 0.032-0.072 0.053 0,059 0.056 0.032 0.029
Synechococcus - - 0.112 0.101-0.152 0.250 - 0.112 0.103 0.100

Note: - does not have information
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Em todas as localidades foram estabelecidas porcentagens de biomassa de
cianobactérias em relacdo ao estoque de POC. As porcentagens foram estabelecidas para
Prochlorococcus, Synechococcus e uma somatoria destas, o grupo Cyanobacteria.

Somente nas amostras insulares, foram mensuradas porcentagens de biomassa ao
longo das médias temporais do estoque de POC remote.

Uma matriz de correlagdo de Pearson foi estabelecida entre as populacdes de
Prochlorococcus e Synechococcus, a fim de estabelecer uma semelhancga de distribuigéo pelos
pontos amostrados.

4.5. Estrutura da comunidade

Cada um dos 13 pontos de coleta gerou trés membranas/réplicas de 3um
(nanofitoplancton) e outras trés membranas de 0,22um (picofitoplancton). Nestas membranas
ficaram retidas células e detritos organicos presentes na coluna da agua, inclusive as
macromoléculas dos &cidos nucléicos. Este DNA foi recuperado e isolado para definir as
diferentes composicdes de cianobactérias na costa e na ilhas oceénicas brasileiras. A analise
laboratorial consistiu na extracdo de DNA; amplificacdo com primers rRNA 16s especificos
para PCR-DGGE (grampo CG); amplificagdo com primers rRNA 16s e adaptadores
especificos a preparacdo da biblioteca Illumina (MiSeq); e analise molecular in silico das
técnicas (Figura 15).

A técnica da DGGE foi apenas utilizada as amostras de costa, enquanto que o
sequenciamento através da biblioteca genémica 16S rRNA foi aplicado as amostras costeiras
e insulares. Uma comparacdo experimental avaliando o refinamento das técnicas abordadas
foi proposta considerando os dados qualitativos (presenca e auséncia - riqueza). Tal
comparacdo experimental foi aplicada apenas as amostras costeiras nas fragdes do pico
(0.22um) e do nanofitoplancton (3.00um).

As amostras do material genético processado pelas técnicas de analise para DGGE
foram convertidos em matrizes de dados de riqueza (presenga/auséncia) e assim comparados
ecologicamente quanto as caracteristicas qualitativas. Ja as andlises originadas a partir das
amostras de sequenciamento geraram dados qualitativos e dados quantitativos (nimero de
sequéncias por amostra a cada tdxon - abundancia).

Para os dados de DGGE as bandas encontradas foram enguadradas como OTUs. O
método do sequenciamento em larga escala enquadrou as sequéncias alinhadas aos bancos de

dados com maior resolucéo taxondmica, identificadas até género.

56



Water sample \\/ ‘
membrane 4

DNA extraction of fractions
0.3 and 0.22um l

Total DNA

PCR l

'f .
Cyanobacteria Loy

Al

PCR amplicons ‘% ¢
DGGE l 1155 rRNA library
(esq C . »
- fpmmur?lyt Metagenomic 4 4
=T ringerprin
- /
Software l l Bioinformatics
' —  Community Phylogenetic = / |
_ == composition diversity — /7 é ‘

Figura 15: Esquema do processamento gendmico das membranas
de 3,00um e 0,22um desde a extracdo até as técnicas de
isolamento e identificacdo dos genes que possibilitam o estudo da
composicdo e filogenética microbiana. Analises de fingerprint e
sequenciamento através de bibliotecas rRNA 16s foram utilizadas
para identificar a estrutura da comunidade microbiota. Fonte: o
préprio autor.

4.4.1. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA total das membranas, tanto da fracdo 3,00um quanto para a
fracdo 0,22um foram iniciados com a lise celular com tampao CTAB (Hexadecyl-trimethyl-
ammonium bromide) e separacdo com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (POREBSKI et al.,
1997; WILSON, 2001; GARCIA et al., 2013). Ap6s o processamento o material genético se
encontrou isolado, disponivel para a quantificacdo e posterior amplificacdo. Para maiores
detalhamentos consultar os protocolos passo-a-passo em anexo no final do documento
(ANEXO 2).

A amplificagcdo por PCR garante uma multiplicacdo exponencial de uma regido do
DNA delimitada pelos primers forward e reverse. Ao decorrer das ultimas trés décadas,
diversos trabalhos vém codificando regifes entre 0 rRNA 16S e 23S aplicados a filogenia de
cianobactérias (NUBEL et al., 1997; ROCAP et al., 2002; JANSE et al., 2003; TATON et al.,
2003; BOUTTE et al., 2006; LAVIN et al., 2008; MUHLING et al., 2008). As areas de
variagdo V3 e V4 do rRNA 16s, assim como as regies de hipervariagdo (ITS) entre elas e 0
rRNA 23S, séo utilizadas (Tabela 7).

As duas distintas técnicas moleculares empregadas para definir a composicdo de

cianobactérias nas amostras, a DGGE e 0 sequenciamento em larga escala, iniciam a partir da
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amplificdo por PCR. Uma PCR semi-nexted (isto é, uma amplificacdo em duas etapas que
utilizam o mesmo iniciador - BOUTTE et al., 2006) a partir do DNA total isolado marca o
inicio de ambas as técnicas. Porém, cada uma das duas etapas possui suas particularidades em
relacdo as condicdes de PCR (BOUTTE et al., 2006; SINCLAIR et al., 2015). O primer
reverse CYA781(b) utilizado na Gltima etapa, para ambas as técnicas, prioriza como alvo
cianobactérias unicelulares (NUBEL et al., 1997; BOUTTE et al., 2006; MUHLING et al.,
2008). Todos os primers utilizados foram sintetizados comercialmente.

As réplicas de cada amostra passaram por diversas extracdes, sendo que ao final de
toda extracdo cada réplica possuia uma solucdo tampdo com DNA total extraido suspenso.
Todos estes DNA tiveram mensuradas suas concentracdes em fluorimetro (DNA - 260nm),
determinando as relacGes de pureza do material extraido. A relacdo 260nm/280nm € usada
para avaliar a pureza de DNA, uma taxa de 1,8 é geralmente aceita como "pura” para o0 DNA.
Se a relacdo é sensivelmente menor, pode indicar a presenca de contaminantes que absorvem
fortemente em ou perto de 280nm, como proteinas. Ja a relacdo 260nm/230nm é usada como
uma medida secundaria de pureza de acido nucleico. Os valores para DNA “puro” estdo
geralmente na faixa de 2,0 - 2,2. Se a relacdo é sensivelmente inferior ao esperado, pode
indicar a presenca de contaminantes que absorvem a 230nm, como: EDTA, carboidratos e
fenol. Géis de agarose com posterior corrida em eletroforese também foram confeccionados
com os DNA totais extraidos, a fim de identificar a integridade dos genes extraidos. Apenas
0s DNA extraidos com os padrdes 6timos para as relacdes de pureza de DNA e integridade
(sem esfregaco no gel de agarose) foram selecionados para as analises das sequéncias.

A técnica de DGGE foi empregada apenas para as amostras costeiras, enquanto que o
sequenciamento foi empregado a todas as amostras. Portanto, uma comparacao breve entre a
resolucdo e similaridade das metodologias foi possivel utilizando o exemplo das amostras

costeiras.
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Tabela 7. Os principais primers aplicados a filogenia de cianobactérias que codificam as regides do DNA gendmico entre as por¢des rRNA 16S e 23S. Os primers marcados em cinza foram os
utilizados nos experimentos de DGGE e sequenciamento NGS neste trabalho. Fonte: o proprio autor.

Gene Primer names Sequence (5'-3') References
[ GVASSoR I GGG GAA TTT TCC GCA ATG GG (NUBEL et al., 1997)
| CYA3SSF-adapterd | TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG GTG GGG AAT TTT CCG CAA TGG G (NUBEL et al., 1997; Illumina,2013)
CYA784R GAC TAC AGG GGT ATC TAA TCC C (BOUTTE et al., 2006; MUHLING et al., 2008)
CYA781R(a) GAC TAC TGG GGT ATC TAATCC CAT T (NUBEL et al., 1997)
CYA781R(b) GAC TAC AGG GGT ATC TAATCCCTT T (NUBEL et al., 1997)
rRNA 16s  [INEVAZ8IR™EG(B)™ CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCC GAC TAC AGG GGT ATC TAATCC CTT T (NUBEL et al., 1997; BOUTTE et al., 2006)
GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA GGA CTA CAG GGG TAT CTA ATC CCT TT (NUBEL et al., 1997; lllumina,2013)
CSIF-CG GWC ACG CCC GAA GTC WTT AC (JANSE et al., 2003)
DiNAF GAA TCT GCC CTC AGG AGG GGG (LAVIN et al., 2008)
DiNAR GGG TTG CCC CAT TCG GAA AT (LAVIN et al., 2008)
16S-1247F CGTACTACAATGCTACGG (ROCAP et al., 2002)
TS 165 ITS-aF GGA TCA CCT CCT AAC AGG GAG (LAVIN et al., 2008)
ITS-aR GGA CCT CAC CCT TAT CAG GG (LAVIN et al., 2008)
~ 2ESBORN CTTCGCCTCTGT GTG CCTAGG T (TATON et al., 2003)
rRNA 23s 235-241R TTC GCT CGC CRC TACT (ROCAP et al., 2002)
23S-1608R CWA CCTGTGTCG GTTT (ROCAP et al., 2002)
ITS-bF GTT GGT AGA GCG CCT GCT TTG (LAVIN et al., 2008)
7S 235 ITS-bR CCG TGA GCC CTT TGT AGC TTG (LAVIN et al., 2008)
ITS-AlaF TWT AGC TCA GTT GGT AGA G (ROCAP et al., 2002)
ITS-AlaR CTC TAC CAA CTG AGC TAW A (ROCAP et al., 2002)
DGGE CG gramp (ForR)t  [specific primer]-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCG GTC CCG CCG CCC CCG CCC G (SHEFFIELD et al., 1989)
llumina Adapter 1F TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG GT-[specific primer] (Ilumina,2013)
Nextera XT Adapter 2R GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA G-[specific primer] (Hllumina,2013)

Notes: W - vase ajustada de acordo com o grupo de interesse; T R (reverso) ou F (iniciador) tem orientacdo designada de acordo com o rRNA, sdo 40 nucleotideos ricos em uma sequencia GC
(SHEFFIELD et al., 1989).
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4.4.2. PCR-DGGE

Para a técnica da DGGE, a primeira etapa da PCR semi-nexted amplificou uma
extensa regido codificada pelos primers CYA359F e 23S30R, a partir do DNA total isolado
apos a extracao (Tabelas 8 e 9). Na segunda etapa, a amplificagdo ocorreu a partir do produto
de PCR da etapa anterior com o conjunto de primer CYA359F e CYA781R-CG(b) (Tabelas
10 e 11), sendo a regido amplificada final com 422pb na regido V4 do rRNA 16s (NUBEL et
al., 1997; YU & MORRISON, 2004; MUHLING et al., 2008). Esses amplicons finais foram
0 input da técnica DGGE, sendo o grampo CG acoplado a um dos primers, uma caracteristica
fundamental para manter a estabilidade da dupla fita durante a execucdo da técnica
(SHEFFIELD et al., 1989).

Os amplicons das amostras costeiras foram aplicados no gel desnaturante, para
separacdo por bandeamento na DGGE. Géis de acrilamida 8% foram preparados com
gradientes desnaturantes de 40 a 70%, usando uma solucdo desnaturante 100% (7M uréia e
40% formamida) e uma solucdo 0% (sem uréia e formamida). Em cada pogo (slot) do gel foi
aplicada uma aliquota de cerca de 10uL de produto de PCR final misturada com 2uL do
tampéao com azul de bromofenol. A aplicacdo das amostras foi realizada no gel com os slots
previamente preenchidos com tampdo TAE 0,5X. A eletroforese foi realizada a 60°C e a uma
voltagem de 60V, mantida constantes em solucdo tampdo TAE 0,5X por 16h. Apés a
eletroforese, o gel foi imerso em uma solugéo de corante com volume final de 45mL por 1h
sob leve agitacdo (0,5mL de TAE 50X; 44,5mL de 4agua ultrapura; SuL SYBR® Green DNA).
A imagem do gel foi capturada em um sistema de fotoducumentagéo ultravioleta (NUBEL et
al., 1997; JANSE et al., 2003; BOUTTE et al., 2006; MUHLING et al., 2008).

Trés réplicas de cada ponto localizado em regido costeira foram aplicadas em trés géis
distintos para cada fracdo das membranas de 3,00 e 0,22um. As amostras de AC tiveram
apenas duas réplicas por localidade. Em cada gel eram aplicadas 13 amostras mais o branco e
os marcadores. Os géis de cada fragdo foram analisados e comparados quanto a similaridade.
Destes trés géis de cada fracdo, o mais nitido quanto a separagdo das bandas foi o utilizado
nas analises dos resultados.

As analises dos géis da DGGE foram realizadas pela plataforma GelCompar Il do
programa BioNumerics® (Applied Maths). Este programa foi fundamental para normalizagao,
conversdo, comparacdo e grupamento preliminar das amostras pelas imagens dos géis.
Correcdes manuais foram feitas quando necessarias, sendo que a normalizacéo e a selegdo de
bandas foram cuidadosamente avaliadas. A forma em que a abundancia é expressa pelo
método da DGGE seria através da espessura das bandas formadas para cada OTU. Devido ao
gel ser muito dependente das condi¢des de corrida e fotodocumentagdo, a abundancia néo foi
aferida. J& a riqueza pode ser definida pela presenca e auséncia de distintas bandas ao longo

do gradiente do gel.
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Os parametros ecoldgicos foram estimados por diversos pacotes do software
estatistico R, ndo houve normalizacdo dos dados (dados qualitativos). A riqueza e a riqueza
relativa foram dimensionadas a cada ponto, assim como a riqueza estimada e a curva de
rarefacdo meédia pelo estimador de riqueza Chao2 (dados binarios). A a-diversidade (ou
diversidade local) foi calculada usando o indice de Shannon-Wiener e Simpson. Médias de
diversidade e riqueza da costa foram consideradas como os padrGes normais, desta forma,
desvios puderam ser gerados para cada localidade em especifico. O indice de Jaccard foi
utilizado para avaliar a B-diversidade e assim distribuir as amostras em clusters. Matrizes de
presenca/auséncia foram originadas e resultaram em agrupamentos hierarquicos considerando
0 algoritmo UPGMA (média de valores) sendo avaliado o coeficiente de correlagao
cofenético (OKSANEN, 2015: 2018). Foi proposto um escalonamento multimensional nédo
métrico (Non-Metric Multidimensional Scaling - NMDS) utilizando a distribuicdo de Jaccard

com dados binarios pelas médias.

Tabela 8. Listagem das solucBes e suas respectivas concentracBes e
quantidades para formar uma solucdo tampdo ideal para o
funcionamento da Go Taq e anelamento correto dos primers da PCR-
DGGE 1. A cada amostra sdo somados 14,7uL do Mix, e portanto,
10,3uL de agua para biologia molecular para formar o volume final de
solucdo. Fonte: o proprio autor.

PCR-DGGE semi-nexted 1

Reagents Stock . Final . Final Volume
concentration  concentration (25uL)
Go Taq buffer 5X 1X 5uL
MgCl, 25mM 2mM 2ul
CYA359F 5uM 0.5uM 2.5uL
235-30R 5uM 0.5uM 2.5uL
DNTP 10mM 0.2mM 0.5ulL
Go Taq 5V/uL Y 0.2uL
DNA 10ng/uL 20ng 2ul

Tabela 9. Condicdes ideiais aplicadas ao
termociclador durante o processo da PCR,
considerando as particularidades fisico-quimicas
do conjunto de primers e da enzima Taq durante a
PCR semi-nexted 1. Foram as mesmas condi¢des
para as técnicas da PCR-DGGE e NGS. Fonte: o
préprio autor.

PCR-DGGE and PCR-NGS semi-nexted 1

T(°C) Time (min) Process
94 05:00 Initial step of denaturing
94 00:45 Denaturation
10 cycles 54 00:45 Annealing
72 02:00 Extension
72 07:00 Extension stabilization
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4 oo Storage

Tabela 10. Listagem das solugBes e suas respectivas concentracfes e
quantidades para formar uma solucdo tampdo ideal para a amplificacdo e
anelamento correto dos primers da PCR-DGGE 2. A cada amostra sdo
27,2uL do Mix, e portanto, 22,8l de agua para biologia molecular para
formar o volume final de solucdo. Fonte: o proprio autor.

PCR-DGGE semi-nexted 2

Reagents Stock . Final . Final Volume

concentration  concentration (50pL)

Go Taq buffer 5X 1X 1ouL
MgCl, 25mM 2mM 4ul
CYA359F 5uM 0.5uM 5uL
CYA781R-CG(b) 5uM 0.5uM 5uL
DNTP 10mM 0.2mM 1uL

Go Taq 5V/uL v 0.2uL
Amplicon PCR-DGGE 1 - - 2uL

Tabela 11. Condicdes ideiais aplicadas ao
termociclador durante o processo da PCR,
considerando as particularidades fisico-quimicas
do conjunto de primers e da enzima Taqg durante a
PCR semi-nexted 2. Foram as mesmas condicfes
para as técnicas da PCR-DGGE e NGS. Fonte: o
préprio autor. Fonte: o préprio autor.

PCR-DGGE and PCR-NGS semi-nexted 2

T(°C)  Time (min) Process
94 05:00 Initial step of denaturing
94 01:00 Denaturation
35 cycles 60 01:00 Annealing
72 01:00 Extension
4 oo Storage

4.4.3. PCR-sequenciamento em larga escala

Para a técnica de sequenciamento em larga escala ou também chamado de nova
geracdo - NGS (Next Generation Sequencing), os primers foram construidos utilizando os
adaptadores especificos acoplados, que foram posteriormente pingados aos indexes do MiSeq
da Illumina nas etapas da preparagdo da biblioteca (ILLUMINA, 2013 - Tabela 7).

A primeira etapa da PCR semi-nexted amplificou uma extensa regido codificada pelos
primers CYA359F e 23S30R, a partir do DNA total isolado apos a extracdo (Tabelas 12 e 9).
Na segunda etapa, a amplificacdo ocorreu a partir do produto de PCR-NGS da etapa anterior
com o conjunto de primer CYA359F-adapter 1 e CYA781R-adapter 2(b) (Tabelas 13 e 11).
Sendo a regido amplificada final proxima a 422pb na regido V4 do rRNA 16s (ROCAP et al.,
2002; YU & MORRISON, 2004). Esses amplicons finais foram o input para a preparacdo da

biblioteca metagendmica shotgun de rRNA 16S. A preparacao da biblioteca é realizada em
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Vvarios estagios, com sequéncias de purificagdes e amplificacdes até formar um pool UGnico de
todas as amostras. Este pool foi introduzido na plataforma de sequenciamento MiSeq
utilizando o cartucho e os index Nextera XT V3 - 600 ciclos (ILLUMINA, 2013). Todas estas
etapas estdo devidamente descritas nos anexos finais (ANEXO 3). Na etapa 3 de amplificacdo
(ANEXO 3) foram utilizados os conjuntos de indices S5 (F) e N7 (R) do Nextera XT, a partir
dos amplicons purificados das etapas anteriores (Tabelas 14 e 15). Durante as etapas 7 e 8 da
preparagdo da biblioteca (ANEXO 3), uma diluicdo de 17pM foi utilizada, tanto para o pool
de amostras quanto ao controle positivo do proprio equipamento (PhiX). Na etapa seguinte o
pool foi diluido em 20% pela solucéo de PhiX (ANEXO 3).

Foram aplicadas no cartucho trés réplicas de cada ponto, considerando as duas fracoes
fitoplancténicas de 3 e 0,22um, com excecdo de AC, onde foram obtidas apenas duas
réplicas. Portanto um pool com o total de 74 amostras mais o branco foram introduzidos no
cartucho. Cada amostra possuia um par de indexes N7 e S5 especifico para identificacdo na
plataforma MiSeq. Toda esta informacdo genética das amostras (74 bibliorecas rRNA16S) foi
analisada in silico com recursos de bioinformatica e processadores de alta capacidade.

Os scripts adotados seguiram comandos dentro das plataformas QIIME (CAPORASO
et al., 2010) e BMP - Brazilian Microbiome Project (PYLRO et al., 2014). Tais pipelines
foram produzidos em linguagem de programacdo em Python, e posteriormente rodados em
consoles, como o terminal do Linux e o software estatistico R. Os cromatogramas, assim que
exportados da plataforma MiSeq, passaram por um pré-tratamento antes de seguir a analise
ecoldgica no QIIME. Foram retirados das sequéncias os fragmentos correspondentes aos
adaptadores e dos indexes do Nextera XT. Sequéncias com mais de 240pb e com mais de
80% de bases com QC>20 foram selecionadas para constituir o conjunto de dados final. A
verificacdo da quimera foi realizada usando o algoritmo chimera.uchime e SILVA-Gold como
referéncias (EDGAR, 2010; EDGAR et al., 2011; BOKULICH et al., 2013). O alinhamento
dos fragmentos obtidos pelo sequenciamento ao banco de dados. As sequéncias foram
atribuidas a unidades taxondmicas operacionais (OTU). Uma similaridade de 99% entre as
sequéncias para nota-las em nivel de espécie foi estabelecida. O banco de dados SILVA
(atualizagdo 128) (QUAST et al., 2012) adequando a plataforma QIIME foi utilizada ao
alinhamento das sequencias para classificar sequéncias do filo ao nivel do género

(https://www.arb-silva.de/no_cache/download/archive/giime/). Os pipelines das analises

realizadas no programa Qiime v. 1.9 estdo disponiveis em anexo no final do manuscrito
(ANEXO 4).

Os numeros de sequéncias alinhadas para cada fragdo plancténica foram
normalizados pela funcdo ‘decostand’ no software estatistico R. Através destes dados foi
gerada uma andlise de variancia (ANOVA) para cada um dos géneros Prochlorococcus e

Synechococcus. Uma ANOVA bifatorial entre os géneros também foi estabelecida, assim
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como uma andlise de componentes principais (PCA) e um escalonamento multidimensional
(MDS) com distribuicdo euclidiana de dados binarios pelas médias.

As sequéncias alinhadas pelo QIIME ao banco de dados do SILVA foram
readequadas quanto a classificagdo taxondmica, pois neste trabalho foi usada a classificagdo
para cianobactéria de Komarek e colaboradores (2014) e Komarek (2016a; 2016b)
(HALLENBECK, 2017).

Devido ao ensaio experimental entre as técnicas de DGGE e biblioteca 16S rRNA
aplicado as amostras costeiras, dados qualitativos (presenca/auséncia) foram extraidos. Os
dados quantitativos foram identificados a partir da abundancia das sequencias, tanto para as
amostras insulares como costeiras. Os parametros ecoldgicos foram estimados a partir destas
sequencias. A identificacdo dos fragmentos se deu por diversos pacotes do software estatistico
R em conjunto com comandos do QIIME. Estas plataformas também foram utilizadas para
construir clusters com base na abundancia relativa em diferentes niveis hierarquicos. Os
dados qualitativos ndo foram normalizados, ja os qualitativos sofreram normalizacéo.

A riqueza e a riqueza relativa foram dimensionadas a cada ponto, assim como a
rigueza estimada e a curva de rarefacdo media pelo estimador de riqueza Chaol. A a-
diversidade (ou diversidade local) foi calculada usando o indice de Shannon-Wiener e
Simpson. Médias de diversidade e riqueza da costa e arquipélago, a cada fracdo (3,00 e
0,22um), foram consideradas como os padrdes normais. Desta forma, os valores observados a
cada localidade puderam gerar desvios. O indice de Jaccard foi utilizado para avaliar a [-
diversidade e assim distribuir as amostras em clusters, resultando em agrupamentos
hierarquicos considerando o algoritmo UPGMA (media de valores) sendo avaliado o
coeficiente de correlagao cofenético (OKSANEN, 2015: 2018). Foram propostas uma PCA e
um escalonamento multimensional ndo métrico (Non-Metric Multidimensional Scaling -
NMDS) utilizando a distribuicdo de Jaccard com dados binarios pelas médias. Os taxons
considerados abundantes foram definidos como o0s que continham mais de 100
sequéncias/OTU. Os taxons raros foram definidos entre 2 e 10 sequéncias/OTU (LOGARES
et al., 2013). Um heatmap ou ‘mapa de calor’ foi proposto considerando apenas os taxons
mais abundantes, transformando os dados em porcentagem das sequéncias e removendo 0s
géneros menores que 0,01% de abundancia relativa maxima. Uma correlagcdo de Spearman
atribuiu a significAncia estatistica a estes taxons selecionados como mais abundantes,

demonstrando as forgas das relagGes entre si.

Tabela 12. Listagem das solugBes e suas respectivas concentragdes e
quantidades para formar uma solucdo tamp&o ideal para o funcionamento
da High Fidelity Taq e anelamento correto dos primers da PCR-NGS 1. A
cada amostra sdo somados 8,7uL do Mix, e portanto, 16,3uL de agua para
biologia molecular para formar o volume final de solucdo. Fonte: o préprio
autor.
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PCR-NGS semi-nexted 1

Reagents Stock . Final . Final Volume

concentration concentration (25uL)

High Fidelity Taq buffer 10X 1X 2.5uL

MgCl, 25mM 1.5mM 1.5uL
CYA359F S5uMm 0.2uM 1lpL
23S-30R S5uMm 0.2uM 1lpL

DNTP 10mM 0.2mM 0.5uL

High Fidelity Taq 5V/uL v 0.2uL
DNA 10ng/uL 20ng 2uL

Tabela 13. Listagem das solu¢Bes e suas respectivas concentracfes e
quantidades para formar uma solucdo tampé&o ideal para o funcionamento
da High Fidelity Taqg e anelamento correto dos primers da PCR-NGS 1. A
cada amostra sdo somados 7,7uL do Mix, e portanto, 17,3uL de agua para
biologia molecular para formar o volume final de solucdo. Fonte: o préprio
autor.

PCR-NGS semi-nexted 2

Reagents Stock . Final . Final Volume

concentration concentration (25uL)

High Fidelity Taq buffer 10X 1X 2.5uL
MgCl, 25mM 1.5mM 1.5uL
CYA359F-adapter 1 10pM 0.2uM 0.5puL
CYA781R-adapter 2 10pM 0.2uM 0.5puL
DNTP 10mM 0.2mM 0.5uL

High Fidelity Taq 5V/uL v 0.2uL
Amplicon PCR-NGS 1 - - 2ul

Tabela 14. Listagem das solugBes e suas respectivas concentracdes e
quantidades para formar uma solucdo tampdo ideal para o funcionamento
da High Fidelity Tag e anelamento correto dos primers da PCR-Illumina
Index. A cada amostra sdo somados 24,2l do Mix, e portanto, 25,8jL de
agua para biologia molecular para formar o volume final de solucdo. Fonte:
0 proprio autor.

PCR-lllumina index

Reagents Stock . Final ' Final Volume

concentration concentration (50uL)
High Fidelity Taq buffer 10X 1X 5uL
MgCl, 25mM 1.5mM 3uL
Index B - - 5uL
Index L - - 5uL
DNTP 10mM 0.2mM 1lul

High Fidelity Taq 5V/uL v 0.2uL
Amplicon purified - - 5uL

Tabela 15. Condicdes ideiais aplicadas ao
termociclador durante o processo da PCR,
considerando as particularidades fisico-quimicas
do conjunto de primers e da enzima Platinum Taq
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DNA High Fidelity durante a PCR-Illumina Index.
Fonte: o prdprio autor.

PCR-lllumina index

T(°C)  Time (min) Process
95 03:00 Initial step of denaturing
95 00:20 Denaturation
12 cycles 55 00:30 Annealing
72 00:30 Extension
72 05:00 Extension stabilization
4 oo Storage

4.6. Analises integradas

A distribuicdo dos parametros fisico-quimicos da agua foi contraposta contra a
distribuicdo das abundancias das sequéncias alinhadas pela biblioteca 16S rRNA por meio da
analise de redundancia (RDA). Desta forma a significancia de cada parametro foi testada,
sendo esta significancia confirmada pelo teste de Mantel. Tal teste é utilizado para investigar
as correlagfes entre as duas matrizes de distribuicdo mencionadas acima. Os dados
ambientais foram padronizados pela funcdo ‘decostand’ do software R.

Variaveis descritivas como os tipos de substrato (fundo rochoso, planicie arenosa e pocga
de maré) e a hidrodindmica local (abrigada ou exposta) foram utilizadas para aferir médias de
rigueza observadas e diversidade local (a-diversidade) pelos indices de Shannon e Simpson,
porém estabelecendo estas médias pelas condi¢cBes ambientais e ndo pela localidade de
amostragem. Uma distribuicdo de beta-diversidade utilizando a distribuicdo de Jaccard para
as abundancias de sequéncias alinhadas também foi proposta. Esta distribuicdo foi modulada
pelas variaveis categoricas da dgua assim como ponderadas pelos centroides.

Todos os pacotes do software R utilizados diferentes tdpicos da metodologia estdo
devidamente listados nos anexos no final do manuscrito. As linhas de comando a cada andlise

estatistica também estdo descritas (ANEXO 5).

5. Resultados

O resultados a seguir sempre estardo representados em relacdo a posigdo longitudinal,
da costa aos arquipélagos oceanicos. No caso das analises genéticas ainda houve o
fracionamento nas fragdes fitoplanctonicas 3,00um (nano) e 0,22um (pico).
5.1. Variaveis ambientais

Desvios dos valores observados dos parametros fisico-quimicos em relacdo as médias
costeiras foram estimados para cada localidade. De maneira geral, os parametros da agua
apresentaram meédias costeiras proximas as das médias obtidas para os arquipélagos (Tabela
16). Os valores de pH das amostras costeiras tiveram pequenos desvios, com destaque para

PP1 com 4,28%. Nas amostras insulares, as localidades de FN apresentaram maiores desvios
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positivos no pH do que as localidades de AS, sendo em AS4 o menor valor de pH amostrado,
com 7,19 (Tabela 16). Em relagdo a temperatura as amostras costeiras apresentaram maiores
desvios em PA e menores em AC com uma média de 25,54°C. As amostras insulares
apresentaram desvios muito proximos em relacdo a média (Tabela 16). Os desvios positivos
de salinidade mais elevados foram em FN e PP. Ja os desvios negativos maiores foram em AS
e AC, com destaque para AS2 que apresentou uma salinidade estuarina, com 30,41 (Tabela
16). Em relac&o ao oxigénio dissolvido as localidades costeiras tiveram os maiores desvios
positivos nas amostras de AC e IC. PA apresentou 0s maiores desvios negativos. Nas
amostras insulares os desvios foram muito proximos, com destaque para AS1 com 8,20mg/L
(Tabela 16). A ANOVA multifatorial revelou uma significativa diferenca entre todas as
contraposicBes dos parametros amostrados na agua (PANOVA=0,0001).

A andlise de cluster seguiu a distribuicdo euclidiana com agrupamento pelas médias,
em todos os casos as triplicatas de cada localidade foram agrupadas em conjunto,
demostrando uma fidelizacdo e homogeneidade dos parametros da agua em cada local (Figura
16). A reacdo cofenética foi ajustada (cof=0,88) demostrando uma boa validacdo do
agrupamento. O ponto AS4 foi o mais dissimilar em relacdo aos demais com uma
dissimilaridade de 99%. As amostras costeiras também foram dissimilares ao restante das
amostras insulares, com exce¢do de AC (Figura 16). Embora AC tenha sido altamente similar
entre si foi agrupado juntamente com as amostras insulares. FN apresentou um agrupamento
coeso entre suas localidades, com massas da dgua bem misturadas (Figura 16).

A PCA apresentou 4 eixos, sendo que o primeiro foi significativo estatisticamente, e
representou sozinho 45,74% das variacOes dos dados. As variaveis que apresentaram maior
correlacdo com este eixo (axis) foram DO e temperatura (Figura 17). As amostras da costa
nordestina se distribuiram principalmente em funcdo da temperatura, as quais tiveram as mais
elevadas e coincidentes médias entre si. Enquanto que AC foi contraria a essa variavel,
apresentando as menores temperaturas (Figura 17 e Tabela 16). As localidades de FN se
distribuiram com maior uniformidade, em conjunto, enquanto que as amostras de AS foram
bem dissimilares entre si. A MDS confirmou uma dispersao justa das localidades com um
estresse de 0,0984 em apenas 2 dimensdes. J& a andlise de correlagdo de Spearman confirmou
a relagdo das variveis, houve uma correlagdo positiva (corSpearman=0,75) entre salinidade e
pH com elevada relevincia estatistica (pSpearman=0,01). E uma correlagdo negativa
(corSpearman= -0,75) entre DO e temperatura com relevancia estatistica (pSpearman<0,05),

demostrando um efeito de distribuicdo contréria das variaveis.

Tabela 16. Desvios dos valores observados dos parametros fisico-quimicos da
agua durantes as amostragens nas diferentes localidades. Os valores azuis
correspondem a desvios positivos, enquanto que os valores em vermelho
correspondem aos desvios negativos. Fonte: o préprio autor.
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Water Parameters

pH T(°C) Salinity DO (mg/L)
Coast Average 8.32 27.93 35.17 5.32
ACL Observed 8.12 25.45 33.15 6.10
Deviation (%) -2.45 -8.87 -5.75 14.60
ACD Observed 8.29 25.62 34.21 5.40
Deviation (%) -0.41 -8.26 -2.73 1.45
pp1 Observed 8.68 28.77 36.33 4.90
Deviation (%) 4.28 3.02 3.30 -7.95
PAL Observed 8.33 29.50 35.67 4.70
Deviation (%) 0.07 5.63 1.42 -11.71
Ic1 Observed 8.12 28.70 35.50 5.80
Deviation (%) -2.45 2.77 0.94 8.96
Archipelagos Average 8.14 27.12 33.98 6.59
AS1 Observed 8.24 27.25 32.49 8.20
Deviation (%) 1.28 0.50 -4.40 24.48
AS2 Observed 8.26 27.44 30.41 5.30
Deviation (%) 1.52 1.20 -10.52 -19.54
AS3 Observed 8.18 27.45 33.45 6.70
Deviation (%) 0.54 1.24 -1.57 1.71
ASa Observed 7.19 27.14 31.28 5.90
Deviation (%) -11.63 0.09 -7.96 -10.44
N1 Observed 8.29 26.78 36.10 5.90
Deviation (%) 1.89 -1.24 6.23 -10.44
Observed 8.50 27.32 36.20 6.80
FN2 Deviation (%) 4.47 0.76 6.52 3.23
Observed 8.32 26.91 36.14 6.90
FN3 Deviation (%) 2.26 -0.76 6.34 4.74
Observed 8.11 26.63 35.80 7.00
FN4 Deviation (%) -0.32 -1.79 5.34 6.26
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Figura 16. Agrupamentos pelas médias dos parametros fisico-
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quimicos de temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido. Os
agrupamentos foram baseados em matrizes de dissimilaridade
seguindo a distancia euclidiana. Fonte: o préprio autor.
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Figura 17. A variacdo dos pontos seguiu a andlise de componentes principais (PCA) considerando

quatro parametros analisados durante as amostragens na coluna da agua: ph; temperatura; salinidade;
oxigénio dissolvido. Fonte: o préprio autor.
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5.2. Biomassa na agua

A terminologia POC adotada neste trabalho se refere aos valores de carbono organico
particulado suspenso na coluna da agua extraido pela técnica de digestdo &cida, observado no
dia da amostragem. O POC foi avaliado tanto nas amostras insulares, quanto na costa. A
media de POC das amostras dos arquipélagos (31,65+1,08) foi muito proxima da média das
amostras da costa (32,96+0,83) e também da média geral de todas as localidades, com
32,16mg C m=, O PP apresentou a maior média de POC com 34,03mg C m™, sendo a menor
media de 31,11mg C m™ para as amostras do AS (Figura 18). A analise de variancia
apresentou uma relevancia estatistica () ANOVA=0,0343), porem o teste posteriori de Tukey
ndo distinguiu diferenga alguma entre as amostras considerando as duplicatas. O agrupamento
pelo dendograma com distribui¢do euclidiana ndo agrupou de maneira conclusiva os pontos
de coleta.

Pequenos desvios foram notados no POC observado nos pontos da costa e nos
arquipélagos, quando comparados a suas respectivas médias. Sendo PP1 e FN4 os maiores

desvios positivos com 3,26 e 6,07%, respectivamente (Tabela 17).
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O carbono orgénico particulado determinado pelo sensor remoto MODIS-Aqua foi
mensurado apenas para as amostras insulares - POC remote. A média do AS foi muito
proxima a média de FN, com 41,57 (*0,17) e 42,11 (+1,41) mg C m*, respectivamente. As
amostras de FN tiveram maior variacdo, com FN3 apresentando os maiores valores de POC
remote dentre todas as amostras com 44,00mg C m?. Enquanto que FN4 teve os menores
valores dentre todas as amostras com 40,94mg C m™ (Figura 18). A ANOVA nio distinguiu
diferenca entre as amostras dos arquipélagos considerando as duplicatas dos pixels
(PANOVA=0,0599). O teste a posteriori de Tukey indicou uma diferenca moderada entre as
amostras FN3 e FN2 (pTukey=0,0666), e uma diferenca menos expressiva entre FN3 e AT
(pTukey=0,0893). Ja entre FN3 e FN4 a diferenca foi significativa com pTukey=0,0394.

As amostras insulares tiveram mensurados o POC no momento da coleta e ainda
médias mensal, anual e uma série histérica (POC remote). O POC observado na coleta foi
menor que todas as médias de POC remote, com apenas metade do estoque anual de carbono
particulado, desvio de 49,66% para os arquipélagos (Tabela 18). Considerando apenas as
localidades do AS, o POC observado tem um desvio negativo de mais de 60% em relagdo a
meédia anual. J& FN apresenta um desvio negativo constante entre o POC observado e as
médias de POC remote (Tabela 18).

O AS apresenta as maiores médias anual e temporal em relacdo as outras ilhas, com
64,71 e 85,06mg C m, respectivamente. Isso corresponde ao dobro de carbono particulado
nas aguas do AS em relagdo a FN e AT em 2015. E 1,5 vezes mais quando comparados com a
média temporal de 5 anos, estabelecida como normal. Para 0 més de amostragem AT e FN
foram superiores a AS, com 43,87, 42,11 e 41,57mg C m*, respectivamente (Tabela 18).
Considerando a série temporal de 5 anos como a normal para os arquipélago, AS apresenta as
maiores variacdes durante o ano de 2015 com um desvio positivo de 31,45%. J& para 0 més
de amostragem houve um desvio negativo (-35,75%), o periodo apresentou o POC remote
muito inferior ao esperado no AS (Tabela 18). Esse desvio € ainda mais negativo quando a
média de outubro de 2015 é comparada a média anual, com -51,12%. Para FN e AT o0s
desvios foram muito diminutos para todos os periodos avaliados.

Para a série temporal de 5 anos, a média de todas as amostras insulares resultou em
52,88mg C m=. A média anual foi ligeiramente superior (62,87mg C m*), ja a média mensal
foi inferior, com 42,07mg C m™ (Tabela 18). Todas as localidades de AS apresentaram
expressivos desvios positivos tanto para a média anual, quanto para a série temporal. Para 0s
mesmos periodos, as ilhas de FN e AT apresentaram somente desvios negativos em relagdo as
médias (Tabela 18).

As imagens geradas com base no software Giovanni foram as bases para todas as
andlises de POC remote, estas imagens expressam os padrdes das concentragdes de carbono

particulado na 4gua em cada periodo temporal. Em outubro de 2015 a concentracdo de POC

70



apresenta-se mais turbulenta e com maiores areas areas de baixa concentracdo - situacéo
oligotrofia (Figura 19A). A média anual de 2015 apresenta valores bem elevados em relacéo
aos outros periodos e demostra um padrdo de maior carbono na 4gua no AS em relagdo a AT
e FN. Esse padrdo é melhor definido pela série temporal de 5 anos (Figura 19B e C). O
software MatLab (MathWorks®) foi utilizado para adequar as imagens baixadas e realizar os
plots pelas médias.
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Figura 18. Médias e desvios das réplicas de cada amostra para POC por digestdo
acida e POC mensurado pelo sensor remoto MODIS-Aqua, ambas amostras para o
periodo de outubro de 2015. O POC remote foi mensurado apenas para as amostra
dos arquipélagos de Fernando de Noronha - FN, Atol das Rocas - AT e Sao Pedro
e Sdo Paulo - AS. Fonte: o préprio autor.
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Tabela 17. Desvios dos valores observados de POC e POC remote em relagdo as médias temporais
consideradas normais para as areas amostradas na costa e nas porcdes insulares. Os valores azuis
correspondem a desvios positivos, enquanto que os valores em vermelho correspondem aos desvios
negativos. Fonte: o proprio autor.

POC remote POC
2010-2015 2014-2015 2015 October 2015 October
Samples Analyses ) .
five years one year one month sampling day
Coast Average (mg C m?) 32.96
Observed (mg C m?3) - - - 32.33
AC Deviation (%) -1.91
ACD Observed (mg C m?3) - - - 32.17
Deviation (%) -2.38
Observed (mg C m?3) - - - 34.03
PP1 Deviation (%) 3.26
PAL Observed (mg C m?3) - - - 32.64
Deviation (%) -0.97
Ic1 Observed (mg C m?3) - - - 33.65
Deviation (%) 2.08
Archipelagos  Average (mg Cm?3) 52.88 62.87 42.07 31.65
AS1 Observed (mg C m?3) 65.03 85.95 41.60 30.47
Deviation (%) 22.98 36.70 -1.11 -3.73
AS2 Observed (mg C m?3) 64.70 86.42 41.40 30.78
Deviation (%) 22.35 37.45 -1.59 -2.75
AS3 Observed (mg C m?3) 65.36 85.47 41.80 31.86
Deviation (%) 23.61 35.95 -0.64 0.68
ASA Observed (mg C m?3) 63.73 82.39 41.50 31.32
Deviation (%) 20.52 31.05 -1.35 -1.04
EN1 Observed (mg C m?3) 44.80 45.82 42.40 30.55
Deviation (%) -15.28 -27.11 0.79 -3.49
END Observed (mg C m?3) 42.77 45.11 41.10 32.48
Deviation (%) -19.12 -28.25 -2.30 2.64
Observed (mg C m?3) 45.08 46.07 44.00 32.17
FN3 Deviation (%) -14.75 -26.73 4.59 1.66
Observed (mg C m?3) 43.17 45.41 40.95 33.57
FN4 Deviation (%) -18.37 -27.78 -2.66 6.07
AT Observed (mg C m?3) 41.27 43.20 43.87 -
Deviation (%) -21.95 -31.29 4.28

Note: - not sampled
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Tabela 18. Desvios entre as médias temporais de POC e POC remote para cada arquipélago. A série temporal
de 5 anos foi considerada a normal. Fonte: o proprio autor.

Samples
Archipelagos AS FN AT
i} (ZFEJ\;%Y;(?E) Temporal series average (mg C m?3) 52.88 64.71 43.95 41.27
é One year Year average (mg C m3) 62.87 85.06 45.60 43.20
o (2015) Temporal series deviation (%) 18.90 31.45 3.75 4.68
8 One month Month average (mg C m) 42.07 41.57 42.11 43.87
= (October Temporal series deviation (%) -20.44 -35.75 -4.19 6.30
2015) Year deviation (%) -33.09 -51.12 -7.65 1.55
_ POC (mg Cm3) 31.65 31.11 32.19 -
g Sa(“(“)'z:;‘ge‘iay Temporal series deviation (%) 40.14  -51.92  -26.75
a 2015) Year deviation (%) -49.66 -63.43 -29.40
Month deviation (%) -24.76 -25.18 -23.55

Note: - not sampled
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Figura 19. As imagens acima correspondem as concentragées de POC remote via plataforma Giovanni (NASA®) adquiridas pelo sensor orbital MODIS-Aqua. As coordenadas do
enquadramento das imagens sdo 55°0 5°N 15°E 10°S, com cada pixels equivalente a 16Km? (4 x 4Km). Cada pixel corresponde: A - Média mensal do més de outubro de 2105,
periodo de coleta das amostras nos arquipelagos de FN e AS; B - Média anual para o ano de 2105; C - Meédia da série historica de 5 anos, de 2010-2015. Fonte: o proprio autor. 74




A anélise de correlacdo de Pearson entre as localidades insulares de POC e POC remote
foi negativa (corPearson= -0,1273) com uma baixa relevancia estatistica (pPearson=0,6512),
demostrando uma baixa relagdo entre as amostras observadas durante a coleta e o proprio mes
de outubro, avaliado remotamente.

5.3. Biomassa das cianobactérias

Considerando todas as populacfes (nano e picoplancton - All), a concentracdo celular
das amostras dos arquipélagos foi muito menor (5,85 x 10° que a média das amostras da
costa (4,52 x 107) e também que a média geral de todas as localidades, com 2,10 x 107 células
por litro. O PP apresentou a maior concentracdo celular com 8,24 x 107 Cell L™ A menor
concentragdo média com 3,11 x 10° Cell L™ ocorreu nas localidades do AS, seguido de FN
com concentracdo média de 8,58 x 10° Cell L™ (Figura 20). Dentre as populac@es isoladas por
citometria (costa e ilhas) o grupo Phyto apresentou a maior porcentagem celular (67,51%) do
total de células analisados (All) para todos os pontos. Seguido de Synechococcus (17,98%),
Prochlorococcus (14,21%), Cyanochlorophyllates (0,50%) e Nanoeukaryotics (0,08%). A
ANOVA multifatorial revelou uma discreta diferenca significativa entre todas as populacGes
marcadas por citometria (P ANOVA=0,0614), com excecdo do grupo Cyanochlorophyllates
que nao foi diferenciado como populacéo isolada (pPANOVA=0,6527).

Considerando as populagdes isoladas por citometria dentro do total de células analisados
(All) para as amostras da costa, o padrdo observado foi predominante do Phyto. O segundo
grupo mais abundante foi Synechococcus e depois Prochlorococcus. As localidades de AC
foram consideradas excecdo, sendo que ACL1 apresentou uma concentracdo ligeiramente
superior de Prochoro em relacdo a Syenco, enquanto que AC2 ndo apresentou células de
Procloro (Figura 21). Em IC as cianobactérias dominaram a amostra (Figura 21). Ja para as
amostras insulares, o padrdo foi diferente em cada arquipélago. As localidades de AS
apresentaram dominancia do grupo Phyto, seguido por Procloro e Syneco. Sendo a
concentragdo de Procloro é de 1,5 a 2X maior que Syneco nas diferentes localidades do
arquipélago austral brasileiro (Figura 22). Em AS3 55% da amostra era composta somente
por cianobactérias (Figura 22). Para FN, a maior concentracdo celular também estava
distribuida dentre o grupo Phyto, porém as popula¢bes de Syenco e Procloro ndo se
destacaram uma sobre a outra, sendo muito préximas as concentracdes (Figura 23). FN3
apresentou uma maior concentracdo de cianobactérias (Figura 23).

Os dois primeiros eixos da PCA foram significativos estatisticamente, e explicaram
86,97% das variancias, sendo que o primeiro eixo representou sozinho mais da metade das
variagdes dos dados. As varidveis que apresentam maior correlagdo com este eixo Ssdo as
populaces de Synechococcus e Prochlorococcus, com 95% de contribuicdo. As amostras
insulares se distribuiram em funcdo do eixo 1, separando algumas localidades de FN das

outras ilhas. Este eixo também isola as amostras insulares da amostras continentais (Figura
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24). O eixo 2 estd associado, principalmente, com a variagdo de Cyanochlorophyllates e
Phyto, com 95 e 85% de contribuicdo, respectivamente. Este eixo separa as localidades de IC
e agrupa as outras localidades (Figura 24). A menor contribuicdo foi do grupo
Nanoeukaryotics (<80%). Um outro método multivariado de reducéo de dimensionalidade foi
utilizado, a MDS, que comprovou a dispersdo das localidades com um estresse excelente de
0,0437 em apenas 2 dimensoes.

Cell L?
1.00 x 10° 4.10x 107 8.10x 107 1.21 x 108

AC1
AC2
PP1
PA1

IC1
AS1
AS2
AS3
AS4
FN1
FN2
FN3
FN4

Samples

!lll*!!lllll

. Nano and picoplankton

Figura 20. Médias e desvios da concentracdo celular total (All) das
réplicas de cada amostra. As concentracGes foram estimadas por
marcacdes celulares adquiridas pela técnica de citometria de fluxo.
As faixa de tamanho delimitada pela beads marcadas (2 e 4um)
selecionou células de 0,22 a 6,00um, correspondendo as fracoes
nano e picofitoplanctdnicas. Fonte: o préprio autor.
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Figura 21. Na parte superior da figura estdo dispostas as porcentagens de cada uma das populagdes
fitoplancténicas identificadas em relacdo ao somatdrio total de células. Na parte inferior da figura estdo
os dotplots gerados pela citometria de fluxo, sendo que, cada ponto corresponde a uma célula
distribuida pelos eixos de fluorescéncia amarelo (FL2) e vermelho (FL3). Fonte: o prdprio autor.
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Figura 22. Na parte superior da figura estdo dispostas as porcentagens de cada uma das populagdes
fitoplancténicas identificadas em relacdo ao somatdrio total de células. Na parte inferior da figura estdo
os dotplots gerados pela citometria de fluxo, sendo que, cada ponto corresponde a uma célula
distribuida pelos eixos de fluorescéncia amarelo (FL2) e vermelho (FL3). Fonte: o préprio autor. Fonte:
o préprio autor.
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Figura 23. Na parte superior da figura estdo dispostas as porcentagens de cada uma das populagdes
fitoplancténicas identificadas em relacdo ao somatdrio total de células. Na parte inferior da figura estdo
os dotplots gerados pela citometria de fluxo, sendo que, cada ponto corresponde a uma célula
distribuida pelos eixos de fluorescéncia amarelo (FL2) e vermelho (FL3). Fonte: o préprio autor. Fonte:
o0 préprio autor.
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Figura 24. A variacdo dos pontos seguiu uma andlise de componentes principais (PCA)
considerando as cinco populages fitoplanctonicas identificadas por citometria; Phyto;
Synechococcus; Prochlorococcus; Nanoeukaryotics; Cyanochlorophyllates. Os pontos insulares
foram bem isolados dos pontos da costa. Os circulos agrupam as localidades de cada ponto.
Fonte: o préprio autor.

As biomassas dos grupos Synechococcus e Prochlorococcus foram estimadas e
analisadas individualmente e somadas, revelando a biomassa de cianobactérias presentes nas
amostras da dgua (Figura 25).

A biomassa da fracio de Synechococcus foi proeminente em PP1 (1,8592mg C m), PA1
(1,0517mg C m®) e IC1 (0,9486mg C m™®). As localidades do AS apresentaram as menores
concentragdes, com média de 0,0271mg C m>. As médias das localidades de AC e FN
exibiram uma biomassa semelhante com 0,2912 e 0,2158mg C m™, respectivamente (Figura
25). A biomassa média de Synechococcus nas amostras da costa correspondeu a 2,69% de
todo carbono organico particulado presente na coluna da agua nestas localidades. Nos
arquipélagos, a biomassa de Syneco correspondeu a apenas 0,38% (Tabela 19).

Para Prochlorococcus, PP1 se destacou com a maior biomassa (0,2793mg C m?), ja as
médias das localidades do AS e FN apresentaram os menores estoques, com 0,0145 e
0,0474mg C m?, respectivamente. AC2 apresentou uma quantidade traco de células de
Procloro (Figura 21), resultando numa aparente auséncia do estoque de biomassa (Figura 26).
A média da biomassa de Prochlorococcus nas amostras da costa, assim como a média dos

arquipélagos, correspondem a uma baixa porcentagem de carbono estocada dentro de todo o

80



POC nas respectivas localidades. Sendo que na costa (0,47%) o estoque é ligeiramente maior
que nos arquipélagos (0,10%) (Tabela 19).

A somatéria das fragcbes Procloro e Syneco corresponde a fracdo denominada
Cyanobcteria. As cianobactérias estocam 3,16% do carbono particulado presente na agua
costeira do NE brasileiro. J& nos arquipélagos equatoriais da bacia oceanica a frente, as
cianobactérias representam apenas 0,48% (Tabela 19). Destaque para o ponto PP1 que
representa 6,28% do estoque de carbono da costa. As localidades do AS correspondem a
menor biomassa com apenas 0,13% do carbono estocado em cianobactérias (Tabela 19).

Como apenas as amostras insulares possuem as séries histéricas de POC remote na
coluna da agua, as propor¢des do estoque de carbono convertido em cianobactérias foi
limitado apenas aos arquipélagos. FN contribuiu mais ao estoque de ciano no momento da
coleta do que suas contribuigfes mensais e anuais. O AS apresentou um baixo estoque de
ciano observado, e este padrdo se mantém similar ao longo das médias historicas (Tabela 20).
As cianobactérias contribuiram mais ao estoque de carbono na coluna da dgua no periodo da
coleta com 0,48%, em relagdo a contribuicdo anual (0,24%) (Tabela 20).

Uma ANOVA entre estas duas variaveis demostrou que as variacfes das biomassas ao
longo dos pontos sdo distintas, com significancia estatistica (P ANOVA<0,001). A variacao
dos dados de biomassa foi exibida em apenas duas dimensdes pela PCA, com 96,58% da
variacao no eixo 1, enquanto que o eixo 2 explica o restante de 3,42%. Ambos 0s eixo0s estdo
relacionados as variaveis Synechococcus e Prochlorococcus, por isso possuem a mesma
contribuicdo de 99,42% (p<0,001). Uma MDS confirmou a reducdo de dimensionalidade dos
dados, distribuindo as biomassas das localidades pelas fracbes Syneco e Procloro com um
estresse ideal menor que 0,0001 em apenas 2 dimensGes (Figura 26). A MDS demostra
melhor a maior variabilidade dentro de cada local, sendo AS e IC os pontos de menor
variacdo entre as proprias réplicas. Enquanto que PP e AC apresentaram uma grande
distribuicdo das réplicas. Estas grandes distancias sao justificadas pelos elevados desvios das
médias em PP1 (Figura 25). Em FN houve uma separagéo clara entre as réplicas de FN3 das
demais localidades (Figura 26), com um comportamento muito semelhante & distribuigdo dos
pontos pela abundancia celular (Figura 23), porém considerando apenas as variaveis Syneco e
Procloro. Na distribui¢do da concentracéo celular haviam outras populagdes fitoplanctonicas,
sendo as populagdes de cianobactérias (Synechococcus e Prochlorococcus) as de maior peso.

Uma correlacdo de Pearson também revelou uma elevada similaridade entre ambas
populagdes (corPearson=0,9316) com uma robusta relevancia estatistica (pPearson<0,0001),

variando com o mesmo padrao.
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Figura 25. Médias e desvios das réplicas de cada ponto para biomassa mensurada
através da concentracdo celular e indices de biovolume. As barras indicam os
valores reais de biomassa das populagGes de cianobactérias. Fonte: o préprio autor.

Tabela 19. Porcentagens da biomassa acumulada nas populacdes de cianobactérias em relagdo ao POC observado na
coluna da agua referente a cada local (estoque relativo). O POC do ambiente costeiro e dos arquipélagos foi estipulado
pelas médias das respectivas localidades. Fonte: o préprio autor.

Samples
Coast Archipelagos AC PP PA IC AS FN

(7.}

§ POC (mg C m3) 32.96 31.65 32.25 34.03 32.64 33.65 31.11 32.19
Qo

Q

]

5 Biomass (mg Cm?3) 0.89 0.12 0.29 1.86 1.05 0.95 0.03 0.22
L

<

& % 2.69 0.38 0.90 5.46 3.22 2.82 0.09 0.67
[V

§ POC (mg C m3) 32.96 31.65 32,25 34.03 32.64 33.65 31.11 32.19
3

N

§ Biomass (mg C m?3) 0.15 0.03 0.10 0.28 0.13 0.16 0.01 0.05
Q

o

N % 0.47 0.10 0.32 0.82 0.40 0.47 0.05 0.15
'g POC (mg Cm3) 32.96 31.65 32.25 34.03 32.64 33.65 31.11 32.19
g

‘8 Biomass (mg Cm?) 1.04 0.15 0.39 2.14 1.18 1.11 0.04 0.26
c

©

o) % 3.16 0.48 1.22 6.28 3.62 3.29 0.13 0.82
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Tabela 20. Porcentagens da biomassa observada de cianobactérias entre as
médias temporais de POC e POC remote para cada arquipélago. A biomassa
média dos arquipélagos foi estipulado pelas médias das localidades de AS e
FN. Fonte: o proprio autor.

Cyanobacteria

Archipelagos AS FN
Temporal series average (mg C m?3) 52.88 64.71 43.95
Biomass (mg C m3) 0.15 0.04 0.26
% 0.28 0.06 0.60
Year average (mg C m3) 62.87 85.06 45.60
Biomass (mg C m3) 0.15 0.04 0.26
% 0.24 0.05 0.58
Month average (mg C m3) 42.07 41.57 42.11
Biomass (mg C m™) 0.15 0.04 0.26
% 0.36 0.10 0.63
Observed POC (mg Cm™) 31.65 31.11 32.19
Biomass (mg C m™) 0.15 0.04 0.26
% 0.48 0.13 0.82
o AC2
S o PP O
| &9 o PA1
o e IC1
o | AS1
~ ° AS2
v
o AS3 XD
= S ®
AS4
o | s FN1
b
o FN2
0 o FN3 ‘
! stress = 0.0001
e  FN4
-5.0 -4.0 -3.0 -2.0 -1.0 0.0 1.0

MDS 1

Figura 26. O escalonamento multidimensional (MDS) analisou a distribui¢do dos pontos em funcéo
das populacbes de cianobactérias. O baixo estresse revelou que a dimensionalidade dos pontos foi
representada de maneira ideal. Fonte: o préprio autor.

5.4. Estrutura da comunidade

AvaliagBes ecologicas das amostras costeiras foram comparadas pelas distintas
metodologias (DGGE e sequenciamento) empregadas para estudo da ecologia de
cianobactérias na coluna da agua. As sequéncias alinhadas extraidas do sequenciamento
foram analisadas quanto aos dados brutos e também extraidos indices ecoldgicas para costa e

arquipélagos.
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5.4.1. Estudo preliminar - costa do CE

A anélise dos parametros ecoldgicos ao estudo preliminar considerou as fracdes 3 e
0,22um em separado, tanto para as técnicas de DGGE quanto para as sequéncias alinhadas.
Portanto 4 possiveis cenarios experimentais serdo constantemente comparados: amostras da
fragdo do nanofitoplancton avaliadas pela técnica de DGGE (DGGE - 3,00pum);
Sequenciamento - 3,00um; DGGE - do picofitoplancton; Sequenciamento - 0,22um.

Considerando a técnica de DGGE, a fragdo nanofitoplancténica apresentou uma riqueza
total observada de 22 OTUs (bandas), sendo que a média das amostras costeiras foi de
8,08(%3,57) (Figura 27). As pocas de maré do Paracuru, na costa cearense, apresentaram a
maior média com 12 bandas identificadas, 53,03% da riqueza total observada. J& AC
apresentou a menor média, com apenas 3 bandas (14,77%). Uma estimativa de riqueza
utilizando o método binario Chao?2 registrou 23 bandas, valor muito préximo da riqueza total
encontrada. As analises de sequenciamento através de biblioteca 16S rRNA encontraram uma
rigueza observada e estimada muito superior compradas as riquezas encontradas pela DGGE.
Pelo sequenciamento foram registrados 39 taxons (Chao2 = 46 OTUs estimados), com uma
média costeira de 14,31(+6,30). Assim como encontrado na DGGE, as pogas do Paracuru
apresentaram a maior riqueza observada, com 37,33% (19 tadxons) da riqueza observada. PP
apresentou a menor média com apenas 17,33% (Figura 27).

A fracdo picofitoplacntdnica apresentou uma riqueza costeira de apenas 18 bandas pela
técnica da DGGE, e uma média de 10,15(+5,26) por amostra. A riqueza estimada foi igual a
rigueza observada pelo método de rarefacdo Chao2. O Porto do Pecém apresentou 88,89% do
total de bandas observado, uma média de 16 bandas registradas. AC apresentou a menor
média com apenas 16,67% (3 bandas). Pelo sequenciador o padrdo foi bem diferente, pois o
PP foi amostra de menor riqueza, com apenas 11,63% (5 OTUs) de um total de 34 taxons
observados (Figura 27). Pelo método Chao2 foram estimados 42 OTUs.

Considerando as réplicas de cada amostra, uma curva de acumulacdo de OTUs pelo
método da rarefacdo pelo indice Chao2 foi ajustada, para ambas as técnicas e fragdes do
fitoplancton. Pela técnica da DGGE houve uma baixa resolucdo da cobertura de espécies em
relagdo as amostras sequenciadas. Na fragdo DGGE-0,22um a riqueza das microalgas atingiu
0 total observado em 50% dos quartis de amostragem, estabilizando a curva como se ndo
houvessem mais espécies raras a serem reveladas ao picofitoplancton das amostras costeiras
(Figura 28). Ja pela técnica do sequenciamento 16S rRNA, o picoplancton ndo apresentou
estabilizacdo da curva, revelando uma riqueza estimada superior ao que pode ser amostrado
(Figura 28). Através da biblioteca de amplicons, o picofitoplancton apresentou uma riqueza
estimada 2,3x superior as mesmas amostras avaliadas pela DGGE.

As OTUs consideradas como raras estdo presentes em apenas um ponto, sem

compartilhamento com outra localidade. Lembrando que sdo dados de presenca e auséncia.
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Arraial do Cabo e Paracuru apresentaram o maior numero de “espécies raras” dentre todas as
avaliaces metodologicas. Para a DGGE, todos os pontos apresentaram ao menos uma OTUs
rara na fracdo 3,00um, sendo que nenhuma apresentou na fragdo 0,22um. As amostras
sequenciadas apresentaram OTUs raros na fracdo 3,00um apenas em AC (2 OTUs) e PA (1
OTU). E na fragdo 0,22um 5 OTUs raros em AC (2 OTUs - AC1; 2- AC2;1- ACle AC2) e
mais 6 em PA.

As diversidades de Shannon e Simpson apresentaram os mesmos padrdes, porém cada
indice respeitando a sua escala. No entanto, as diferencas foram melhor elucidadas pelo indice
de Shannon-Wiener (Tabela 21). Pela técnica da DGGE a diversidade foi menor nas amostras
de AC em ambas fragBes (3 e 0,22um). E as maiores médias foram nas amostras de PA e PP
nas fragBes 3 e 0,22um, respectivamente. As mesmas amostras analisadas pelo sequenciador
apresentaram as maiores diversidades em AC e PA e menor a-div para o PP, nas fracGes do
pico e do nanofitoplancton (Tabela 21).

Para analisar a diversidade entre os distintos pontos que caracterizaram as amostras
costeiras, a B-diversidade foi expressa pela média e por clusters de similaridade entre os
pontos.

Para a fracdo 3um a média de beta diversidade foi maior para a DGGE com 0,70 quando
comparado a média de 0,60 do sequenciamento, utilizando o indice de Jaccard. As duas
técnicas moleculares separam as amostras de AC das outras amostras costeiras, com exce¢ao
de uma réplica de AC2 que ficou agrupada com PAL nas amostras sequenciadas (Figura 29).
Ja para o picofitoplancton a média de beta diversidade encontrada pelo sequenciamento foi
superior a DGGE, como 0,65 e 0,53 respectivamente. Tais amostras da fracdo 0,2um tiveram
0 mesmo comportamento, separando as amostras de AC das outras de maneira ainda mais
clara, com menos de 10% de similaridade. Paracuru também se mostrou distinta das outras
amostras cearenses (Figura 29). As correlacdes cofenéticas e os estresses das NMDS foram
satisfatorios validando os agrupamentos em todos 0s casos.

De maneira geral para ambas as técnicas ndo houve uma diferenca muito grande entre os
as médias ecologicas encontradas entre as fragdes do pico e do nanofitoplancton para as
amostras costeira do atlantico oeste. Porém a dominancia dos padr@es foi inversa. No caso da
DGGE a média da riqueza do nanofito foi inferior em relagdo ao pico, ocorrendo 0 mesmo
com a diversidade (Tabela 21). Para o sequenciamento, os indices de alfa diversidade e
riqueza foram superiores na fragdo do nanofito (Figura 29).

Os desvios dos valores observados em cada ponto, em relacdo & média costeira,
apresentaram valores mais elevados na técnica de DGGE, em relagdo & técnica de
sequenciamento (Tabela 21). Para a por¢do do nanofito, apenas o ponto AC1 apresentou
desvios negativos em relacdo as médias, em ambas as metodologias. Os maiores desvios

foram encontrados no parametro da riqueza observada, o qual a técnica de DGGE demostrou
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uma diferenca negativa de -62,86% e o sequenciamento de -33,60% (Tabela 21). O ponto
PAL apresentou somente desvios positivos nas duas técnicas, exibindo a maior diversidade
pela DGGE e a segunda maior pelo sequenciamento. Pelo sequenciamento a maior
diversidade foi encontrada em AC2, sendo que esta mesma amostra analisada pela DGGE
apresentou somente desvios negativos (Tabela 21). Para o picofito o ponto PA1 também
apresentou desvios positivos em relacdo as respectivas médias em todos os parametros
ecoldgicos. Para o pico fito AC2 apresentou desvios negativos em todos os indices ecol6gicos
nas duas metodologias, com excecdo da alfa diversidade de Simpson nas amostra

sequenciadas que apresentou um leve desvio positivo (1,37%) (Tabela 21).

Observed Richness
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

ACl
AC2
PP1
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Ic1
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DGGE Library 165 rRNA

. Nanophytoplankton (3.00um) . Nanophytoplankton (3.00um)

Picophytoplankton (0.22pum) Picophytoplankton (0.22pm)

Figura 27. Médias e desvios das réplicas a cada ponto para a riqueza observada para
as fragBes do pico e nanofitoplancton. Na por¢do superior estdo representadas a
rigueza provinda dos dados de DGGE, abaixo, a riqueza dos dados de
sequenciamento de amplicons 16S rRNA. Fonte: o préprio autor.
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Figura 28. Curvas de rarefacdo de “espécies” considerando o indice de riqueza estimada Chao2 - presenca/auséncia. As
replicas dos pontos de amostragem (13 replicas) representam as repeticdes de amostragem ao ambiente delimitado, no
caso a costa. As barras amarelas indicam os desvios das replicas a cada ponto, enquanto que os tragos pretos representam
a media da riqueza total acumulada ao longo das amostragens. Os limites tracejados nas barras indicam a extrapolacédo
para espécies estimadas. A &rea azul indica o ambiente de rarefacdo, contemplando os limites 0s méximos e miminhos da
riqueza no ambiente costeiro estudado. Fonte: o préprio autor.
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Tabela 21. Desvios dos valores observados em relagdo a média da correspondente fracdo fitoplanctonica.
Cada parametro ecoldgico possui um valor estipulado tanto pela técnica molecular da DGGE quanto para a
técnica do sequenciamento. Os valores azuis correspondem a desvios positivos, enquanto que os valores em
vermelho correspondem aos desvios negativos. Fonte: o proprio autor.

Observed Richness a-Div Shannon a-Div Simpson

e T R T

3.00um  Average Coast 8.08 14.31 1.951 2.570 0.826 0.916

ACL Observed 3 10 1.099 2.178 0.667 0.878
Deviation (%) -62.86 -33.60 -43.68 -15.23 -19.31 -4.08

é AC Observed 4 22 1.151 3.003 0.650 0.947
5 Deviation (%) -56.67 50.27 -40.98 16.87 -21.33 3.44

,CO; pp1 Observed 10 9 2.299 2.129 0.899 0.877
‘gi Deviation (%) 23.81  -39.43 17.88 -17.15 8.85 -4.20

cz% oAL Observed 12 19 2.456 2.918 0.914 0.945
Deviation (%) 44.44 30.47 25.91 13.55 10.65 3.27

1 Observed 9 14 2.197 2.634 0.889 0.928
Deviation (%) 11.43 -2.15 12.65 2.51 7.59 1.35

0.22um  Average Coast 10.15 10.77 2.124 2.260 0.844 0.882

ACL Observed 3 12 1.099 2.441 0.667 0.913
Deviation (%) -70.45 6.79 -48.27 8.03 -21.05 3.46

é AC2 Observed 3 10 1.099 2.250 0.667 0.894
S Deviation (%) -70.45 -11.79 -48.27 -0.44 -21.05 1.37

:§ ™ Observed 16 5 2,771 1.596 0.937 0.794
< Deviation (%) 57.58 -53.57 30.48 -29.39 11.00 -9.96

-§ PAL Observed 12 19 2.483 2.941 0.916 0.947
Deviation (%) 18.18 76.43 16.89 30.12 8.51 7.33

Observed 12 9 2.485 2.129 0.917 0.877
il Deviation (%) 18.18 -19.52 17.00 -5.80 8.56 -0.59
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Figura 29. Agrupamentos pelas medias de beta diversidade das amostras costeiras. Os agrupamentos foram baseados
em matrizes de dissimilaridade pelo indice binério de Jaccard. Fonte: o préprio autor.

5.4.2. Sequencias alinhadas - costa e ilhas

Os controles internos do sequenciador MiSeq foram satisfatorios durante a corrida, com
um indice de qualidade Q30 aos 70%. A soma de todas sequéncias alinhadas (nano e
picoplancton - All) registrou 1.158.901 sequéncias (fragmentos 16S rRNA). As amostras dos
arquipélagos somaram 73,48% do total de sequéncias, sendo que as costeiras somaram 0s
outros 26,52%. O AS e FN tiveram as maiores porcentagens do total, com 45,63% e 27,86%,
respectivamente. O PP apresentou a maior porcentagem dentre as amostras costeiras com
9,14%, enquanto que AC apenas 5,18% do total de sequéncias. A média de sequéncias por
amostra foi de aproximadamente 15 mil sequéncias (15.661+9.295). O tamanho médio dos
fragmentos foi de 240pb.

As amostras costeiras e insulares da por¢do nanofitoplancténica somaram 467.497
sequéncias (40,34% do All). Considerando apenas as sequéncias da fragdo 3,00um, aquelas
alinhadas dos arquipélagos foram 2,3 vezes mais representativas do que as costeiras. As
amostras do AS foram responsaveis por quase 50% do total, com destaque pra AS1 (Figura
30). O menor nimero de sequéncias alinhadas foi em AC, e a localidade AC1 teve menor
contribuicdo com apenas 1,66% da somatoria da fragdo 3,00um (Figura 30). A variagdes das

sequéncias da fragcdo 3,0um ao longo dos taxons observados foram expostas em 9 dimensdes
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para acumular 80% de variancia pela PCA, sendo inconclusiva graficamente para demostrar a
importancia de algum taxon em especial. A MDS propicia a reducéo de dimensionalidade dos
dados, no caso seguindo a distribuicdo euclidiana. Um estresse de distribuicdo de 0,0905 foi
encontrado em apenas 2 dimensdes, representando uma distribuicdo considerada justa a todas
as amostragens de cada local (Figura 31). As réplicas mais distribuidas dos demais e ao
mesmo tempo similares entre si corresponderam aos pontos FN4, PA1 e AC2 (uma Unica
replica - n° 3). As amostras de AS e as outras amostras costeiras foram menos
individualizadas, apresentando abundancias de sequéncias mais proximas aos mesmos taxons
(Figura 31).

Analisando apenas o género Synechococcus em cada uma das localidades, e apenas a
fracdo 3,00um, o maior nimero médio de sequéncias foi encontrado nas amostras costeiras. O
PP obteve a maior média com aproximadamente 20.000 sequéncias. Uma ANOVA
(pTukey<0,05) distinguiu PP1 de todas as localidades insulares. Para o género
Prochlorococcus as localidades insulares foram mais proeminentes, sendo as amostras do AS
mais abundantes. A amostra AS1 apresentou uma média de aproximadamente 30.000
sequéncias. Uma ANOVA (pTukey<0,05) entre os pontos deste género diferenciou AS1 de
todas as outras amostras, exceto AS3 que apresentou a segunda maior abundancia com
aproximadamente 18.000 sequéncias em media. Uma ANOVA bifatorial comparou ambos 0s
géneros demostrando uma clara diferencas entre eles ()PANOVA=0,0001).

A porcdo picofitoplancténica somou 691.404 sequéncias (59,66% do All). Considerando
apenas esta fracdo como o total, as sequéncias alinhadas dos arquipélagos foram
representativas mais de duas vezes em relacdo as costeiras. Assim como na fra¢do 3,00um, as
médias das localidades do AS foram responsaveis por quase 50% do total, com destaque pra
AS2 (Figura 30). O menor nimero de sequéncias alinhadas foi em AC, e a localidade AC2
apresentou a menor contribuicdo, com apenas 1,63% da somatoria da fracdo 0,22um (Figura
30). Assim como para o0 nanofito, as sequéncias da fracdo picofitoplacntonica foram expostas
em 9 dimensdes para acumular 80% de variancia pela PCA, ndo concluindo nem demostrando
de maneira gréfica a importancia de algum tdxon em especial. A MDS seguindo a distribuigao
euclidiana apresentou um estresse de distribuicdo de 0,0689, em apenas 2 dimensdes, sendo
considerada satisfatéria (Figura 32). As réplicas mais dissimilares das demais e ao mesmo
tempo similares entre si, corresponderam aos pontos FN4, PA e AC. As amostras insulares
foram menos individualizadas, apresentando abundancias similares aos mesmos géneros
(Figura 32).

O género Synechococcus presente na fragdo 0.22um demostrou maiores médias de
sequéncias nas amostras costeiras, assim como na fragdo 3,00um. O PP obteve a maior média,
seguida de IC com aproximadamente 18.000 e 16.000 sequéncias, respectivamente. Uma

ANOVA (pTukey<0,05) distinguiu as amostras insulares de todas as amostras costeiras,
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porém as amostras insulares e costeiras ndo apresentaram diferenca entre si. Para o género
Prochlorococcus as localidades insulares somaram quase todas as sequéncias, sendo as
amostras do AS mais abundantes. A amostra AS2 apresentou uma média de aproximadamente
39.000 sequéncias. Uma ANOVA (pTukey<0,05) entre os pontos deste género diferenciou as
quatro localidades do AS de todas as outras amostras costeiras. Uma ANOVA bifatorial
comparou ambos 0s géneros demostrando uma clara diferenca entre o0s dois
(PANOVA=0,0001).
Library 165 rRNA Sequences
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Figura 30. Total de sequéncias extraidas da biblioteca 16S rRNA para cianobactérias
através da plataforma MiSeq (lllumina). Estas sequéncias representam apenas as que
passaram pelo processo de pré-tratamento e filtragem seguindo o QIIME com
posterior alinhamento na base de dados do SILVA. Fonte: o proprio autor.
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Figura 31. Representacdo do escalonamento multidimensional (MDS) das réplicas em funcgdo
das sequéncias extraidas da fracdo nanofitoplancténica - 3,00um. O baixo estresse revelou que
a dimensionalidade dos pontos foi representada de maneira justa. Fonte: o proprio autor.
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Figura 32. O baixo estresse encontrado na MDS das réplicas da fracdo picofitoplacntdnica
- 0,22um - revelou uma distribuicdo ideal. Fonte: o préprio autor.

Como visto anteriormente, a comparacdo metodolégica entre a DGGE e o
sequenciamento foi baseada em matrizes ecoldgicas de presenca/auséncia. A seguir, serdo
descritas as andlises ecolégicas restritas apenas a técnica do sequenciamento, aplicada as
amostras insulares e costeiras. Tais analises foram baseadas em matrizes de abundancia de
sequéncias a cada tadxon analisado. Para facilitar a descricdo, as fracBes 3,00 e 0,22um
separadas. Portanto 4 possiveis cenarios serdo constantemente comparados: amostras da costa

da fracdo nanofitoplancténica avaliadas pela técnica do sequenciamento em larga escala (Seq
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3,00um - costa); amostras dos arquipélagos da fracdo nanofitoplanctdnica (Seq 3,00um -
arquipélagos); amostras do picofitoplancton na costa (Seq 0,22um - costa); amostras do
picofitoplancton nas ilhas (Seq 0,22um - arquipélagos). Tais cenarios juntos representam
grande parte do fitoplancton na camada superficial das aguas do contorno oeste do oceano
Atlantico Equatorial. O total de 56 taxons p6de ser identificado, sobrepondo as fracbes do
pico e do nanofitoplancton da costa e nas ilhas através do sequenciamento.

Considerando somente a fracdo nanofitoplanctonica, uma riqueza total de 50 taxons foi
observada com média de 13,54(+7,59) por amostra. Isolando-se apenas a fracdo costeira
foram observados 39 taxons com uma média de 14,31 por amostra (Tabela 22). As amostras
de AC2 e PAL apresentaram as maiores riquezas observadas, com 43,00% e 37,33% da
riqueza relativa total (Figura 33). Uma estimativa de riqueza utilizando o método de rarefacéo
Chaol registrou 41 OTUs, valor muito préximo da riqueza total encontrada na costa. Nos
arquipélagos a riqueza foi superior: 45 taxons foram observados, com média de 13,13 por
amostra. A riqueza estimada pelo método Chaol foi muito similar & observada, com 48 OTUs
especulados. FN4 e FN2 apresentaram as maiores riquezas com 27 (54,00% da riqueza
relativa total) e 22 (44,67%) dos taxons observados, respectivamente (Figura 33). Os taxons
considerados como raros estdo presentes em apenas um ponto, sem compartilhamento com
outra localidade apenas considerando a fracdo 3,00um (LOGARES et al., 2013). Para a costa
apenas Arraial do Cabo e Paracuru apresentaram taxons raros, com apenas 1 em PAL (New
Oscillatoriophycideae); 1 em AC1 (Unassigned); e 1 em AC1 e AC2 (Chlorophyta). Para os
arquipélagos 5 taxons foram considerados raros, sendo 1 em AS2 (Lyngbya); 1 em FN2
(Symploca); e 3 em FN4 (SM1D11, Nostocaceae, Spirulina). Em contrapartida, os tdxons que
estiveram presentes a todas as localidades da fracdo nanofitoplancténica sdo Stramenopiles
(0,21% do total de sequéncias desta fracdo), Haptophaceae (0,38%), Synechococcus
(29,66%), Prochlorococcus (68,70%).

O picofitoplancton apresentou uma riqueza total observada de 43 taxons, sendo que a
média por amostra foi de 7,57(+4,92). Na costa apenas 34 taxons foram observados, com
uma média de 10,77 a cada amostra costeira (Tabela 22). O ponto PA apresentou 44,19%
44,19% da riqueza total observada, com 2-4 vezes mais tdxons observados em relagdo as
outras amostras costeiras (Figura 33). A riqueza estimada por Chaol as amostras costeira foi
36 OTUs. Para as amostras insulares uma menor riqueza foi encontrada, quando comparadas
as amostras costeiras, com apenas 30 tdxons com media de 5,83 a cada amostra. A rigueza
estimada foi igual a riqueza observada nas amostras insulares. As riquezas de FN e AS sdo
muito proximas, com destaque para FN4 que apresenta 32,56% da riqueza relativa total
(Figura 33). Os taxons considerados raros estdo mais adensados nas amostras costeiras do que
nas amostras insulares considerando apenas a fracdo 0,22um. Para a costa sdo 2 em AC1
(New Rodophyta e Phascolarctobacterium); 2 em AC2 (New Streptophyta e New CL50015);
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1 em AC1 e AC2 (Chlorophyta); e 6 em PA1 (New SM1D11, New Oscillatoriophycideae,
New Chroococcales, New Synechococcophycideae, Leptolyngbya, New Pirellulaceae). Para
as amostras insulares 5 tdxons foram considerados raros, sendo 2 em AS2 (Microcoleus e
New Pseudanabaenaceae) e 3 em FN4 (New Cyano 2, New Nostocales, Phormidium). J& os
tdxons que estiveram presentes em todas as localidades da fracdo picofitoplacnténica séo
apenas 0s géneros Synechococcus (26,05% do total de sequencias desta fragdo) e
Prochlorococcus (73,43%).

Uma curva de acumulacdo de espécies, considerando o acumulo de sequéncias, e uma
curva de rarefacdo pelo indice Chaol foram ajustadas, para ambas as fracdes do fitoplancton
(Figura 34). Considerando o numero de réplicas como amostragens, a fracdo
nanofitoplanctonica foi melhor retratada com uma curva de rarefacdo bem ajustada com
nimero de espécies amostradas similar ao nimero estimado (Figura 34). As amostras de PP
apresentaram a menor equitatividade com diversos taxons expressos em baixas abundancias,
indicado presenca de espécies raras (Linha vermelha - fracdo 3,00um - Figura 34). Uma
elevada equitatividade foi encontrada nas réplicas de AC e algumas localidades dos
arquipélagos, indicando dominancias de alguns grupos em especifico (Figura 34). Embora a
fracdo picofitoplacnténica tenha sido mais abundante em nimero de sequéncias observadas,
apresentou uma menor riqueza em relacdo a porcdo do nanofito (Figura 34). A curva de
rarefacdo para a fragdo 0,22um apresentou uma menor inclinagdo da curva (o) € uma maior
area de rarefacdo de espécies demostrando uma amostragem ndo muito representativa da
rigueza total estimada (elevados desvios - area azul - 0,22um - Figura 34). Réplicas de FN3 e
PA1 e AC2 apresentaram as menores equitatividades (Figura 34).

Os indices de a-diversidade Shannon e Simpson apresentaram 0s mesmos padroes,
porém cada indice respeitando a sua escala. Com as diferengas melhor elucidadas pelo indice
Shannon-Wiener (Tabela 22). O nanofitoplancton apresentou maiores médias que a fracdo do
picofitoplancton. Considerando apenas a fragdo do nanofito houve maiores medias na porgéo
insular, embora as medias costeiras tenham sido ligeiramente menor. AC e FN apresentaram
as maiores médias, com destaque para FN4. PP1 e AS4 apresentaram as menores médias
(Tabela 22). A fracdo do picofito apresentou uma grande diferenga entre a diversidade da
costa em relacdo ao ambiente insular, sendo a costa muito mais diversa que os ambientes
insulares. Nesta fracdo 0,22um AC apresentou as maiores médias, enquanto que PP
apresentou a menor. FN e AS foram muito similares entre si (Tabela 22).

Clusters pela média foram gerados através do indice de Jaccard para analisar a f-
diversidade entre os distintos pontos que caracterizaram as amostras costeiras e insulares da
biblioteca de cianobactérias 16S rRNA. Para a fracdo 3um a meédia de beta diversidade foi
ligeiramente menor que a média para a fragcdo do pico com 0,64 e 0,68, respectivamente. As

correlagbes cofenéticas e os estresses das NMDS foram satisfatorios, validando os
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agrupamentos em todos os casos. Para o nano, PAl e IC1 apresentaram as maiores
similaridades entre réplicas, com aproximadamente 50%. PA1 foi agrupada junto com FN4 e
algumas réplicas de FN e AS, resultando em um agrupamento altamente dissimilar a todos os
outros pontos. AS2 também se diferenciou drasticamente das outras amostras (Figura 35). O
agrupamento da fracdo 0,22um foi mais claro que a fracdo do nanofito, ou seja, as réplicas
das mesmas amostras ficaram mais agrupadas indicando uma maior similaridade (Figura 35).
Na fragdo 0,22um as réplicas de PAL1 também apresentaram as maiores similaridades com
60%, seguidas de IC1 e AC com aproximadamente 40%. PAL e FN4 ficaram bem distribuidas
em relagdo as outras amostras. A réplica 19, pertencente ao ponto AS2, foi muito dissimilar as
outras amostras. As réplicas de AC e IC apresentaram muita similaridade entre si, assim como
FN2 e AS1 (Figura 35).

De maneira geral as diferencas entre a fracdo nanofitoplanctonica e a fragdo
picofitoplacntonica sdo maiores nos arquipélagos de que na costa, tanto para as médias de
riqueza quanto para o-diversidade (Tabela 22). Para o nanofito houve uma maior riqueza na
costa, enquanto a diversidade foi maior nos arquipélagos. Ja para o picofito tanto a riqueza
quanto a diversidade foram maiores no ambiente costeiro (Tabela 22).

Analisando ambas as fra¢fes do fitoplancton conjuntamente, AC apresentou 0s maiores
desvios positivos em relacdo a média costeira, de acordo com indices ecoldgicos avaliados.
PP1 seguido de IC1 apresentam os menores desvios (Tabela 22). J& para as medias ecoldgicas
insulares, FN apresentou maiores desvios positivos em relacdo ao AS. As localidades de FN
tiveram destaque positivo em FN4 e negativo em FN1. No AS os desvios positivos mais
acentuados foram em AS3, e os desvios mais negativos em AS2 e AS4 (Tabela 22).

Ao todo, 56 taxons foram identificados considerando as fragcdes 3,00um e 0,22um em
conjunto, sendo que um destes sdo sequencias genéticas ndo assinadas dentro do banco de
dados SILVA (Unassigned). A maxima resolucdo taxonémica alcancada foi em nivel de
género, com 21 taxons identificados. Os outros 35 ‘taxons’ correspondem a novas sequéncias
encontradas, sendo denominadas com o prefixo “New” e seguidas pelo nome do grupo
taxondmico mais proximo identificado (Tabela 23). Como a biblioteca foi de 16S rRNA o
termo novas sequéncias ndo deve ser confundido com novas espécies. Apenas primers
especificos ao filo das cianobactérias foram utilizados neste trabalho, porém mesmo assim
representante de outros 5 filos puderam ser amplificados e assim identificados. Dos 56 taxons,
48 pertencem as cianobactérias, estando compreendidos em 32 familias distintas. As familias
de maior representatividade foram Phormidiaceae, Xenococcaceae, Pseudanabaenaceae,
Synechococcaceae, Cyanobacteriaceae e Nostocaceae (Tabela 23). O maior nimero de novas
sequéncias (New) foi dentre as classes Chloroplast, Synechococcophycideae e

Oscillatoriophycideae (Tabela 23).
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Isolando as fracfes 3 e 0,22um apenas 37 tdxons continuam sendo compartilhados, com
a maior parte desta diversidade distribuida entre as familias Pseudanabaenaceae,
Cyanobacteriaceae, Xenococcaceae e Synechococcaceae (Figura 36). Apenas 2 taxons foram
coincidentes entre as amostras costeiras de ambas as fragdes (New Chlorophyta e New
Oscillatoriophycideae) e apenas 1 entre as fracfes insulares (New Pseudanabaenaceae 1).
Isolando as fragdes do fitoplancton pelas localidades “costa e ilhas” sdo compostos 4 cenarios
distintos, nos quais apenas 20 taxons sdo comuns entre eles (Figura 36). Cada cenario possui
seus taxons exclusivos, sendo que a somatoria destes compreendem 17 taxons. Os taxons
exclusivos ao nanofito da costa sdo 2 (New Gomphosphaeriaceae e Chroococcidiopsis);
exclusivos ao nano dos arquipélagos sdo 9 (New Nostocaceae, New Prochloraceae, Spirulina,
Lyngbya, New Phormidiaceae 1, Oscillatoria, Symploca, New Pseudanabaenales, New
BS119); exclusivos ao picofito da costa sdo 4 (New Rhodophyta, New Streptophyta,
Phascolarctobacterium, New CL50015); e exclusivos ao pico dos arquipélagos sdo apenas 2
taxons (Microcoleus e SGSH944).

Utilizando a abundéancia relativa do nimero que sequéncias em cada amostra, foram
retirados os tdxons com abundancias abaixo de 0,01% (ou seja, raros), restando apena 0s
tdxons mais abundantes. Para a fracdo do nanofito (3,00um) 12 taxons foram considerados o0s
mais relevantes em abundancia: New Chloroplast, Cyanobacterium, Halomicronema, New
Haptophyceae, = Microcystis, New  Xenococcaceae 1, Prochlorococcus, New
Pseudanabaenaceae 2, Rivularia, New Stramenopiles, Synechococcus e New Xenococcaceae
2 (Figura 37). Um heatmap (‘mapa de calor’) correlacionou o dendograma (jaccard) dos
taxons de maior abundancia descritos acima, com o dendograma (jaccard) da matriz geral das
abundancias das sequéncias pelos pontos (fracdo 3,00um - Figura 35). Desta forma os pontos
de coleta puderam ser correlacionados com o0s grupos de maior relevancia. As amostras
costeiras apresentaram uma clara correlagdo positiva com o género Synechococcus e
correlagdo negativa a todos os outros grupos (Figura 37). As amostras insulares apresentaram
correlagdo positiva com o género Prochlorococcus. Destaque para as vérias replicas das
localidades de FN que apresentaram fracas correlagdes negativas com Synechococcus,
indicando uma importéncia na contribuicdo deste grupo para a abundancia nas amostras de
FN (Figura 37). A correlacdo de Spearman realizada entre os taxons de maior abundancia
revela a relacdo antagonica entre Synechococcus e Prochlorococcus, apresentando entre eles
uma alta correlacdo negativa e com elevada significancia estatistica (pSperaman<0,001)
(Figura 37 - lado direito).

Na fracdo picofitoplanctonica (0,22um) um nimero menor de taxons foi considerado de
elevada abundancia relativa: New Haptophyceae, New Chroococcales 1, New Phormidiaceae
2, Prochlorococcus, Synechococcus, New Xenococcaceae 2, Xenococcus (Figura 38). Nesta

fracdo as correlagBes positivas e negativas demostram de maneira clara a importancia da
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contribuicdo da abundancia de Synechococcus para as amostras costeiras, e a importancia da
abundancia de Prochlorococcus as amostras insulares no heatmap (Figura 38). A correlagdo
de Spearman realizada entre os tdxons de maior abundancia revelou uma forte correlagdo
negativa de elevada significancia estatistica (pSperaman<0,001) entre Synechococcus e
Prochlorococcus (Figura 38 - lado direito).
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Figura 33. Médias e desvios das réplicas a cada ponto para a riqueza observada
nas fracdes do pico e nanofitoplancton a partir dos dados de sequenciamento de
amplicons da biblioteca 16S rRNA. Fonte: o proprio autor.
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Tabela 22. Desvios dos valores observados em relacdo a média correspondente ao respectivo ambiente, costeiro ou
insular, frente aos parametros ecologicos de riqueza e diversidade. Duas fracdes do fitoplancton sdo comparadas, a
fracdo do nanofitoplancton e picofitoplancton. As médias sdo baseadas em matrizes de abundéncia de sequéncias 16S
rRNA para cianobactérias. Os valores azuis correspondem a desvios positivos, enquanto que os valores em vermelho
correspondem aos desvios negativos. Fonte: o proprio autor.

Library 16S rRNA

Richness a-Div Shannon a-Div Simpson
Nano Pico Nano Pico Nano Pico

Coast Average 14.31 10.77 0.2401 0.2000 0.1011 0.0779

ACL Observed 10 12 0.3208 0.6246 0.1266 0.2701
Deviation (%) -33.60 6.79 33.60 212.27 25.21 246.69

AC2 Observed 22 10 0.6162 0.4281 0.3246 0.1699
Deviation (%) 50.27 -11.79 156.68 114.02 220.96 118.15

pp1 Observed 9 5 0.0450 0.0171 0.0123 0.0044
Deviation (%) -39.43 -53.57 -81.25 -91.47 -87.83 -94.38

PAL Observed 19 19 0.1424 0.1224 0.0385 0.0336
Deviation (%) 30.47 76.43 -40.68 -38.80 -61.93 -56.87

Observed 14 9 0.2283 0.0255 0.0866 0.0062
il Deviation (%) -2.15 -19.52 -4.92 -87.26 -14.35 -91.99

Archipelagos Average 13.13 5.83 0.3383 0.0569 0.1502 0.0202

AS1 Observed 15 3 0.1037 0.0250 0.0333 0.0076
Deviation (%) 14.29 -48.57 -69.35 -56.01 -77.80 -62.61

AS2 Observed 11 6 0.1695 0.0283 0.0610 0.0083
Deviation (%) -13.65 -2.86 -49.90 -50.25 -59.40 -59.00

AS3 Observed 9 6 0.2014 0.1258 0.0849 0.0530
Deviation (%) -33.97 2.86 -40.45 120.88 -43.50 162.49

Observed 6 5 0.0436 0.0237 0.0130 0.0069
Asd Deviation (%) -51.75 -8.57 -87.10 -58.44 -91.37 -65.92

Observed 7 4 0.1366 0.0273 0.0513 0.0081
PNt Deviation (%) -44.13 -31.43 -59.60 -52.00 -65.85 -59.76

N2 Observed 22 5 0.7380 0.0711 0.4247 0.0256
Deviation (%) 70.16 -14.29 118.17 24.82 182.77 26.84

EN3 Observed 7 4 0.2878 0.0725 0.1466 0.0276
Deviation (%) -46.67 -37.14 -14.93 27.31 -2.36 36.70

Observed 27 14 1.0255 0.0818 0.3868 0.0245
FN4 Deviation (%) 105.71 140.00 203.17 43.69 157.52 21.26
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Figura 34. Curvas de rarefagdo de “espécies” considerando o indice de riqueza estimada Chaol - abundéancia. Nas imagens
superiores, as replicas dos pontos de amostragem (37 réplicas) representam as repeticbes de amostragem na costa e nos
arquipelagos. As barras amarelas indicam os desvios das réplicas em cada ponto, enquanto que 0s tragos pretos representam a
média da riqueza total acumulada ao longo das amostragens. Os limites tracejados nas barras indicam a extrapolacdo para espécies
estimadas. A érea azul indica o ambiente de rarefacdo, contemplando os limites os maximos e minimos da riqueza no ambiente
costeiro estudado. Nas figuras abaixo estdo demostradas as curvas de acumulacdo de espécies a cada localidade, estdo
identificadas por distintas cores. O nimero de sequéncias acumulado em cada réplica esta representado no eixo x. Fonte: o préprio

autor.
Library 165 rRNA - 3.00um Library 165 rRNA - 0.22pm
‘ |
2* g_ 1
o | o
= _
z T z "
k] 5
E 24 = o
& E o
o 4 (=]
3] 00
o o
=
—  pwovmgmoopwnglioNTe-NnrgovonegRdEoNRT TR Sh OO PO D - NOrN TN IO PR TDNO— DT NS DN O
PAl FN4 AS2 IC1 AS4 PA1 FN4 FN2 AS1  AS4 AC IC1
Samples AS2 Samples
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Tabela 23. Grupos taxondmicos encontrados pela identificacdo das sequéncias da biblioteca 16S rRNA para cianobactérias na porgao superficial do Atlantico. Os grupos de trabalho
estdo demostrados na varidvel Taxa, 0s quais reinem as menores classificagdes taxondmicas encontradas, sendo género a menor delas. Cada grupo taxonémico possui 0 respectivo
preenchimento dentre os 4 diferentes cenérios analisados. Fonte: o proprio autor.

Nano (3.00um)

Pico (0.22um)

Phylum Class Order Family Taxa (OTUs + Genus) Coast Archipelagos Coast Archipelagos

Unassigned Unassigned Unassigned Unassigned Unassigned
Cyanobacteria Other Other Other New Cyano 1
Cyanobacteria Other Other Other New Cyano 2
Cyanobacteria 4C0d-2 MLE1-12 Other New MLE112
Cyanobacteria 4C0d-2 SM1D11 Other NewS M1D11
Cyanobacteria Chloroplast Other Other New Chloroplast
Cyanobacteria Chloroplast Cercozoa Other New Cercozoa
Cyanobacteria Chloroplast Chlorophyta Other New Chlorophyta
Cyanobacteria Chloroplast Cryptophyta Other New Cryptophyta
Cyanobacteria Chloroplast Haptophyceae Other New Haptophyceae
Cyanobacteria Chloroplast Rhodophyta Other New Rhodophyta
Cyanobacteria Chloroplast Stramenopiles Other New Stramenopiles
Cyanobacteria Chloroplast Streptophyta Other New Streptophyta
Cyanobacteria Gloeobacterophycideae Gloeobacterales Gloeobacteraceae Gloeobacter
Cyanobacteria Nostocophycideae Nostocales Other New Nostocales
Cyanobacteria Nostocophycideae Nostocales Nostocaceae New Nostocaceae
Cyanobacteria Nostocophycideae Nostocales Nostocaceae Cylindrospermopsis
Cyanobacteria Nostocophycideae Stigonematales Rivulariaceae Rivularia

Cyanobacteria Oscillatoriophycideae Other Other New Oscillatoriophycideae
Cyanobacteria Oscillatoriophycideae Chroococcales Other New Chroococcales 1
Cyanobacteria Oscillatoriophycideae Chroococcales Other New Chroococcales 2

Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria

Cyanobacteria

Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae

Oscillatoriophycideae

Chroococcales
Chroococcales
Chroococcales
Chroococcales
Chroococcales

Chroococcales

Cyanobacteriaceae
Cyanobacteriaceae

Cyanobacteriaceae

New Cyanobacteriaceae 1

New Cyanobacteriaceae 2

Cyanobacterium

Gomphosphaeriaceae

New Gomphosphaeriaceae

Microcystaceae

Microcystis

Prochloraceae

New Prochloraceae
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Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria
Cyanobacteria

Cyanobacteria

Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae
Oscillatoriophycideae

Chroococcales

Spirulinaceae

Spirulina

Chroococcales Xenococcaceae New Xenococcaceae 1
Chroococcales Xenococcaceae New Xenococcaceae 2
Chroococcales Xenococcaceae Chroococcidiopsis
Chroococcales Xenococcaceae Xenococcus
Oscillatoriales Oscillatoriaceae Lyngbya

Oscillatoriales
Oscillatoriales
Oscillatoriales
Oscillatoriales
Oscillatoriales
Oscillatoriales

Phormidiaceae
Phormidiaceae

New Phormidiaceae 1

New Phormidiaceae 2

Synechococcophycideae
Synechococcophycideae
Synechococcophycideae
Synechococcophycideae
Synechococcophycideae
Synechococcophycideae
Synechococcophycideae
Synechococcophycideae
Synechococcophycideae

Synechococcophycideae

Other

Pseudanabaenales
Pseudanabaenales
Pseudanabaenales
Pseudanabaenales

Pseudanabaenales

Synechococcales

Phormidiaceae Microcoleus
Phormidiaceae Oscillatoria
Phormidiaceae Phormidium
Phormidiaceae Symploca
Other New Synechococcophycideae
Other New Pseudanabaenales
Pseudanabaenaceae New Pseudanabaenaceae 1
Pseudanabaenaceae New Pseudanabaenaceae 2
Pseudanabaenaceae Halomicronema
Pseudanabaenaceae Leptolyngbya
Acaryochloridaceae Acaryochloris

Synechococcales
Synechococcales

Synechococcales

Synechococcaceae
Synechococcaceae

Synechococcaceae

New Synechococcaceae

Prochlorococcus

Synechococcus

Firmicutes Clostridia Clostridiales Veillonellaceae Phascolarctobacterium
Planctomycetes oM190 CL500-15 Other New CL50015
Planctomycetes Planctomycetia Pirellulales Pirellulaceae New Pirellulaceae
Proteobacteria Alphaproteobacteria Other Other New Alphaproteobacteria
Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales OM60 New OM60

SAR406 AB16 Arctic96B-7 A714017 SGSH944
ZB3 BS119 Other Other New BS119
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Figura 37. As correlagdes entre taxons e amostras da fraco nanofitoplanctdnica (3.00um) estdo dispostas em um heatmap,
com a barra de valores de correlacdo na parte superior. A distribuicdo de Jaccard foi utilizada para construir os
dendogramas utilizados no heatmap, tanto o cluster das abundancias das sequencias agrupadas pelas localidades (réplicas),
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suas respectivas significancias entre os taxons mais abundantes. Os simbolos *, ** e *** indicam significancias de 0,05,

0,01 e 0,001, respectivamente. Fonte: o préprio autor.
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0,01 e 0,001, respectivamente. Fonte: o préprio autor.

5.5. Diversidade modulada pelas forcantes

Uma PCA foi proposta analisando apenas as variagdes dos dados abidticos da agua,
representando graficamente a distribui¢do dos pontos por estas variaveis (Figura 17), porém tais
variaveis ndo possuem o mesmo peso quando contrapostos aos dados bidticos - abundancia de
sequéncias alinhadas. Uma RDA foi proposta a cada fracdo do fitoplancton para determinar as
principais varidveis que as modulam, assim como um teste de Mantel para confrontar a
correlagdo das diferentes matrizes bidticas e abidticas. Neste caso as varidveis numéricas e
também as categoéricas (Substrate e Dynamics) também foram consideradas.

Para a fracdo 3,00um uma RDA preliminar considerando todas as varidveis demostrou
apenas significancia (pANOVA<0,05) entre as varidveis temperatura, salinidade, DO e os
diferentes tipos de substrato. Sendo a temperatura a varaiavel mais significativa. A RDA final
composta apenas das varidveis significativas também apresentou significancia (p<0,01), e

obteve um R? = 0,60 indicando que o modelo explicou de maneira parcial toda a variabilidade
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dos dados (Figura 39). Esse R* mediano pode ser explicado pela baixa correlagio entre as
matrizes, uma vez que o teste de Mantel apresentou uma baixa correlagéo positiva (corMantel=
0,216; pMantel= 0,006). Synechococcus apresentou maior relagdo com as variaveis temperatura
e salinidade, assim como planicies arenosas; enquanto Prochlorococcus demostrou maior
relacdo com DO e substratos de fundo rochosos (Figura 39).

A RDA preliminar para a fracdo do picofito também demostrou significancia para os
parametros de temperatura, salinidade, DO e substrato (Figura 40), a temperatura foi a variavel
de maior significancia. A RDA final apresentou variagdes muito similares a fragdo 3,00um,
sendo 0s géneros Syneco e Procloro os mais variaveis e melhor distribuidos em relagdo aos
outros taxons (Figura 40). A RDA da fracdo 0,22um também foi significativa (p<0,01) e com
um R? = 0,64. Até mesmo o teste de Mantel foi similar entre as duas fragdes, com uma baixa
correlacdo positiva (corMantel= 0,201; pMantel= 0,021), sendo que neste caso as matrizes
abidticas e bidticas foram ainda menos correspondentes as variaveis mais significativas.

As analises ecoldgicas ja haviam sido bem detalhadas nos tépicos acima quanto as
diferencas de localidade, ilhas e costa. Porém neste topico as relagdes ecoldgicas serdo
demonstradas quanto as variaveis categéricas ambientais: Substrate e Dynamics.

Na fracdo nanofitoplanctonica a maior riqueza observada, com 47 taxons, se deu nas
amostras de fundo rochoso. Das 37 réplicas que caracterizam 13 pontos de amostragem, 20
delas foram caracterizadas como fundo rochoso (Tabela 5). As pocas de maré representaram
apenas 9 réplicas dentro de 37, mas possuem 42 espécies observadas e a maior alfa-diversidade,
com 0,3500 (Shannon) e 0,1747 (Simpson). As planicies arenosas correspondem a apenas 8
réplicas, com apenas 26 espécies observadas e uma baixa diversidade de 0,1827 (Shannon) e
0,0687 (Simpson). A variavel hidrodindmica (Dynamics) foi classificada em exposta e abrigada.
As areas expostas apresentaram 45 taxons observados e 17 réplicas dentro das 37 totais. A
diversidade foi maior nas areas expostas (0,3897 - Shannon, 0,1693 - Simpson) do que nas
areas abrigadas (0,2307 - Shannon, 0,1020 - Simpson). Uma matriz relacionando os substratos
com a dindmica, demostrou que ambientes de fundo rochoso e expostos sdo 0s mais diversos
(0,5346 - Shannon e 0,1999 - Simpson), enquanto as planicies arenosas de areas expostas sao
as menos diversas (0,1553 - Shannon e 0,0580 - Simpson).

A beta-diversidade foi calculada pela distancia de Jaccard, seguindo uma distribuicdo em
funcdo do substrato e da hidrodindmica. No caso da fracdo 3,00um, ndo houve um agrupamento
isolado entre as amostras, em nenhum dos casos (Figura 41). Uma ANOVA entre os diferentes
tipos de substrato foi proposta, porém ndo houve diferenca estatistica entre os pontos
(PANOVA=0,22). Também ndo houve diferenca significativa entre as populagdes expostas e
abrigadas (PANOVA=0,71) (3,00pum - Figura 41).

Considerando apenas a fracdo picofitoplacntonica, as localidades com fundos rochosos

foram as de maior riqueza observada com 32 tdxons identificados. As pogas de maré possuem
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28 espécies observadas e as menores alfa-diversidades, com 0,0739 (Shannon) e 0,0225
(Simpson). As planicies arenosas correspondem a menor riqueza com apenas 22 taxons
identificados, em contrapartida possuem a maior a-diversidade com 0,1721 (Shannon) e 0,0715
(Simpson). De acordo com a hidrodindmica, as areas expostas apresentaram 38 taxons
observados e uma diversidade levemente maior (0,1292 - Shannon, 0,0485 - Simpson). As
areas abrigadas possuem 26 taxons observados e uma menor diversidade (0,0885- Shannon e
0,0336 - Simpson). Uma matriz relacionando os diferentes substratos com éareas exposta e
abrigadas, revelou que a maior a-div ocorreu em planicies arenosas expostas (0,2601- Shannon
e 0,1107 - Simpson), enquanto a menor foi observada em planicies arenosas abrigadas (0.0255 -
Shannon e 0.0062 - Simpson).

Avaliando a beta-diversidade da fracdo 0,22um utilizando a distancia de Jaccard, ndo
houve agrupamentos isolados entre as amostras, nem em relagdo ao fun¢do do substrato ou a
hidrodindmica (Figura 41). Uma ANOVA entre os diferentes tipos de substrato foi proposta,
porém ndo houve diferenca estatistica entre os pontos (PANOVA= 0,40), tampouco entre as

populacdes expostas e abrigadas (PANOVA= 0,07) (0,22um - Figura 41).
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Figura 39. A variacdo dos pontos seguiu uma analise de redundancia (RDA) com as sequéncias
alinhadas da fracdo 3,00um do fitoplancton em cada replica. Apenas variaveis significativas
foram utilizadas na andlise de variagdo: pH; salinidade, diferentes substratos e oxigénio
dissolvido. As populacdes destacadas foram Synechococcus e Prochlorococcus. Fonte: o proprio
autor.
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6. Discusséo

Atualmente, ja sdo conhecidos os giros oceénicos da porcdo Equatorial do Atlantico, que
resultam num sistema de circulagdo oceanica e atmosférica muito localizado, energético e
complexo (FRATANTONI & GLICKSON, 2002; MARIN, 2009; LUIZ et al., 2015). Tais giros
se formam em poucas latitudes ao norte e ao sul do Equador, sdo resultados do encontro dos
grandes giros Norte e Sul do oceano Atlantico e da circulagdo dos ventos Eliseos (MAYER &
WEISBERG, 1993; BUB & BROWN, 1996; BOURLES et al., 1999; FRATANTONI &
GLICKSON, 2002). Uma das correntes de maior abrangéncia na por¢cdo equatorial/central do
Atlantico é a corrente superficial Equatorial Sul - SEC, que flui na direcdo Leste-Oeste do
oceano Atlantico Sul. Esta corrente se divide ao se aproximar da plataforma nordeste do Brasil,
resultando em duas correntes que margeiam a plataforma do Brasil (Figura 10). A Corrente
Superficial Norte do Brasil (NBC) margeia a plataforma costeira do nordeste do Brasil com
maior intensidade entre os estados do RN e MA, sendo a plataforma do CE uma regido classica
com insercdes da NBC (FRATANTONI & RICHARDSON, 2006; MARIN, 2009; MORAES,
2011). As massa da agua deslocadas pelas correntes equatoriais na costa nordeste e nos
arquipélagos oceanicos brasileiros sdo diretamente influenciados pelos efeitos do giro
Equatorial Atlantico. Quanto a SEC quanto a NBC sdo caracterizadas como zonas de pouca
produtividade associada ao fitoplancton, nos arquipélagos (VIANA et al., 2015) e nas costa
(EKAU & KNOPPERS, 1999), respectivamente. Porém, pouco se sabe sobre a influéncia destas
correntes na comunidade ou distribuicdo fitoplancténica (MARTINY et al., 2006).

O principal objetivo deste trabalho é a caracterizacdo da comunidade de cianobactérias e
seu estoque de carbono nas correntes descritas acima, seja na plataforma (costa) e fora da
plataforma (nos arquipélagos oceéanicos). O termo equatorial foi empregado neste trabalho por
que os locais de amostragem ocorrem em baixas latitudes sul muito préximas, ou coincidentes,
a latitude zero (Tabela 5). Os arquipélagos brasileiros de FN e AS foram escolhidos para
caracterizar os efeitos da SEC, uma corrente quente superficial, assim como trés pontos
amostrados na costa do CE para caracterizar os efeitos costeiros da NBC (Figura 9). Em todos
os locais amostrados foram mensurados pardmetros fisico-quimicos para determinar as
condigdes das massas da agua (Figura 12).

Este trabalho busca encontrar semelhancas e diferencas entre as localidades amostradas a
fim de estabelecer um gradiente costa-ilhas por diferentes metodologias. De acordo com 0s
parametros fisico-quimicos mensurados na coluna da &gua durante as coletas, as médias
costeiras foram muito semelhantes as médias dos arquipélagos (Tabela 16). Considerando que
as correstes superficiais que irrigam a zona equatorial do Atlantico Oeste sdo quentes, e a NBC
deriva da SEC, esperasse que elas tivessem caracteristicas em comum. Mesmo as médias
costeiras e insulares sendo muito similares aos pardmetros da &gua, elas apresentaram

agrupamentos particulares entre as réplicas e puderam ser distinguidos padrdes de agrupamento
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entre as localidades. As amostras costeiras foram agrupadas juntas, muito similares entre si,
principalmente PP1 e PAL, que na geograficamente sdo muito proximas entre si (Figuras 9 e
17). As amostras insulares também ficaram proximas entre si, principalmente FN e AT, que
também sdo muito proximos geograficamente. As localidades do AS se distribuiram de maneira
menos linear, concluindo que as diferentes localidades amostradas apresentam condi¢cdes mais
singulares dos parametros da &gua. J& em FN as porcOes das agua de diferentes localidades
foram coincidentes entre si, com agrupamentos proximos (Figura 18). Este agrupamento das
localidades de FN também se seguiu na PCA, em que os pontos ficaram distribuidos proximos
(Figura 19). As réplicas de AC foram muito particulares, distintas as amostras costeiras, porem,
também distintas das amostras insulares. Nas duas localidades de AC foram observadas as
menores temperaturas, com uma media de 25,54c (Tabela 16). O ponto de Arraial do Cabo foi
amostrado com o objetivo de representar uma condicao diferenciada aos pontos do NE, em uma
area tipicamente tropical afetada pelo fendbmeno da ressurgéncia. Durante este fendmeno que
ocorre com a intensificacdo de ventos de NE, as massas de agua profundas (ACAS - Agua
Central do Atlantico Sul) afloram e resultam em temperaturas entre 15-21°C, geralmente
menores que 20°C (COELHO-SOUZA et al., 2017; LESSA et al., 2017). Considerando 0 més
de amostragem em AC1 e AC2 (mar¢o - Tabela 5), uma dgua mais fria seria encontrada seria
encontrada nestas localidades. Porem, por mais que o ponto AC tenha sido o mais frio em
relacdo aos outros pontos costeiros, ndo foi constatado o efeito da ressurgéncia nesta
amostragem.

Ja nas amostras insulares, merece destaque a baixa salinidade encontrada em AS (Tabela
16). O arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo esta localizado logo acima da linha do Equador,
aonde a intensidade de nuvens é conhecidamente elevada, assim como a precipitagdo no
Equador (JIMENEZ et al., 1999; MAIA et al., 2005). Desta forma a elevada precipitacdo pode
ter influenciado na reducdo direta da salinidade na extrema superficie nesta zona (COELHO-
SOUZA et al., 2017; LESSA et al., 2017). Nesta zona, as temperaturas sdo mais elevadas e
maiores salinidades sdo notadas nos meses de agosto e novembro com valores de 36,5 ou mais
de salinidade (PETERSON & STRAMMA, 1991; STRAMMA, 1999; TCHAMABI et al.,
2017). A amostragem no AS ocorreu outubro, periodo no qual a temperatura da superficie do
oceano esta mais fria nestas aguas (~26,5°C), sendo um dos motivos a expega cobertura de
nuvens e a influencia da EUC (PETERSON & STRAMMA, 1991; STRAMMA, 1999;
TCHAMARBI et al., 2017). Sendo esperado um aumento da temperatura de setembro a abril,
com 4pice a estacdo mais calorosa entre margco a maio (SILVA et al., 2009; CINTRA et al.,
2015). A EUC é mais intensa no Atlantico Oeste e enfraquece a medida que flui para o leste,
com meandros entre 0°50'N e 0°50'S (PETERSON & STRAMMA, 1991; STRAMMA, 1999;
TCHAMARBI et al., 2017). Portanto a EUC realiza meandros justamente nas areas que estdo

situadas as montanhas submarinas do AS, com relevante contribuicdo para a circulagéo sazonal.
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Embora uma amostragem in situ ndo tenha sido realizada no AT consideramos neste
trabalho que as mesmas correntes que atuam em FN atuam de maneira muito similar no AT.
Além desses arquipélagos estarem muito proximos entre si, e formarem uma érea de
preservacdo em comum (MOHR et al., 2009), as médias histéricas de POC remote avaliadas
neste trabalho demostram que estdo sobre a mesma area de interferéncia e sdo constantes
(Figura 20). Avaliando as correntes que margeiam FN e AT foi demostrado que as correntes de
superficie e sub-superficie apresentam os mesmos padrées em ambas as ilhas com o mesmo
padrdo sazonal (REVERDIN et al.,1991; SOUZA et al., 2013; TCHAMABI et al., 2017).
Com destaque a contracorrente SEUC que se mostra mais forte de julho a setembro no Atlantico
Oeste justamente nas mesmas coordenadas que estdo AT e FN. Diferente do AS, os
arquipélagos de FN e AT apresentam outro sistema de correntes e contracorrentes.

6.1. Concentragao celular picofitoplacnténica

Cinco populagdes foram isoladas de acordo com a fluorescéncia natural dos pigmentos
fotossintéticos e escalas de complexidade e tamanho celular. O principal interesse deste trabalho
sdo as cianobactérias, portanto estas populacdes foram agrupadas, individualizando de maneira
inequivoca apenas células com caracteristicas morfologicas e estruturais dos géneros
Synechococcus e Prochlorococcus. As outras trés populacGes foram agrupadas apenas para nao
serem ruido ou promoverem interferéncia no isolamento de Synechococcus e Prochlorococcus,
e 0 agrupamento ocorreu por similaridade funcional. Portanto somente ambos géneros de
cianobactérias tiveram suas abundancias celulares convertidas em biomassa de carbono (Figura
14). A somatoria total (All) destas populacdes caracterizam as menores fragdes fitoplanctonicas,
nesse caso, celulas com didmetros menores que 10um para viabilizagdo da contagem por
citometria de fluxo (Figura 10).

Considerando um gradiente longitudinal, a abundancia costeira foi uma ordem de grandeza
maior que a abundancia das ilhas oceanicas, com 4,52 x 10" Cell L e 5,85 x 10° Cell L7,
respectivamente (Figura 20). A produtividade primaria costeira tende a ser superior em areas
costeiras, principalmente quando comparadas com &guas oligotréficas (LALLI & PARSONS,
1997; KIRCHMAN, 2011).

A principal distribuigdo do bacterioplancton marinho se encontra nos oceanos abertos
do planeta, &guas comumente oligotroficas. O bacterioplancton é maior contribuinte da fragao
picoplancténica, com abundancia celular superior a 1 x 108 Cell L* (VELDHUIS et al., 2005).
Ja para o Atlantico Sul, um gradiente latitudinal costa brasileira > oceano na cadeia submarina
Vitéria-Trindade aos 20,5°S, encontrou uma abundancia picoplancténica variando entre 4,68 x
10® a 1,09 x 10° Cell L* (MEIRELLES et al., 2015). Nesta fracdo, as cianobactérias
representam as bactérias clorofiladas, com os géneros Prochlorococcus e Synechococcus,
representando a maior parte desta abundancia. Em ambientes costeiros, estas concentracoes

podem ser ainda mais elevadas, devido ao constante aporte de nutrientes (KIRCHMAN, 2011).
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Em oceanos abertos a abundancia celular de Prochlorococcus pode exceder em pelo
menos uma ordem de grandeza a abundancia de Synechococcus, podendo alcangar 3 x 10° Cell
L? nas latitudes de 40°N a 40°S (VELDHUIS et al., 2005; JOHNSON et al., 2006).
Considerando apenas as areas oligotroficas do giro do Atlantico Norte, foram encontradas uma
abundancia de ~3,75 x 10° Cell L-1 para Prochlorococcus e ~4,75 x 10° Cell L-1 de
Synechococcus (VELDHUIS et al., 2005). No Atlantico equatorial, a comunidade tende a
permanecer dominada por Prochlorococcus, embora Synechococcus e 0s picoeucariotos tornam-
se relativamente abundantes (KIRCHMAN, 2011; FIGUEIRAS et al., 2014). Os arquipélagos
oceanicos avaliados neste estudo ndo seguiram um padrdo entre si quanto a dominancia dos
géneros, em AS a abundancia media de Prochlorococcus (4,77 x 10° Cell L™) foi de 1,5-2x
superior em relagdo a Synechococcus (2,67 x 10° Cell L), mas dentro da mesma ordem de
grandeza (Figura 22). Ja em FN as duas populacdes foram mais semelhantes, com médias de
abundancias similares entre Procloro e Syneco, com 1,56 x 10° Cell L™ e 2,13 x 10° Cell L,
respectivamente (Figura 23).

No caso das amostras costeiras, a abundancia de Synechococcus foi superior a
Prochlorococcus em todos os pontos da costa cearense, com 7,93 x 10° Cell Lt e 2,76 x 10°
Cell L™ (Figura 21). Estas duas abundancias somadas representam, em grande parte, a
abundancia de cianobactérias da costa do NE brasileiro com influencia de correntes equatoriais.
Um estudo realizado na gquebra da plataforma brasileira entre as latitudes 8-23°S revelou uma
abundancia celular mais acentuada, com 8,9 x 10° Cell L? porem esta abundancia esta
associada as cianobactérias mais as bactérias heterotroficas/mixotréficas (JUNIOR, et al., 2015).
Synechococcus é uma das cianobactérias mais abundantes nos ecossistemas marinhos, exibindo
uma ampla diversidade de pigmentos colonizando desde aguas oligotréficas azuis até aguas
costeiras verde turva. A influéncia de pigmentacdo no particionamento de nicho das diferentes
espécies e linhagens de Synechococcus spp. permanece pouco compreendida, mas Percebe-se
um melhor aproveitamento destes pigmentos acessérios em &guas costeiras ou de baixa
salinidade (HUMILY et al., 2014). Alguns ecétipos de Synechococcus sdo mais abundantes nas
aguas costeiras que nas adguas abertas, como na costa da Califérnia, do oceano Pacifico Sul e na
porcédo oeste do Atlantico (HOFFMANN, 1999; HUMILY et al., 2014).

A abundancia de Synechococcus foi superior na costa em relagdo a Prochlorococcus, e nas
amostras insulares (FN + AS) ambos 0s géneros apresentaram médias muito proximas, com
Synechococcus ligeiramente superior. Portanto ndo houve um gradiente longitudinal quanto a
abundancia celular, pois Synechococcus foi dominante nas amostras costeiras e nas ilhas
oceénicas em mar aberto.

6.2. Carbono organico particulado e biomassa de cianobactérias
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A determinacdo do estoque de carbono em cada fragdo fitoplanctonica pode ser
estabelecida pela razdo da biomassa em cada fracdo, pela quantidade de carbono organico
particulado na coluna da agua - POC.

Para determinar o POC nas aguas superficiais foram utilizados dois métodos distintos, a
oxidagcdo com amostras in situ e as médias temporais por sensoriamento remoto. O método da
oxidacdo por dicromato de potassio é considerado extremamente robusto para avaliar o carbono
organico particulado, com um limite de deteccio de 0-500ug C L™ (1,0pug C L™= 1,0mg C m'®),
com precisdo de #10ug C L™ (MENZEL & VACCARO, 1964; GRASHOFF et al., 1999).
Portanto, os limites encontrados neste estudo estdo de acordo com os valores encontrados neste
estudo (Figura 18). Wangersky (1976) determinou que a amostragem mais proxima a superficie
da agua para a determinacdo de POC in situ deveriam ser tomadas a 5m, evitando a
contaminacgao por materiais provenientes de perturbacdes antropicas diretas (derramamento de
6leo combustivel, por exemplo), assim como adotado no presente estudo.

O POC avaliado no momento da coleta apresentou valores médios muito semelhantes entre
a costa e os arquipélagos, ndo apresentando um gradiente longitudinal costa = ilhas definido
(Tabela 17). Esta auséncia de gradiente foi confirmada por uma ANOVA, ndo havendo
diferenca estatistica entre as réplicas costeiras e as réplicas insulares, assim como a andlise de
cluster ndo agrupou as réplicas seguindo um gradiente longitudinal (Figura 19). A amostra
costeira PP1 apresentou o maior valor, com 34mg C m™, Esta area se localiza numa regi&o
portuaria, aonde o fluxo de navios € alto e o fundo esta sendo constantemente ressuspendido,
aportando matéria organica do fundo a coluna da &gua. O arquipélago AS apresentou 0 menor
valor de POC com apenas 31mg C m?, esta area se encontra muito distante da costa, sem
contato algum com a plataforma continental. As correntes atuantes nesta area carreiam POC
provenientes da costa da Africa pela SEC, sendo sua contribuicio moduladas pela sazonalidade,
apresentando maximas anuais de 85mg C m™ em 2015 (Figura 19 e Tabela 18).

Um estudo pioneiro na década de 1970 determinou o POC desde a camada superficial até o
assoalho oceanico em distintos transectos nos oceanos Atlantico Sul e Pacifico Sul,
determinando que a porcao superficial em ambos oceanos possuem elevados valores de POC e
sdo semelhantes. A regido de maior concentracdo se estendeu do Equador a 10°S com valores
entre 60-40mg C m™ em superficie durante o verdo do Hemisfério Sul, com media de 54mg C
m™ ao Atlantico Sul (WANGERSKY, 1976; KRISHNASWAMI & LAL, 1977). Estes valores
estdo ligeiramente abaixo dos valores encontrados para as amostras costeiras e aos arquipélagos
de AS e FN. Esta ligeira distingdo pode ser devido aos diferentes periodos sazonais das
amostragens, ou até mesmo & diferencas intrinsecas de metodologia. Embora os trabalhos
envolvendo a andlise de POC observado in situ apresentem um viés pelo emprego de diferentes
métodos e distintas coletas e analises, é possivel estabelecer comparacfes desde que estejam na
mesma regido (WANGERSKY, 1976).
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A fim de estabelecer médias temporais, a quantidade de carbono organico particulado na
coluna d’agua também foi estimada pelo sensor orbital MODIS-Aqua - POC remote.
Considerando as series mensal, anual e de 5 anos, o POC remote através do desempenho dos
algoritmos para a coloragdo da superficie da dgua. A interpretacdo de dados de satélite através
da coloragdo dos oceanos progrediu nos ultimos anos, além das estimativas classicas de
concentracdo de clorofila. A concentragdo de carbono organico em particulas um dos produtos
mais recentes da cor do oceano (SWIRGON & STRAMSKA, 2015).

O algoritmo da NASA utilizado neste trabalho para analisar as médias e as imagens por
sensoriamento remoto para o sensor MODIS vem sendo comprovado de maneira muito eficiente
para diversas amostras do oceano Atlantico (STRAMSKI et al., 2008; STRAMSKA, 2014,
KOSTADINOV et al. 2016; EVERS-KING et al., 2017). Analises costeiras ndo foram
incentivadas devido as incertezas espectrais que ainda existem perto da zona de saida do rio e
perto da costa, pois, para estas amostras costeiras 0 POC tende a ser muito elevado,
principalmente em regides estuarinas, superando as médias dos algoritimos (MISHONOV et al.,
2003; SWIRGON & STRAMSKA, 2015). Devido a este fato nio foram tracadas as médias das
amostras costeiras. Embora este trabalho pretendesse demonstrar a concentracdo de POC remote
apenas em aguas superficiais, as analises utilizando a coloracdo dos oceanos sobrepfem sempre
uma parcela significativa do estoque permanente localizado abaixo de uma profundidade de
atenuacdo, posando como um erro constante da metodologia (MISHONOV et al., 2003).

As andlises de POC remote indicaram que a media mensal avaliada durante a coleta dos
arquipélagos, no més de outubro, apresentou valores muito semelhantes tanto em AS como em
FN, sem diferenca estatistica entre as réplicas dos dois arquipélagos. Considerando a media dos
arquipélagos, houve uma correla¢do negativa entre o POC observado e 0 POC remote do més de
outubro. Considerando a media anual dos arquipélagos essa diferenca foi ainda maior, sendo
qgue o POC correspondeu apenas metade do volume de carbono particulado que normalmente
estaria na agua ao longo do ano. Considerando o padrdo anual de cada ilha, FN continua com
valores préximos ao POC observado e a media mensal, demostrando a auséncia do efeito da
sazonalidade sobre o POC. Enquanto que a media anual de AS foi superior a media mensal, e
muito superior ao POC observado. A media anual do AS é 2X maior que em FN, assim como
pela serie historica de 5 anos (Tabela 18). Considerando as séries historicas, a regido do AS
sofre um aporte muito superior de aguas vindo da costa africana em superficie, diferente de FN
e AT que estdo fora desta area de aporte (Figura 19B e 19C).

Através de diversos transectos longitudinais e latitudinais em A&guas superficiais do
Atlantico Sul, tanto da por¢do oeste como leste, analises por sensoriamento remoto
determinaram variacfes sazonais de 20-30% na concentracdo calculada de POC, e com valores
de POC entre 30-50mg C m™ na zona equatorial do Atlantico durante o verdo (MISHONOV et

al., 2003). Embora uma avaliacdo sincronica entre a coleta e andlise do POC por técnicas
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quimicas e pelos sensores orbitais, foi possivel avaliar a distribuicdo em toda a bacia com uma
precisdo aceitavel, menor que 10% de variacdo (MISHONOQV et al., 2003). Os valores dos
transectos acimas sdo muito similares aos encontrados em AS e FN, sendo que as amostragens
de ambos os trabalhos nessas éareas foi similar outubro/novembro.

Nas camadas de superficie os valores POC estdo distribuidos em fungdo da produtividade
e, assim, exibem uma variacdo sazonal, bem como uma variabilidade determinada pela
hidrografia local (WANGERSKY, 1976). Cerca de 0,6-1,5% do POC encontrado na zona
equatorial do Atlantico foi proveniente do estoque de clorofila no oceano aberto do Atlantico
Sul em superficie durante o verdo. Esta diferenca pode indicar as areas as quais a producao
primaria é nova (elevada POC pela clorofila) ou areas em a producdo seja mais velha, com
baixa clorofila e determinar onde o POC esta sendo acumulado (MISHONOV et al., 2003). A
concentracdo do POC varia mais significativamente em funcdo da composi¢do da comunidade
planctonica, de que com a profundidade. Desvios negativos de 11% no POC foram associados
em areas de dominancia de diatomaceas em relacdo a areas com a comunidade de reciclagem
(picofitoplancton) (CETINIC et al., 2012). Recentemente, algoritmos bio-Opticos estdo
estimando a relacdo carbono-clorofila e os estoques permanentes de carbono de fitoplancton
divididos em vérias classes de tamanho, pela cor do oceano. A abordagem combina as relacdes
alométricas empiricas da estrutura e tamanho fitoplanctdnico, com um algoritmo baseado na
absorcdo estimada em espectros desenvolvidos anteriormente para o tamanho fitoplancténico
(ROY et al. 2017). No presente estudo, o estoque de carbono encontrado nas populactes
picofitoplancténicas ndo foi estimado por algoritmos bio-épticos, mas sim por algoritmos de
biovolume que utilizam da concentracdo celular para estimar a biomassa.

As biomassas de Prochlorococcus e Synechococcus foram estimadas tanto para as amostras
costeiras como para as insulares. Somadas as popula¢6es de Prochlorococcus e Synechococcus
se estima a biomassa costeira e insular das cianobactérias na zona equatorial do oceano
Atlantico Oeste. As cianobactérias estocam 1,04mg C m™ na costa e apenas 0,15mg C m™ nas
ilhas oceanicas equatoriais brasileiras, apresentando um claro gradiente longitudinal costa >
arquipélagos oceanicos: PP>PA=IC>AC>FN>AS (Figura 25 e Tabela 19). Avaliando a
biomassa costeira junto com a dos arquipélagos, as populagdes de Syneco e Procloro apresenta
diferenca significativa entre suas médias. Porem, a variacdo ponto a ponto semelhante entre
ambas populagBes, tanto nas amostras costeiras quanto nas insulares. Essa variacdo foi
confirmada por uma significativa e elevada correlagdo (corPearson=0,9316), confirmando a
proposic¢do do gradiente.

Regides de plataforma tropical com o aporte de rios estdo entre os ambientes produtivos do
oceano, ja aqueles com prateleiras costeiras estreitas afetadas por correntes de fronteira estdo
entre os menos produtivos, o caso da costa cearense (EKAU & KNOPPERS, 1999). A

plataforma tropical e subtropical do oeste do Atlantico Sul, dentro do territério brasileiro, € mais
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produtiva na plataforma amaz6nica no norte e ao sul do Brasil. Pouco se sabe sobre a
produtividade do restante das prateleiras brasileiras, governadas por correntes de influencias
equatorial (EKAU & KNOPPERS, 1999).

Na plataforma NE foi estimada por avaliagdes sindpticas uma baixa produgdo primaria,
devido as &guas pobres da SEC e portanto uma biomassa de planctonica baixa em relagdo as
outras areas da costa brasileira (EKAU & KNOPPERS, 1999). Sabe-se mais sobre 0s estogques
de zooplancton da area de que a composicao fitoplanctonica (EKAU & KNOPPERS, 1999;
SOUZA et al., 2016). No Nordeste, areas com enriquecimento de nutrientes por processos de
ressurgéncia ocorrem apenas na borda da prateleira, longe da linha de costa. Uma termoclina
estavel entre 100 e 150m em mar aberto a nordeste do Brasil, resultando na formacdo de uma
massa de agua estratifica chamada de Agua de Superficie Equatorial (ESW), esta é carreada
pela costa do NE através da acdo da SEC (EKAU & KNOPPERS, 1999). Todo este cenario
reflete em espécies fitoplanctonicas dominantes e biomassas mais altas restritas as éaguas
préximas da costa e com pouca mudanca no dominio oceanico. A composicdo de espécies e
concentracdes de biomassa sdo tipicas de aguas oceénicas oligotréficas (EKAU & KNOPPERS,
1999), assim como encontrado para a costa cearense em comparagao com as areas subtropicais.

O estoque relativo também foi estimado considerando a biomassa de cianobactérias na
costa e nos arquipéelagos. A porcentagem de carbono organico em suspensdo (POC) na coluna da
agua que esta estocado em células viaveis correspondem ao estoque relativo (Tabela 19). O
estogue relativo na costa esta concentrado mais em Synechococcus de que em Prochlorococcus,
com 2,69% e 0,48% do POC em aguas superficiais, respectivamente. Nas amostras insulares o
estogue relativo é muito inferior em relagdo a costa, e Synechococcus (0,38%) também estoca
mais carbono que Prochlorococcus (0,10%). Embora exista um gradiente de biomassa de
cianobactérias, o género Synechococcus garante o maior estoque de carbono ao longo do
gradiente.

A biomassa maxima de cianobactérias avaliada através de transectos latitudinais na porcéo
mesoceanicas do Atlantico, estimou que em latitudes médias (borda da zona tropical) sdo
encontradas concentragbes de ~1,39mg C m* na porcdo superficial. Com dominancia de
Prochlorococcus nos giros norte e sul do Atlantico e na zona equatorial, dando lugar a
Synechococcus em aguas mais frias nas extremidades dos transectos (ZUBKOV et al., 1998;
2000).

Heywood e colaboradores (2006) realizaram um grande inventario sobre a biomassa
estocada nas cianobactérias em distintos transectos latitudinais na por¢do mesoceénicas do
Atlantico, dos giros oligotroficos do norte e do sul e na regido equatorial. Houve uma
semelhanca muito grande entre as metodologias abordadas entre Heywood et al. (2006) e este
trabalho, pois ambos utilizagdo a citometria e os algoritimos de bio-volume para estimar a

biomassa. Porem os dados foram expostos por area (m?) ao invés de volume (m™). A biomassa
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de Prochlorococcus na camada superficial foi de 173mg C m™ no giro oligotréfico do norte,
190mg C m™ no giro oligotroéfico sul e 141mg C m™ na regido equatorial. Para Synechococcus
a biomassa foi menor em cada uma das trés provincias com 18, 17 e 32mg C m?
respectivamente. A zona equatorial, apresentou a menor biomassa de Procloro em relacdo aos
giros oligotréficos, em contra partida Syneco apresentou maior abundancia no equador de que
nos giros. Os dados ndo mostraram uma variabilidade interanual estatisticamente significativa
na biomassa deste géneros (HEYWOOD et al., 2006). No oceano Pacifico Norte central, a
biomassa integrada em érea de Prochlorococcus foi muito superior (973mg C m?) que a de
Synechococcus (58mg C m?), indicando uma dominancia no estoque de Procloro nestas areas
oligotroficas (CAMPBELL et al., 1994), diferente do que foi encontrado nos estoques costeiros e
insulares da zona equatorial do Atlantico Oeste (Tabela 19).

Estimativas zonais, como a proposta neste estudo, fomentam os bancos de dados mais
abrangentes, que conseguem somatizar a biomassa estocadas nas fragdes planctonicas ao longo
eixo horizontal e vertical dos oceanos. Uma estimativa da variacdo de carbono foi realizada
considerando um transecto meridional no oceano Atlantico, revelando valores de POC variando
de 9-229 g L?; 4-58 pg L™ para o carbono estocado no fitoplancton; e 0,026-1,13 pg L™ para
clorofila-a (GRAFF et al., 2015). Uma média de 44% do volume de POC encontrado no
Atlantico esta estocada no fitoplancton (GRAFF et al., 2015). Estimativas baseadas em satélites
calculadas usando um conjunto diferente de valores de profundidade da camada mista, com
estimativas derivadas de Stramski et al. (2008), sugerem um estogque global de carbono em
torno de 0,24Pg C para o fitoplancton, podendo variar de 85-40% do POC total no Atlantico
(KOSTADINOV et al. 2016). Outro estudo recente encontrou um valor muito préximo ao
supracitado, 0,26Pg C estocados no fitoplancton mundial (ROY et al. 2017). Fracionando o fito
por classe de tamanho cerca de 54% do estoque global de carbono de fitoplancton esta dentro da
fracdo picoplanctonica (~0,14Pg C); cerca de 31% para o nanoplancton (~0,08Pg C); e 15%
(~0,14Pg C) para o microplancton (ROY et al. 2017).

A profundidade da remineralizacdo dos fluxos de carbono organico particulado (POC)
exportados da superficie dos oceanos exercem um grande controle sobre os niveis atmosféricos
de CO.. De acordo com um paradigma de longa data, a maioria do POC exportado para o
assoalho ocednico estd associado a particulas grandes. No entanto, linhas recentes de evidéncias
sugerem que POC de menor tamanho (dimensdes semelhantes a dos picofito) sdo de dissipagao
lenta e possuem um papel mais importante de que se previa (BAKER et al., 2017). Analisando
altas e médias latitudes norte e sul, a concentracdo médias do POC de menor tamanho (5,5mg C
m™ ¢ 13 vezes menor que as concentracdes de POC em superficie e 75 vezes maior do que as
concentragdes de POC maiores de rapido afundamento. Os modelos biogeoquimicos geralmente
ndo reproduzem esse comportamento, o que significa que provavelmente superestimam o

armazenamento de carbono oceéanico a longo prazo. Para corrigir estes erros, caracterizacdes
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locais do POC locais devem ser empregadas, principalmente em &reas como poucas
informagBes como as zona equatoriais dos oceanos (BAKER et al., 2017). Os reservatorios de
carbono de biomassa organicamente ligados e vivos nos oceanos sdo significativamente
menores do que os reservatorios inorganicos. No entanto, o crescimento continuo do plancton
na superficie mantém a concentra¢des muito inferiores de CO; ao que seria sem eles na camada
superficial dos oceanos (HEINZE et al., 2015). Todos estes estudos sdo apenas concentrados no
Atlantico e Pacifico Norte, sendo muito generalistas, nem sequer citando ou isolando a por¢édo
equatorial.

Considerando que os oceanos regulam as concentragdes atmosféricas de CO,, sabe-se
atualmente que cerca de 25% das emissdes antropicas anuais de carbono na atmosfera estdo
sendo absorvidas nas camadas superficiais dos oceanos (HEINZE et al., 2015). Com o aumento
no estoque de carbono oceanico afetara seus ecossistemas e seus servicos ecolégicos. A
acidificacdo dos oceanos esta intimamente relacionada ao ciclo do carbono e a remineralizagéo,
uma vez que o CO; dissolvido na coluna da agua pode ser utilizado para formar biomassa pela
fotossintese ou ser concentrado e aumentar a pressao de dissolucdo deste gas. Uma vez
concentrado, o CO; dissolvido na 4gua aumenta a acidificacdo e reduz a bomba de carbonato de
calcio (CaCOQs). Portanto os efeitos do aquecimento global sdo diretamente sentidos pelos
estoques labeis das distintas popula¢es fitoplancténicas (HEINZE et al., 2015).

6.3. Diversidade de cianobactérias
6.3.1. Abundéancia de sequéncias

Diversos primers sdo citados para amplificar regides do 16S rRNA em cianobactérias
(Tabela 7). Nubel e colaboradores (1997) foram alguns dos pioneiros ao determinarem
iniciadores gue retratassem de maneira eficiente a composi¢do das cianobactérias na estrutura de
comunidades. Alguns conjuntos de primers (forward e reverse) foram determinados para
cianobactérias cocoides unicelulares, muito propicio para trabalhos que o objetivo de
amplificacdo dos géneros Prochlorococcus e Synechococcus, CYA359F-CYA781R(b) (NUBEL
et al., 1997). Estes conjuntos de primers que amplificam a regido conservada V4 do rRNA
continuam a serem utilizados até o presente momento, comprovando sua eficiéncia tanto em
técnicas moleculares de DGGE com adaptadores de grampo CG (BOUTTE et al., 2005;
MUHLING et al., 2008), assim como nos sequenciamentos de nova geragio com adaptadores
especificos a cada método (ROCAP et al., 2002; YU & MORRISON, 2004). Porem, no proprio
trabalho original de Nubel et al. (1997), seus conjuntos de primers foram muito eficientes em
amplificar cianobactérias, mas também amplificou outros grupos taxonémicos, como
exemplares do filo Proteobacteria. Tentando corrigir este erro, foi incorporada uma amplificacdo
em duas etapas, PCR semi-nexted, primeiro amplificando uma &rea maior, depois restringindo a
porcdo de interesse a partir do mesmo iniciador forward (BOUTTE et al., 2005; MUHLING et

al., 2008). Esta técnica de amplificagdo possibilitou uma resolucdo ainda melhor na recuperagéao
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com 91-83% de recuperacao aos grupos alvos, no entanto, também aumentou a porcentagem de
grupos ndo alvos com 16-42% pela técnica de DGGE (MUHLING et al., 2008). Também foi
notada uma melhor recuperagdo na diversidade com uso de PCR semi-nexted em amostra
sequenciadas no Illumina e 454 (pirosequenciamento) (SINCLAIR et al., 2015). As fragdes 3 e
0,22um analisadas no presente estudo também se utilizou da PCR semi-nexted, dentre dos 56
taxons identificados apenas 7 ndo eram do filo das cianobactérias (Tabela 23). Outros trabalhos
veem descrevendo novos conjuntos de primers as cianobactérias, incluindo regides de ITS (23S-
16S) e até mesmo outras regides ndo variadas como a V6 (ROCAP et al., 2002; LAVIN et al.,
2008; THOMPSON et al., 2011).

Um passo fundamental na andlise de sequenciamento de microbiomas é a atribuicdo de
leitura das unidades taxondmicas. Uma comparacdo entre os principais bancos de dados para
16S rRNA, os bancos SILVA, RDP (Ribosomal Database Project) e GG (Greengenes) mapeiam
bem nos banco de dados maiores como o NCBI e OTT (Open Tree of Life Taxonomy)
(BALVOCIUTE & HUSON, 2017). Todos os bancos de dados atribuem fileiras a seus nos:
dominios, filo, classe, ordem, familia, género e espécie. No entanto, RDP e SILVA descem
apenas para o nivel do género, enquanto NCBI, GG e OTT descem para o nivel de espécie e
abaixo. O banco de dados SILVA, possui um maior acervo em relacdo aos demais bancos de
16S (GG e RDP), além de atualizacbes mais frequentes (BALVOCIUTE & HUSON, 2017). Tal
banco foi utilizado para identificar as cianobactérias das fracfes 3 e 0,22um na costa e nos
arquipélagos neste trabalho. E uma das maiores vantagens é o processo manual de incorporacao
de sequencias, curadas manualmente (YILMAZ et al., 2014). A taxonomia do SILVA veem
sendo amplamente utilizada para estudos de 16S (BALVOCIUTE & HUSON, 2017), até mesmo
em projetos de escala mundial aplicados as cianobactérias, como no Tara Ocean Project
(SUNAGAWA et al., 2015; FARRANT et al., 2016).

A filogenia de cianobactérias sempre foi considerada muito complicada, tanto que foi
recentemente utilizada como estudo de caso a um novo software de identificagdo e qualidade de
sequéncias, 0 SATIVA (Semi-Automatic Taxonomy Improvement and Validation Algorithm)
(KOZLOV et al., 2016). Relativo ao estudo de caso das cianobactérias, houve a comparacao do
SATIVA em comparagdo com 0s outros bancos de dados 16S, como o GG, SILVA e RDP. O
RDP parte do agrupamento em 13 familias, enquanto que o Greengenes reconhece seis ordens.
J& o SILVA reconhece 5 subsecc¢des, que seriam congruentes as ordens acima, porém com
grupos polifiléticos (KOZLOV et al., 2016; BALVOCIUTE & HUSON, 2017). O SATIVA
classificou 9 sequéncias erradas (1%) para o SILVA, 0 para RDP e 1 (0,1%) para Greengenes.
Tais porcentagens foram consideras baixas em todas as taxonomias, a maioria dos erros de
rotulagem foi identificada no nivel do género (KOZLOV et al., 2016).

Outra questdo importante a ser considerada para uma taxonomia correta junto aos

bancos de dados é a filtragem das sequencias quiméricas, realizada no passo anterior ao
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alinhamento taxonémico (WRIGHT et al.,, 2012). Quimeras sdo sequéncias ndo naturais
formadas a partir de duas ou mais sequéncias bioldgicas distintas, formadas frequentemente
durante o processo de PCR. Embora as quimeras sejam raras durante sequenciamento shotgun,
elas ocorrem (HAAS et al., 2011). Devido a utilizacdo do banco de dados SILVA acoplado a as
plataformas QIIME e BMP durante as analises taxondmicas das fragdes 3 e 0,22um, foi possivel
retirar as sequencias quiméricas utilizando especificos ao software UCHIME (Robert C. Edgar -
Pesquisador Independente; CAPORASO et al., 2010; KIM et al., 2013; PYLRO et al., 2014).

Ao final do alinhamento, os fragmentos 16S rRNA recuperadas do sequenciador e
posteriormente tratadas e alinhadas pelo banco de dados SILVA, somou um total de 1.158.901
sequencias em ambas fracoes fitoplancténicas (3 e 0,22um). A técnica shotgun foi utilizada para
compor a biblioteca metagendmica 16S rRNA destas fracfes. Deste total, 73,48% foi
proveniente das amostras insulares, com o AS dominando em relacdo a FN e a todas as outras
amostras costeiras. Apenas 26,52% das sequencias total estavam contidas nas amostras
costeiras, com PP sendo superior. Arraial do Cabo apresentou a menor quantidade de sequencias
dentre outras amostras costeiras e insulares. Deste total de sequencias alinhadas, uma grande
representavam novas sequencias, ainda néo registradas no banco de dados. Estas sequencias
foram chamadas de New (Tabela 23). Um trabalho na cadeia de montes marinhos Vitdria-
Trindade (gradiente costa-oceano no Atlantico Sudoeste) encontrou 53,12% das sequéncias
metagendmicas identificadas pela taxondmica de bancos de dados, sendo que quase metade
ainda tem potencial desconhecido de diversidade (MEIRELLES et al., 2015). Um transecto
longitudinal na porcao sudoeste do Atlantico Sul, apos a quebra da plataforma brasileira foram
encontrados mais de 400 mil metagenomas, 36,7% néo tiveram homologos contra as 17 milhdes
de sequéncias comparadas com o Atlantico Norte, Atlantico Sul, Oceano Pacifico Norte,
Pacifico Sul e Indico. Esse percentual pode ser considerado baixo, demostrando a elevada e
desconhecida diversidade encontrada nesta porcdo do Atlantico que margeia a costa brasileira
(JUNIOR, et al., 2015).

A falta de informacdo sobre os nimeros de copias do 16S rRNA em relacdo aos
tamanhos dos genomas podem tornam as estimativas de abundancia relativa imprecisas em
populagdes bacterianas complexas. SupBe-se que as copias dos genes rRNA dentro de um
organismo sao sujeitas a homogeneiza¢do, mesmo assim, as sequéncias 16S da mesma espécie
(OTU) se apresentam com um comportamento diferente, ndo padronizado ou em repeticao.
Resultando em uma quantidade de 16S cerca de 2,5 vezes maior do que 0 nimero de espécies
bacterianas (ACINAS et al., 2008). Desta forma considerar que a abundancia de sequencias seja
exatamente igual a abundancia de células seria um erro, pois 0 numero de sequencias esta
limitado pelas multicopias intrinsecas da propria célula e pela variabilidade intragendmica do
marcador molecular. Mas é fato considerar que ambas abundancias devam seguir razoes e
padrdes similares, respeitando as suas grandezas prdprias (VETROVSKY & BALDRIAN,
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2013). J& as analises de dados de metagenémica shotgun amplificados por PCR ndo sdo
diretamente afetadas pelos nimeros de copias do 16S rRNA (VETROVSKY & BALDRIAN,
2013). No presente trabalho, tanto a abundancia celular como a abundancia de sequencias foram
realizadas. As abundancias apresentam padrdes semelhantes nas amostras costeiras, guardadas
as respectivas proporces, ja nas amostras insulares ndo houveram semelhanca. Nas localidades
do AS foram estimadas as menores concentragdes celulares (Figura 20), enguanto que no
sequenciamento revelaram a maior abundancia de fragmentos (Figura 30).

As andlises estatisticas de reducdo de dimensionalidade das sequéncias, testes
multivariados de PCA e MDS, possibilitaram uma estimativa prévia de diversidade local. Isso é
possivel observando a distribuicdo das réplicas de cada localidade em funcdo da variacdo dos
taxons pela abundancia das sequencias. Nas fracdes 3 e 0,22um, os pontos de AC e FN tiveram
as suas réplicas melhor distribuidas entre si e ainda dissimilares das outras (Figuras 32 e 33).
Enquanto que as réplicas de AS agruparam suas abundancias de sequencias aos mesmos taxons,
se sobrepondo, revelando maiores dominancias e menor diversidade local (Figuras 32 e 33).
Estas observagdes estatisticas foram posteriormente confirmadas pelos indices de a-diversidade,
onde AC e FN apresentam elevada diversidade, e AS uma baixa diversidade (Tabela 22).

Dentre todos os taxons que tiveram sequéncias alinhadas em ambas fracGes 3 e 0,22um, o
género Prochlorococcus apresentou as maiores medias de abundancia de sequencias nas
amostras insulares. Destaque para AS que apresentou médias superiores a todas aos outras
localidades, estatisticamente diferente a todas. J& o género Synechococcus apresentou as
maiores médias costeiras, sendo PP significativamente diferente entre todas as localidades
costeiras.

Sequencias “ndo assinadas" (unassigned) ocorrem com frequéncia quando se realiza o
alinhamento de sequencias 16S aos bancos de dados, inclusive em alguns trabalhos estas
sequencias representam grande parte da abundancias alinhadas (THOMPSON et al., 2011). Uma
nova metodologia de alinhamento e teste de qualidade de sequencias, a plataforma SATIVA,
isolou 1050 sequéncias de cianobactérias para a inferéncia filogenética aos outros bancos de
dados abertos para comparagdo. Destas apenas 900 foram utilizados, pois o restante foram
classificadas como Unassigned a algum dos bancos (KOZLOV et al., 2016). Foram encontradas
em somente algumas amostras da costa e dos arquipélagos grandes abundancias de sequéncias
ndo assinadas, nas fragdes 3 e 0,22um. Desta forma esta sequencias unassigned também foram
utilizadas para diferenciacdo das amostras quanto a taxonomia (Tabela 23).

6.3.2. Diversidade taxondmica

A biodiversidade de cianobactérias nos ecossistemas marinhos tropicais é maior nas zonas
litoréneas, quando comparadas ao oceano aberto, onde formam esteiras intertidais na coluna da
agua, vivem como endolitos em substratos carbonaticos ou formam associagdes simbidticas.

Existem diversos nichos e zonas ao longo do planeta que ainda ndo possuem dados suficientes
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sobre a ecologia das cianobactérias, principalmente em &reas equatoriais e zonas costeiras infra-
litorais menos acessiveis (HOFFMAN, 1999). Dentre as poucas informacdes de diversidade de
cianobactérias em aguas superficiais na zona equatorial do oceano Atlantico, a maioria descreve
médias gerais as por¢des mesoceanicas (ZWIRGLMAIER et al., 2008).

Uma analise global demostrou que a distribuicdo de Prochlorococcus e Synechococcus sao
notavelmente semelhantes em diferentes sistemas oceénicos desde que tenham condicdes
ambientais similares. Quatro distintos biomas oceanicos foram estabelecidos: o Dominio Polar,
o Dominio das Fronteiras Costeiras, 0 Dominio dos Ventos Alisios (zona equatorial e tropical) e
o Dominio dos Ventos Ocidentais (subtropical). Prochlorococcus é mais abundante em aguas
oligotroficas quentes (>15°C), enquanto o Synechococcus domina em &reas costeiras e
(ZWIRGLMAIER et al., 2008). O dominio costeiro e as dguas mesotréficas do oceano aberto
temperadas sdo dominados por Synechococcus. O dominio dos ventos alisios é dominada por
Prochlorococcus, e com presenca de Synechococcus em baixa e moderada abundancia
(ZWIRGLMAIER et al., 2008).

A mesma defasagem encontrada aos ambientes equatoriais, se aplica a plataforma costeira
brasileira e as bacias oceanicas adjacentes, contudo, alguns trabalhos veem descobrindo feicdes
gerais da comunidade do bacterioplancton marinho nestes destes ambientes (THOMPSON et
al., 2011; JUNIOR, et al., 2015).

O perfil de comunidade do bacterioplancton da costa ao longo de um gradiente latitudinal
entre Porto Rico e Argentina computou um surpreendente nimero de 937 a 1946 OTUs (16S
rRNA) correspondentes as espécies. Aproximadamente 80% da abundancia total de sequéncias
corresponderam ao filos Proteobacteria, Bacteriodetes, Actinobacteria e Cyanobacteria. Um
enriquecimento de cianobactérias foi observado em Porto Rico (THOMPSON et al., 2011),
regido influenciada pela corrente NBC, a mesma que margeia a costa cearense. Ao longo de sete
zonas definidas pelo trabalho, seguindo um gradiente latitudinal, a riqueza observada foi
inversamente proporcional a abundancia das sequencias. A zona de interferéncia da pluma do
rio Amazonas (plataforma norte do Brasil) apresentou as menores abundancias, em
contrapartida apresentou as maiores riquezas (THOMPSON et al., 2011).

Estudos recentes demostram que os géneros Prochlorococcus e Synechococcus podem ter
sua biodiversidade melhor representadas por andlise de ecotipos, ao invés da classificagdo
classica de diversidade e riqueza atribuidas ao elemento taxondmico fundamental de espécie
(THOMPSON et al., 2013a; BATMALLE et al., 2014; LINDELL, 2014; FARRANT et al.,
2016).

O projeto Tara Oceans revelou uma complexa e ampla distribuicdo
biogeogréfica/biodiversidade dos distintos ecétipos de Prochlorococcus e Synechococcus.
Foram consideradas leituras de 109 metagenomas da expedicdo numa escala oceénica global

(FARRANT et al., 2016). Para definir um novo significado aos ec6tipos, o termo OUT foi
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substituido por ESTU - Unidade Taxondmica Ecologicamente Significativa (Ecologically
Significant Taxonomic Units), uma proposi¢cdo mais ecossistémica e menos taxondmica. Os
ESTUs sdo organismos pertencentes a um mesmo clado e que ocupam um nicho oceanico
comum. Trés principais assembleias de ESTUs foram identificados para Prochlorococcus e oito
para Synechococcus. Todos estes ec6tipos foram muito vinculados a intensidade luminosa e
temperatura (FARRANT et al., 2016).

Os ecotipos de Prochlorococcus e Synechococcus, representam a nova riqueza de espécies
ao grupo das cianobactérias. O estudo da estrutura comunidade estdo tomando novos formatos
apos as recentes incorporacao da técnicas metagendmica. Cada vez mais pequenas nuancias,
entre a variacdo de linhagens, dentro de um mesmo género estdo sendo melhor relacionadas e
explicadas as condi¢cBes ambientais de seus nichos. Um bom exemplo é o estudo do microbioma
associado a raizes de uma Unica espécie de arvore (COLARES et al., 2013). Estes estudos
utilizam da interpolagdo com bioinformatica para explicar os padroes ecossistémicos de maneira
multivariada, anteriormente os estudos somente podiam comparar localidades através dos
parametros classicos de riqueza, diversidade e equitabilidade. No entanto, esta visdo ecolégica
moderna somente pode avancar gragas aos estudos classicos pretéritos que disponibilizaram os
primeiros registros/padrbes de biodiversidade nos mais diversos ambientes, subsidiados com 0s
classicos indices de riqueza e diversidade (ODUM, 2007). Devido ao escasso registro de
informagbes ecoldgicas das fracOes fitoplanctnicas, o presente estudo utilizou técnicas
moleculares e ferramentas de bioinformatica para descrever o registro pioneiro classico da
estrutura da comunidade de cianobactérias num gradiente longitudinal da costa cearense aos
arquipélagos oceénicos influenciados pelo regime de correntes equatoriais do Atlantico.

A riqueza observada da fracdo nanofitoplancténica aumentou ao longo do gradiente costa
(39 taxons)—>ilhas (45 taxons), enquanto que a diversidade local foi similar. Ja na fracdo
picofitoplacnténica, houve perda de riqueza e diversidade local no gradiente costa (34
taxons)—>ilhas (30 taxons). Para ambas fragdes, as analises de B-diversidade distinguiram PA na
costa e FN4 nas ilhas como as localidades mais diversas de cada ambiente (Figura 36).

O gradiente longitudinal costa = arquipélagos oceanicos da zona equatorial do Atlantico
Oeste € notado apenas para a abundancia celular e biomassa (Figuras 20 e 25). Para a
abundancia de sequéncias e diversidade de cianobactérias um gradiente costa - ilhas ndo pode
ser definido, pois os arquipélagos sdo muitos distintos entre si. As localidades de FN,
apresentaram elevada diversidade e muitos taxons raros, mesmo com abundancia media de
sequéncias. (Figura 30 e Tabela 22). Tchamabi et al. (2017) também salienta uma notavel
produtividade e biodiversidade com muitas espécies endémicas, pronunciando um "efeito de
massa na ilha" em FN.

Os arquipélagos oceanicos do Brasil podem ser considerados "oasis de vida em um deserto

oceénico" na porgdo oeste do Atlantico Equatorial (HAZIN, 1993). Esse aumento do biomassa é
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resultado das maiores turbuléncias ao redor da ilhas e montes submarinos, que conduzem &aguas
subterraneas enriquecidas a superficie, aumentando a produgdo priméaria e consequentemente
aumentando os fluxos de massa e energia em toda a cadeia tréfica (HAZIN, 1993). Regides
emergentes, de pequena escala, com maiores concentra¢des de nutrientes foram encontradas nas
préoximas das ilhas oceédnicas do Brasil (MACEDO et al., 1998). A producdo primaria e a
clorofila integrada com mais de 100 m de profundidade na sequéncia de FN e AT foram mais
significativas nas areas proximas (CORDEIRO et al., 2013).

Integrando o gradiente longitudinal, a fragdo 3,00pum teve uma maior a-diversidade de que
a fracdo 0,22um (Tabela 22). As curvas de rarefacdo também revelaram que a fracdo 3
apresentou uma maior cobertura de que a fracdo 0,22um, faltando amostragens para atingir o
platd da curva nesta ultima fragdo (Figura 35). Vaulot e col. (2008) também consideraram o
limiar de 3um para separar o pico do nanofitoplancton em amostras naturais. Tais autores
também relataram uma maior diversidade nesse limiar, porem, de organismos eucariotos (18S
rRNA). Confirmando a idéia de que as cianobactérias sejam o grupo mais abundante nas aguas
superficiais dos oceanos em qualquer gradiente, mas ndo necessariamente o mais diverso
(VAULOT et al., 2008).

Ao todo, 1.158.901 sequencias foram representadas em 56 tdxons, com 48 pertencem as
cianobactérias. Deste total, 37 tdxons foram comuns entre as fracbes 3 e 0,22. Isolando as
fragoes do fitoplancton pelas localidades “costa ¢ ilhas” sdo compostos 4 cenarios distintos, nos
quais apenas 20 taxons sdo comuns entre eles (Figura 36). Comprovando que ambas localidades
em ambas fracGes sdo muito semelhantes, e possuem muita domindncia de poucas espécies.
Apenas 2 taxons foram coincidentes entre as amostras costeiras de ambas as fragbes e apenas 1
entre as fracbes insulares (Tabela 23). As amostras dos arquipélagos na fracdo
nanofitoplanctonica foram as mais “VIPS” dentre os 4 cenarios, com 9 tdxons exclusivos.

Os taxons de maior abundancia relativa de sequencias, ou seja, td&xons com abundancias
acima de 0,01%, foram selecionados a cada fracdo fitoplanctonica. Na fragdo 3,00um, 12 taxons
foram considerados os mais relevantes em abundéncia. Prochlorococcus englobou quase 70%
do total de 467.497 sequéncias atribuidas a esta fracdo. Seguido de Synechococcus com 29% das
sequéncias, New Haptophyceae (0,38%), New Stramenopiles (0,21%), Rivularia (0,16%),
Halomicronema (0,14%), New Xenococcaceae 1 (0,10%), New Xenococcaceae 2 (0,09%), New
Pseudanabaenaceae 2 (0,07%), Cyanobacterium (0,06%), Microcystis (0,06%), New
Chloroplast (0,05%). Um total de 691.404 sequéncias foram identificadas na fragdo 0,22um,
superior ao total da fragdo 3,00um. Este maior montante de sequencias foi distribuido em
apenas 7 taxons considerado pela abundancia relativa. Isto sugere que os grupos da fragdo
picofitoplacntonica demonstraram maior dominancia de que a fragdo nanofitoplanctonica, além
de uma maior uma abundancia de sequencias. Na fracdo 0,22um, Prochlorococcus apresentou

73% das sequéncias, seguido de Synechococcus com 26%, New Haptophyceae (0,24%), New
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Xenococcaceae 2 (0,07%), New Chroococcales 1 (0,01%), New Phormidiaceae 2 (0,02%),
Xenococcus (0,02).

Embora alguns taxons tenham sido relativamente abundantes, os géneros Prochlorococcus
e Synechococcus foram os dominantes, acumulando cerca de 98% das sequencias totais em
ambas fragdes fitoplanctonicas. A abundancia de sequéncias foi tdo dominante nestes géneros,
gue somente houveram correlacGes entre as localidades e os géneros Prochlorococcus e
Synechococcus pelos heatmaps de ambas fagdes (Figuras 37 e 38). As correlagbes de Sperman
entre os taxons de maiores abundancias relativas, sao significativamente negativos entre os
géneros Prochlorococcus e Synechococcus tanto na fragdo 3, como na 0,22um. Esta oposicao é
demostrada nos heatmaps, com as réplicas costeiras se correlacionam positivamente com
Synechococcus e negativamente com Prochlorococcus, enquanto que as réplicas insulares sao
oposto, sendo positivamente correlacionadas com a dominancia de Prochlorococcus.

Doze diferentes localidades alinhadas num transecto latitudinal no Atlantico Sudoeste,
talude e bacia oce&nica com influencia da corrente do Brasil (de 8 a 23°S), confirmou uma
grande diversidade microbiana. Porem, uma elevada cobertura permitiu recuperar os grupos
dominantes de procariotos nas massas de agua, sugerindo que a comunidade microbiana foi
dominada pelos géneros Prochlorococcus e Synechococcus (JUNIOR, et al., 2015). Apesar dos
tremendos avangos na oceanografia microbiana, pouco se sabe ainda sobre a diversidade
microbiota no oceano Atlantico Sudoeste, uma vez que a maioria dos estudos se concentram nos
oceanos do Atlantico Norte e Pacifico JUNIOR, et al., 2015).

Muito recentemente uma pesquisa, também pioneira, que revelou a estrutura da
comunidade de cianobactérias em aguas superficiais de um estuério oligotréfico na por¢édo sul
da costa nordestina (riqueza e abundancia). Biblioteca metagendmica shotgun 16S rRNA e 0 0s
kit Nextera XT V3 do Illumina para o sequenciamento foram as metodologias taxondmicas
utilizadas (AFFE et al., 2018). Situacdes geograficas e metodoldgicas muito semelhantes as
analisadas no presente estudo as fracGes 3 e 0,22um da costa nordestina e nos arquipélagos
oceanicos. Foi encontrada uma elevada riqueza associada a elevada hidrodindmica da area, com
219 taxons de cianobactérias observados, com as maiores riquezas atribuidas ao
picofitoplancton, nos géneros Prochlorococcus (58 OTUsS) e Synechococcus (34 OTUs).
Synechococcus englobou quase 90% das sequéncias atribuido ao nivel do género recuperado em
todas as amostras, seguido de Prochlorococcus com 5% das sequéncias, Microcystis (0,3%),
Leptolyngbya (0,6%), Cyanobium (0,7%), Trichodesmium (0,8%), e outros géneros também
foram observados, compreendendo 2% das sequéncias (AFFE et al., 2018). Uma avaliagdo
sazonal em dois diferentes periodos de chuvas (estacGes chuvosa e seca), determinou uma
contribuicdo no aumento da riqueza na esta¢do chuvosa (agua doce), causando uma variagdo na
comunidade de cianobactérias. Porem, com prevaléncia de Synechococcus em maior abundancia

em todos os periodos. O indice de diversidade de Shannon também foi similar durante todo o
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ciclo das marés. No entanto, m ambas as esta¢gdes chuvosa e seca, um aumento na abundancia
relativa de Prochlorococcus ocorreu durante a maré alta, demonstrando a influéncia da agua
salgada oligotrofica externa a baia (AFFE et al., 2018).
6.4. Diversidade e variaveis oceanogréficas

Os parametros da agua apresentaram médias costeiras proximas as médias dos
arquipélagos, porem diferencas sutis foram suficientes para agrupar de maneira correta as
réplicas das devidas localidades, estresse baixo de 0,0984. As variaveis salinidade e pH
estabelecem uma variacdo semelhante ao longo dos pontos, com uma elevada correlacdo
positiva, enquanto que uma correlacdo negativa ocorre entre a temperatura e 0 OXigénio
dissolvido (Figura 17).

As fragbes 3 e 0,22um apresentam as mesmas varidveis modulando a abundancia de
sequencias. A temperatura, salinidade, OD e os tipos de substratos foram as varidveis
significativas. As correlagdes entre as matrizes de sequencias e a matriz das variaveis
significativas foram positivas nas duas fracbes. A temperatura foi a variavel de maior
significAncia nas duas RDAs (Figuras 39 e 40). A algum tempo ja se sabe que a temperatura
superficial da dgua do mar é o fator limitante da distribuicdo geografica de cianobactérias nos
ecossistemas marinhos tropicais e equatoriais (HOFFMAN, 1999). Meirelles et al. (2015)
avaliou que o gradiente vertical de temperatura foi melhor relacionado ao gradiente de
abundancia de sequéncias costa-oceano do que apenas o gradiente horizontal da lamina da agua.
O gradiente longitudinal tropical Vitoria-Trindade apresentou uniformidade de riqueza e de
familias do bacterioplancton marinho (MEIRELLES et al., 2015). Para a porcao sudoeste do
Atlantico Sul a abundancia e a diversidade da comunidade picofitoplacnténica parece ser
fortemente influenciada pela temperatura, carbono orgéanico dissolvido, e profundidade, sendo
identificados trés grupos distintos: aguas superficiais; clorofila sub-superficial maxima (48-
82m); e aguas profundas (236-1200m) de acordo com a composicdo microbiana (JUNIOR, et
al., 2015). O projeto Tara Ocean também ressalva a temperatura como um dos mais importantes
fatores para a composicdo taxondmica das comunidades microbianas aquaticas, sendo a
abundancia de sequencias de cianobactérias muito maior em superficie do que nas outras
profundidades, como a zona fética (SUNAGAWA et al., 2015). E ainda, observou que a
temperatura e a intensidade luminosa regulam os diferentes ecétipos de Prochlorococcus e
Synechococcus e, portanto, a produtividade do planeta (FARRANT et al., 2016).

A evolugdo genética associada a imensa e desconhecida biodiversidade de
cianobactérias, promove uma readequagdo continua da taxonomia, pelos continuo
descobrimento de novas sequencias. Averiguar a diversidade com novos olhares, integrando os
pardmetros ambientais e os ecotipos é cada vez mais fundamental (WALTER et al., 2017).
Analisando 191 metagenomas marinhos de cianobactérias dentro dos banco de dados de trés

grandes grupos ecoldgicos de cianobactérias variando pela temperatura. Vé-se que a
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temperatura € central para regular a composicdo e funcionamento das comunidades de
cianobactérias, portanto o aquecimento global pode afetar as taxas de crescimento e potencial de
florescimento e abundancias de muitos taxons dentro das pico-cianobactérias (WALTER et al.,
2017). Alguns modelos baseados em nichos avaliam a abundancia de células com base em
temperatura e radiagdo fotossinteticamente ativa, predizem alteracfes significativas nas
abundancias de Prochlorococcus e Synechococcus devido ao aquecimento global
(FLOMBAUM et al, 2013). Atualmente as abundéancias globais médias anuais de
Prochlorococcus e Synechococcus estdo especuladas em 2,9 x 10%7 e 7,0 + x 10% células,
respectivamente. Usando projecdes para o aumento da temperatura da superficie do mar como
resultado da concentracdo dos gases do efeito estufa no final do século 21, foram estimados um
aumento celular de 29% e 14% para Prochlorococcus e Synechococcus, respectivamente. Por
causa das elevadas abundancias e contribuicbes para a producdo primaria serdo alteradas
ocorrendo grandes impactos nos ecossistemas ocednicos e ciclos biogeoquimicos
(FLOMBAUM et al., 2013).

A andlise de beta-diversidade ndo encontrou diferenca das variaveis categoéricas de
dindmica e tipos de substrato entre si, e em nenhuma das duas fragbes (Figura 41).
Correlacionando as varidveis categéricas, a menor diversidade local ocorreu nas planicies
arenosas em condi¢Ges expostas na fragdo nanofitoplanctdonica. Enquanto que na fracdo
picofitoplacnténica a maior diversidade local ocorreu em planicies arenosas expostas. 1sso pode
ser explicado devido a prépria biologia dos géneros que dominam a abundancia dentro do
picofitoplancton, Prochlorococcus e Synechococcus. As planicies arenosas amostradas neste
trabalho encontram-se em d&reas com A&guas superficiais abertas e quentes com alta
luminosidade, condicBes ideais para a proliferacdo de Prochlorococcus e Synechococcus em
aguas oligotréficas (THOMPSON et al., 2013a; BATMALLE et al., 2014; LINDELL, 2014;
FARRANT et al., 2016).

6.5. Comparacédo metodoldgica

Para as amostras costeiras, a riqueza observada pelas sequencias 16S rRNA foi
aproximadamente duas vezes superior a riqueza determinada pela DGGE, comparando as
respectivas fragcdes celulares. Mesmo com essa diferenca de grandeza, o0 mesmo padrdo de
riqueza foi encontrado em ambas as técnicas moleculares, sendo a riqueza da fracdo nano
superior a riqueza da fragdo picofitoplacnténica. Quanto a a- e B-diversidade, ndo houveram
similaridade de padrdes entre as respectivas fracbes entre as técnicas comparadas. Portanto, as
técnicas ndo conseguiram estabelecer um mesmo perfil de estrutura da comunidade (Figura 29).
A técnica de DGGE, mesmo com uma riqueza muito inferior a observada pelas sequencias
determinou uma cobertura adequada, atingindo um platé na curva de acumulagdo, nas duas
fracOes. Diferente do sequenciamento que, mesmo obtendo uma cobertura real mais elevada,

ainda especulou uma maior diversidade estimada, com uma maior rarefacdo (Figura 28).

126



Durante muito tempo a técnica de DGGE foi considerada uma técnica valida para indicar a
composicdo ecoldgica de cianobactérias (NUBEL et al., 1997, BOUTTE et al., 2006;
MUHLING et al., 2008). Mas considerando as recentes descobertas da complexidade
filogenética do clado de cianobactérias e o avanco das técnicas moleculares, esta técnica ndo é
mais representativa ao perfil de comunidade de cianobactérias. E neste estudo comprovamos
que além de ndo revelar o real perfil das amostras costeiras, mascarou a diversidade local de
cianobactérias. Uma comparacdo metodoldgica entre DGGE e T-RFLP para populagbes de
cianobactérias marinhas com regides amplificadas entre 16S-23S rRNA, concluiu que €é possivel
identificar linhagens de Prochlorococcus e Synechococcus, porem o T-RFLP apresentou
respostas mais claras sendo melhor indicado para estudar a diversidade de populacdes naturais
de cianobactérias. Tais dados foram confirmados por estimativas em citometria de fluxo. O T-
RFLP apresentou semelhanca de Prochlorococcus e Synechococcus pelas duas técnicas, 34,8 e
65,2% por T-RFLP e 30,6 e 69,4% por citometria fluxo, respectivamente (LAVIN et al., 2008).

7. Concluséo

As correntes SEC e NBC atuam diretamente na movimentacdo das massas de agua
superficiais nos arquipélagos oceanicos brasileiros, assim como na costa NE do Brasil. Tal area
¢ dominada pela circulacdo oeste do giro Equatorial Atlantico. O estoque de carbono em
cianobactérias acompanhou um gradiente longitudinal costa -> arquipélagos oceanicos:
PP>PA=IC>AC>FN>AS. O estoque de carbono na costa corresponde a 1,04mg C m*, com o
estoque relativo de 2,69% Synechococcus e 0,48% do POC em Prochlorococcus. Nos
arquipélagos ocednicos apenas 0,15mg C m estdo estocados nas cianobactérias, com o estoque
relativo de 0,38% em Synechococcus e 0,10% do POC em Prochlorococcus em aguas
superficiais. O AS apresentou maiores oscilacdes de biomassa pois é diretamente influenciado
pela sazonalidade da SEC. No total, 1.158.901 sequencias foram representadas em 56 taxons,
com 48 pertencem as cianobactérias. Deste total de tdxons, 37 foram comuns entre as fragdes
nano e picofitoplanctonicas. Isolando estas fracGes pelo gradiente longitudinal costa e ilhas, 4
cenarios distintos foram compostos, nos quais apenas 20 tdxons comuns entre si. O cenario de
maior exclusividade taxondmica foi representado nos arquipélagos na fracdo
nanofitoplanctdnica, com 9 taxons exclusivos. Os géneros Prochlorococcus e Synechococcus
foram os dominantes, acumulando 98% das sequéncias totais em ambas fragdes
fitoplancténicas. As réplicas costeiras se correlacionam melhor a Synechococcus, enquanto que
as réplicas insulares foram dominadas por Prochlorococcus. N&do foi possivel estabelecer um
gradiente costa > ilhas pela diversidade de cianobactérias através da abundancia de sequéncias
16S rRNA, devido as disparidades de abundancia e riqueza entre os arquipélagos. As
localidades de FN, apresentaram os maiores indices de diversidade e muitos tdxons raros,

mesmo com abundancia média de sequéncias, ja no AS os padrfes se invertem totalmente. As
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forcantes ambientais que mais influenciaram a distribuicdo de cianobactérias no gradiente
superficial costa - ilhas foi a temperatura. As variaveis tipo de substrato e hidrodindmica local
revelaram maior diversidade picofitoplacntdnica nas planicies arenosas em condi¢des expostas.

Para a fragdo nanofitoplanctonica estas condicGes representaram a menor biodiversidade.

8. ConsideracGes finais

. Ampliar a malha de amostragem em POC remote para a zona costeira seria uma boa
maneira deixar estas amostras comparaveis quanto médias temporais, assim como estabelecido
pelas amostras insulares. Mesmo que exista uma margem de erro em amostras costeiras, pode-se
utilizar o sinal remoto par POC em &reas costeiras para identificar padrées (MISHONOQV et al.,
2003).

. O uso do fluoro cromo SYBER-Green como marcador de DNA poderia ter revelado
outros grupos plancténicos, ao apenas ter isolado as fragfes Prochlorococcus e Synechococcus
pela fluorescéncia natural.

. Um sequenciamento HiSeq teria possibilitado o nivel de identificacdo de espécie, pois
pela cobertura atual apenas o nivel de género foi atingindo em apenas alguns OTUs.

. Realizar o upload das novas sequéncias 16S rRNA o mais breve possivel no banco de
dados NCBI.

. Investigar da maneira mais profunda possivel a relacdo das sequencias alinhadas as duas
fracdes fitoplanctonicas as diferentes vias metabdlicas ligadas as vias de fixacdo do nitrogénio,

podendo revelar novos gradientes costa—>arquipélagos oceanicos.
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ANEXO 1

CLASSIFICACAO TAXONOMICA DE CIANOBACTERIAS - 8 ORDENS COM 45 FAMILIAS ATUAIS
(KOMAREK et al., 2014; KOMAREK, 2016a; 2016b; HALLENBECK, 2017).

1. Gloeobacterales
Esta ordem contém apenas uma familia monofilética, 1.1 Gloeobacteraceae, e um género, Gloeobacter, com uma clara posicdo

taxondmica independente na base de todas as cianobactérias, sendo os Unicos representantes que nao possuem tilacoides.

2. Synechococcales
Uma grande ordem, com 11 familias e ~70 géneros, com representantes definidos como ndo monofiléticos, com tipos unicelulares e

filamentosos. Este grupo esta unido pela presenga de tilacéides parietais. Com uma maior amostragem futura serd possivel revisar melhor este
grupo. A familia 2.1 Synechococcaceae (17 géneros) ainda precisa de estudo e revisdo em todos os niveis taxondmicos, devido a extensa
complexidade. Apresentam formas coloniais e envelopes mucilaginosos, o género Neosynechococcus é uma linhagem independente recentemente
descrita, morfologicamente semelhante ao género Synechococcus. O género Synechococcus é um dos mais amplos desta familia com uma
linhagem independente que ainda se apresenta indevidamente descrita (KOMAREK et al., 2014; KOMAREK, 2016a; 2016b). Outra familia que
necessita de uma extensa revisdo é a 2.2 Prochloraceae com apenas dois géneros marinhos, caracterizada pela presenca de clorofila-b. O género
Prochlorococcus, é um dos mais importantes géneros na producdo primaria dos oceanos, apresentando uma subdivisio em dois grupos
ecologicamente distantes, os adaptados a alta luminosidade, e os adaptados a baixa luz. As relagdes taxondmicas deste ultimo género com
algumas espécies marinhas de Synechococcus sp. ainda ndo estdo devidamente esclarecidas (KOMAREK et al., 2014; KOMAREK, 2016a;
2016b). As outras familias deste grupo sdo: 2.3 Merismopediaceae; 2.4 Coelosphaeriaceae; 2.5 Acaryochloridaceae; 2.6 Chamaesiphonaceae; 2.7
Romeriaceae; 2.8 Pseudanabaenaceae; 2.9 Leptolyngbyaceae; 2.10 Heteroleibleiniaceae; 2.11 Schizotrichaceae.

3. Spirulinales
Esta ordem tem uma posicdo filogenética especial e é caracterizada por tricomas (filamentos, com sequéncia linear de células

envolvidas por uma bainha de mucilagem) diferenciados neste grupo, pois sdo em forma de parafuso e sem bainha, com uma familia, 3.1
Spirulinaceae.

4. Chroococcales
Organismos de forma coctide e ausentes de baedcitos (enddsporos), distribuidos nas familias: 4.1. Microcystaceae; 4.2.

Aphanothecaceae; 4.3. Cyanobacteriaceae; 4.4. Cyanothrichaceae; 4.5. Stichosiphonaceae; 4.6. Chroococcaceae; 4.7. Gomphosphaeriaceae; 4.8.
Entophysalidaceae.

5. Pleurocapsales
Baseado nas poucas sequéncias disponiveis atualmente este grupo parece ser monofilético. Faltam muitos dados sobre esta ordem,

pois os membros sdo de dificil cultivo e os dados genéticos sdo escassos, as atuais familias sdo: 5.1. Hydrococcaceae; 5.2. D ermocarpellaceae;
5.3. Xenococcaceae; 5.4. Pleurocapsaceae.

6. Oscilatoriales
Filamentosas com tricomas relativamente estreitos e tilacoides parietais. Excecdo para o género filogenéticamente fechado,

Cyanothece, que possui formas cocoides. Esta ordem, eventualmente, exigira revisdo se uma maior taxa monofilética for alcangada, pois possuem
organismos de transigdo evolutiva. Familias: 6.1 Cianotecaceae; 6.2. Borziaceae; 6.3 Coleofasciculaceae; 6.4 Microcoleaceae, o vasto género
marinho Trichodesmium, esta distribuido nesta familia. As espécies de Trichodesmium sp. de &gua doce sdo molecularmente distintas dos tipos
marinhos; 6.5. Homoeotrichaceae; 6.6. Oscillatoriaceae; 6.7. Gomontiellaceae.

7. Chroococcidiopsidales
Este grupo de organismos (Unica familia 7.1 Chroococcidiopsidaceae e Unico género Chroococcidiopsis), vive em habitats extremos

(C. thermalis). Esta ordem se aglomera, surpreendentemente, na vizinhanca das cianobactérias heterociticas (que possuem heterocisto - Tabela 3)
(KOMAREK et al., 2014).

8. Nostocales
Esta ordem representa um grande conjunto monofilético de cianobactérias filamentosas, e possuem células especializadas

proeminentes (Tabela 3). Esta ordem agrupa o maior numero de familias: 8.1. Scytonemataceae; 8.2. Symphyonemataceae; 8.3. Rivulariaceae;
8.4. Tolypothrichaceae; 8.5. Godleyaceae; 8.6. Chlorogloeopsidaceae; 8.7. Hapalosiphonaceae; 8.8. Capsosiraceae; 8.9. Stigonemataceae; 8.10.
Gloeotrichiaceae; 8.11. Aphanizomenonaceae; 8.12. Nostocaceae (KOMAREK et al., 2014; KOMAREK, 2016a; 2016b).
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ANEXO 2

PROTOCOLO DE EXTRAGCAO DNA/CTAB - MEMBRANAS DE FILTRAGAO (POREBSKI et al., 1997;
WILSON, 2001; GARCIA et al., 2013)

Protocolo resumido

1 — Processar as membranas do criotubo imediatamente a retirada do freezer/N,

2 — Macerar em cadinho estéril.

3 —Add 1ml de tampdo CTAB (de EDTA) com proteinase (5 pg).

4 — Congela/descongela — 3min -80°C / 3min 65°C (ou incubar no banho, por pelo menos 1h).

5 — Fenol—cloroférmio—alcool isoamilico (25:24:1) 1X e cloroférmio 1X.

6 — Purificacdo de DNA com precipitagdo - Nh4ClI + Isopropanol. Se a precipitagdo classica ndo funcionar (degradacdo de DNA ou DNA impuro),
realizaremos a op¢éo B, com a coluna do kit de purificacdo da QIAGEN.

Material

. Criotubo de polipropileno (resistente a imersdo em nitrogénio liquido)
. Galdo de nitrogénio liquido (p/ coleta)

. Cadinho e pistdo

. Espéatula

. CTAB (Sigma Aldrich)

.EDTA

. Tris-HCL

. NaCl

. proteinase K

. 2-mercaptoethanol (Sigma Aldrich)

. Colunas do kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)

. Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1) Saturated with 10 mM Tris, pH 8.0, 1 mM EDTA (Sigma Aldrich)

Tampao de lise
. CTAB buffer [2% CTAB (m/v; Sigma Aldrich), 1.4M NaCl, 100mM EDTA, 100mM Tris-HCI (pH 8,0)] and freshly added 5ug proteinase K (Sigma Aldrich)

and 0.5% 2-mercaptoethanol (v/v; Invitrogen).

Solugdes STOCK e condicdo de estocagem

. Fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (24:23:1 v:v:v) - geladeira

. Cloroférmio - geladeira

. 7.5M Acetato de amonia - geladeira

. CTAB, solucéo stock > 10% (p/v), estoque a RT, MAS aquecer a 60°C antes de usar (para solubilizar cristais)
. 1M Tris-HCI pH 8.0 (pesar 12.114g/100ml) > RT

.0.5M EDTA (pH 8.0 com NaOH) (pesar 18.172g /100ml)> RT

. Etanol absoluto > -4°C

. Isopropanol - -4°C

Antes de comegar!

. Cadinho e pistao (estéril), espatula e pinca (limpos com destilada e etanol 70%).

. Rotular os tubos eppendorf que serdo usados para receber o p6 macerado.

. Separar o nitrogénio liquido no isopor pequteno.

. Preparar o tampdo de lise (adicdo da PtnaseK e do 2-mercaptoetanol).

. Se ndo for fazer STOP POINT - lembrar de ligar o banho seco a 60°C e o banho maria (imido) a 56°C, necessarios para as etapas de lise.

Passo-a-passo - extracdo DNA/CTAB (Adaptado de Garciaet al., 2013)

1 — Macerar a membrana de filtragdo (imersa em nitrogénio liquido), equivalente, em cadinho com nitrogénio liquido. No processo de maceragdo adiciona-se
constantemente nitrogénio liquido ao cadinho para ndo deixar a amostra descongelar. Apds cada processamento ir aclimatando a amostra (tubo no freezer -
20°C, até terminar todas as amostras, esperar ainda uns 5" ap6s a Ultima amostra congelada, para estabilizar a temperatura).

Obsl.: Protopalythoa variabilis — aproximadamente 1 pélipo de uma col6nia.

Palythoa caribeorum — tecido contendo varios pélipos e muco protetor, tentar pegar mais tecido do que muco.

2 — Todo o contetido macerado foi transferido para um eppendof. Adicionou-se 1mL de tampéo de lise pré-aquecido a 60°C e colocando-se na hora ~5ug de
proteinase K (10uL de proteinase K para cada 1mL de tampdo — estoque [10mg/mL], proteinase em pd) e 0,5% de 2-mercaptoetanol (~5uL de

mercaptoetanol para cada 1mL de tamp&o — 0,5% de 1000uL) (coloca-se o 2-mercaptoetanol na capela!!!).
Obs2a.: Para cada 10 amostras, sdo 10mL de tampéo de lise + 500uL de PnaseK + 52,5uL (~50uL) de mercapto, disso colocaremos 1mL em cada amostra

(tubo).

Obs2b.: Deve-se adicionar em 1 amostra de cada vez, assim apenas ir descongelando de poucas em poucas amostras. Enquanto isso as outras amostras
esperam no -200C.

3 — Os tubos foram incubados por 30 min a 56°C. A cada 10’ de incubagéo homogeneizar os tubos por inversdo manual (1 vez, gentilmente).

4 — Apds a lise inicial os tubos foram congelados no -80°C.

Pode ser STOP POINT!!

5 — Os tubos sdo entdo submetidos a trés ciclagens de congela-descongela: 10min freezer -700C e 10min no banho seco a 60°C, comecando-se com banho

156



a 60°C. Entre as etapas homogeneizar os tubos por inversdo manual (3 vezes, muito gentilmente).

6 — Divide-se 0 volume do lizado de cada amostra em dois eppendorfs (~500ul em cada tubo). Extracédo Fenol/Cloroférmio: Adiciona-se igual volume, ou
seja, 500ul de Fenol:cloroférmio:alcool-isoalmilico (25mL:24mL:1mL). Homogeneizar por inversdo (3 vezes, muito gentilmente). Deixar ocorrer a
separacdo das fazes na bancada da capela por cerca de 10’ (importante para desproteinizar melhor).

7 — Centrifugagéo por 10min a 11.000 RPM a 4°C.

8 — Recupera-se a fase aquosa de cada amostra em novos eppendorfs (fase de cima, onde esta o valioso DNA total) muito cuidado para ndo perturbar a
camada proteica (pelicula esbranquicada) que fica entre a fase organica e aquosa. Descarta-se a fase organica (em garrafa para descarte de fenol, dentro da
capela).

9 — Extragdo com 400uL de cloroférmio.

10 — Centrifugagdo por 10min a 11.000RPM a 4°C.

11 — Recupera-se novamente a fase aquosa de cada amostra em novos eppendorfs, considerando um volume recuperado de cerca de ~400uL (fase de
cima, onde esta o valioso DNA total). Novamente cuidado para ndo perturbar a camada proteica e continuar conforme passos 12-18. Caso a extracédo

esteja muito contaminada (coloracéo esbranguicada devido a contaminagéo proteica/fendlica) realizar o passo 11* e somente apds pular direto para o
passo 18.

11~ - Transfere-se 0 sobrenadante para a coluna do kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) e procede-se com as lavagens e elui¢do conforme sugerido pelo
fabricante. Utilizando as colunas e os tampdes wash buffer do kit (lembrando de adicionar etanol Merk absoluto nas solucfes do kit, recomendagdo da
QIAGEN), inicie do passo 1d.4 do protocolo do fabricante.
114, 1 - Colocar o contetido recuperado no centro da coluna de silica (acopla a um eppendorf) e centrifugamos (spin) de 1min a 8.000 RP M. Recupera o que
passou pela coluna e armazena no antigo eppendorf no -80°C, apenas como forma de backup.
11A. 2 — Descarta 0 que passou pela coluna e recoloca no centro da coluna no eppendorf (acopla a coluna) e adiciona 500uL do tampao de lavagem 1 na
coluna. E centrifuga por 1min a 8.000 RPM.
11A. 3 — Descarta o que passou pela coluna e recoloca no centro da coluna no eppendorf (acopla a coluna) e adiciona 500uL do tampéo de lavagem
2 na coluna. E centrifuga por 3min a 14.000 RPM.
114 4 — Descarta 0 que passou pela coluna e recoloca no centro da coluna no eppendorf (acopla a coluna) e realiza outra centrifugagdo sem nada na
coluna por 1min a 14.000 RPM, apenas para garantir a volatilizacdo completa do etanol.
11A. 5 — Descarta o que passou pela coluna assim como o eppendorf base, recoloca a coluna em um novo eppendorf (acopla a coluna).
114 6 — Adiciona 50uL do tampéo de eluigéo (TE) do proprio kit (ou o tampao do protocolo CTAB) no centro da coluna e deixa incubando 3min a
temperatura ambiente. E centrifuga por 1min a 12.000 RPM. Recupera 0 que passou pela coluna e repete o passo 11 A. 6 mas com apenas 1min de incubacao.
11A. 7 — Recupera o que passou pela coluna, onde esta o valioso DNA total (~50uL).

12 — Precipitacdo do DNA total — adiciona-se em cada tubo eppendorf 0.75X vol. de acetato de amdnia 5M (considerando um volume recuperado de cerca
de ~400uL, sdo 300uL de acetato de amdnia 5M) e 1X vol. de isopropanol gelado (considerando um novo volume de cerca de ~700uL, sdo 800uL de
isopropanol gelado). Deixa em repouso por 01:30h no freezer (-20°C), afim de precipitar. O volume fica perto do volume maximo de 1.5mL do tubo.
13 — Centrifugagao por 30min a 14.000 RPM a 4°C.
14 — Descarta-se o sobrenadante, e lava-se o pellet 200uL de etanol absoluto (Merk) gelado (-20°C).
15 — Centrifugagio por 10min a 14.000 RPM a 4°C.
16 — Descarta-se o sobrenadante e seca o pellet na bancada invertido. Por ~40min-1h, até secar totalmente.
17 — Eluir em 50uL de tampao TE (10 mM Tris-HCL) sem agitar. Colocar na geladeira overnight.
18 — Armazenar no -80°C.
Obs18.: Sempre armazenar junto com as amostras um eppendorfs com 50uL de tampéao TE no -80°C, pois sera o branco nas leituras futuras do NanoDrop. No
caso das amostras que passaram pelo passo 11*também armazenar uma aliquota do tamp&o TE do kit QIAGEN.
PROTOCOLO DE QUANTIFICACAO DNA
Protocolo resumido
1 — Manipular as amostras de DNA imediatamente apds a retirada do freezer.
2 — Quantificar pelo NanoDrop e achar definir as relagfes 260/280 e o valor total de DNA.
3 — Quantificar pelo Qubit e achar a concentracdo de DNA dupla fita disponiveis para ao sequenciamento.

4 — Fazer o gel de agarose para ver a qualidade (fragmentacéo) do DNA extraido.
5 — Caso as amostras tenham ficados inadequadas tentar recupera-las utilizando o kit de purificacdo com a coluna do kit DNA (QIAGEN).

Material

. Agarose

. Agua Mili-q autoclavada
. Tampédo TE

. Cuba de eletroforese

Soluges STOCK e condicdo de estocagem

. Kit Qubit dSDNABR assay e o kit Qubit dSDNA HS assay > geladeira
. Blue Juice - geladeira

. DNA Ladder - -4°C

. Solucdo de trabalho Qubit > RT

.Agarose > RT

. Cyber GREEN - RT, MAS armazenado no escuro
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. Brometo de etidio > RT, MAS armazenado no escuro
.TBE1X > RT

Antes de comecar!

. Ligar o NanoDrop e realizar limpeza com agua mili-g.

. Ligar o Qubit e conferir as solugBes a serem utilizadas de acordo com a concentracdo de DNA expressa pelo NanoDrop.

. Deixar os tampdes do Qubit fora da geladeira para estarem a temperatura ambiente no momento da leitura, assim como as amostras. Deixar no escuro
. Limpar a cuba e certificar se hd necessidade de fazer mais tampédo TBE para a corrida de eletroforese.

Passo-a-passo - NanoDrop
1 — Apds ligar o NanoDrop abre o programa do aparelho no PC e marca a opgéo ‘add to report’ para depois conseguir selecionar os dados. Colocar 5uL de
agua mili-g no leitor e deixar por 5min para limpar (solver) residuos antigos.

2 — Passar 2uL de agua mili-q como branco por duas vezes (marcar a opgao blank), afim de calibrar o espectro. Ap6s, passar o branco final com 2uL do
tampéo de eluicdo em que as amostras a serem passadas a seguir estdo eluidas (TE) (marcar a op¢do blank). Ler o tampdo TE como uma amostra, esse tem de
zerar a quantidade de DNA, se isso ndo ocorrer repetir 0 passo 2 até que a leitura para o branco TE esteja zerada.

3 — As amostras descongelam muito rapidamente ap6s retirar do -80°C. N&o vortexar, apenas homogeneizar com a pipeta eletrobnica em movimentos
circulares, e pegar a amostra do fundo do eppendorf. Passar 2uL de amostra, e realizar a leitura em duplicata logo apds. Se a diferenca for muito grande, ler
em triplicata. Colocar o nome da amostra e apertar ‘measure’ para registrar a concentragio de DNA (ng/uL) e as relagdes 260/280 e 260/230 dos 2uL de
amostra avaliados.

4 — Entre as amostras limpar com um papel dupla folha (Neve) ou papel especifico (Kimtech).

5 — Apos ler todas as amostras, fazer uma limpeza final com 5uL de agua mili-g no leitor e deixar por 5min para limpar. E selecionar no programa do PC
as amostras em ‘report’ e depois clicar em ‘export’ para o Exel.

6 — Imediatamente retornar as amostras ao armazenamento em -80°C.

Passo-a-passo - Qubit

1 — Aanalise do Qubit esta associada a quantificacdo do NanoDrop, pois dependo da concentragdo da amostra diferentes kit do Qubit tem de ser utilizado. Os
kits da Molecular Probes (Life Technologies) de Labeling & Detection podem ser divididos pela quantidade de DNA quantificado. O kit Qubit dsSDNA BR
assay é usado para amostras entre 2 - 1.000 ng/uL. Para amostras entre 0,2 - 100 ng/uL se utiliza o kit Qubit dsSDNA HS assay. Em ambos os kits o
procedimento € o mesmo, mudam apenas as concentracdes padroes da curva.

Obsl.: Todos os tubos que serdo lidos pelo fluorimetro Qubit tem de ser especificos para o aparelho, sendo tubos transparentes do Qubit assay tubes de
500uL, portanto ndo pode escrever nada nem danificar o tubo (manusea-lo somente pela parte de cima). Tanto as amostras como as solugdes da curva serdo
preparadas a partir de uma solucéo de trabalho (preparada em falcon estéril).

2 — Asolucéo de trabalho é composta pela diluicdo do Qubit reagente em 1:200 no Qubit buffer, ou seja, 1uL de reagente para 199uL de tampao para cada
amostra. Multiplica pelo o nimero de amostra que ser&o lidas e mais as duas amostras da curva (amarela e vermelha), resultando na solugdo em um

falcon (figura abaixo).
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3 — Apds preparar a solucdo de trabalho, iniciar as solugbes da curva, sendo 190uL da solucéo de trabalho para 10uL da solugéo da curva, sdo apenas duas
solucBes de curva (a vermelha e a amarela). Para as amostras sdo 198uL da solucéo de trabalho para 2uL de DNA+TE (figura acima).

4 — Apos, vortexar todos os tubos entre 2 - 3seg e deixar incubando por 2min em temperatura ambiente no escuro. Fazer apenas 4 amostras de cada vez
(de 4 em 4), pois como tem o tempo de incubagéo evita tumultuar.
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5 — Apds a incubacdo, colocar os tubos no fluorimetro Qubit e pedir para ler DNA na unidade de ng/uL e anotar os valores.

Obs5.: No sequenciamento pelo MiSeq (Illumina) é necessario deixar as amostras com uma concentragdo por volta dos 2 ng de DNA, portanto uma
concentragdo entre 0,5 e 2 ng/uL é aceitavel, considerando que podemos botar até 5uL da solugdo DNA+TE no MiSeq, considerando que as amostras foram
diluidas 100X pela solugédo de trabalho ao expressarem o valor no Qubit.

6 — Imediatamente retornar as amostras ao armazenamento em -80°C.

Passo-a-passo - Gel de agarose

1 — A malha do gel para ver a integridade do DNA extraido foi delimitado para fragmentos de 400bp-10Kb (ideias para o sequenciamento fragmentos com
1Kb), isso corresponde a um gel de agarose 1%. No caso, a cuba do LaBBmar é pequena, assim 50mL do tampé&o TBE 1X adicionados com 0,5g de agarose
(Invitrogen) resulta no gel 1%.

Obsl.: Misturar os 50mL de TBE 1X com a agarose em um erlenmeyer e levar ao micro-ondas durante 40s, retira e agita e coloca novamente mais alguns
segundos até a solucao ficar transparente. Ndo deixar ferver!

2 — Ap6s a diluicdo completa pelo aquecimento, esperar esfriar até conseguir segurar o erlenmeyer com a palma da méo e neste momento adicionar o corante
do gel. Para um gel de 50mL, adicionar 2,5uL de brometo de etidio a uma [10mg/mL] e agitar cuidadosamente para ndo formar bol has.
Obs2.: Devido a fotossensibilidade do brometo é necessario apagar luzes que estejam diretamente incididas sobre esta substancia.

3 — Depois basta despejar o volume de erlenmeyer na cuba e colocar as grades (pogos) e esperar solidificar (polimerizar), cerca de 10-15min.
Obs3.: Esperar solidificar no escuro, usar um revestimento de papel aluminio.

4 — Retira as grades ap6s solidificar e coloca o gel na posicdo de corrida da cuba eletroforética. Cobre o gel com o tampdo TBE 1X (mesma concentragdo do
utilizados para fazer o gel).
Obs4.: Usar um revestimento de papel aluminio para proteger o sistema da luz. Enquanto isso manusear as amostras a serem adicionadas nos pocos do gel.

5 — Nos pocos do gel serdo colocados amostras e 0 DNA Leader, este sera a escala de tamanho dos bandeamentos dos fragmentos de DN A, sempre colocar
1lulL do DNA Leader no primeiro poco de cada linha (grampo) do gel (imagem abaixo).
Obsb5.: tanto para colocar o DNA Leader tanto para colocar as amostras no gel, ter muito cuidado para ndo perfurar o pogo com a ponteira.

Fragment Base Pairs DNA Mass Base Pairs Mass (ng)
1 1,517 45ng = 1517 45
2 1,200 35 ng
3 1,000 95 ng &
4 900 27 ng 120 &
5 800 24 ng - 1,000 g5
6 700 21 ng — 900 27
7 600 18 ng e — 800 24
8 500,517 97 ng — 700 2
9 400 38 ng — 600 18
10 300 29 ng
11 200 25 ng PR
12 100 48 ng — 400 a8

Notes: All fragments have 4-base, 5 ovgrhangs that A Zgzﬁ - 300 29

can be end labeled using T4 Polynucleotide Kinase visualized by

(NEB #M0201) or filled-in using DNA Polymerase |, aihidium bromide — 200 25

Klenow Fragment (NEB #M0210) (1). Use o-[*2P] slaining ona 1.3%

dATP or a-[*2P] dTTP for the fill-in reaction. TAE agarose gel. 100 48

Mass values are for 5
100 bp DNA Ladder is stable for at least 3 months 0.5 poAane 7
at 4°C.

6 — Ap6s iniciar a preparacdo das amostras que serdo adicionadas nos pogos subsequentes. Cada amostra sera colocada em um poco, usa-se 4uL da amostra
(DNA+TE) com 2uL de Blue Juice (precipitador da amostra no poco do gel).

Obs6.: Usar um papel Parafilm para juntar a amostra mais o Blue Juice (imagem abaixo). Primeiro bota a gota do Blue Juice e depois adiciona a essa gota o
DNA, homogeneiza bem com a ponteira (3X) e pde tudo no poco.
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7 — Imediatamente retornar as amostras ao armazenamento em -80°C.

8 — Apds as amostras estarem todas no gel, iniciar a corrida, com 50min a uma voltagem de 80V e uma amperagem de 100mA. A corrida ocorre sempre do
polo negativo (geralmente eletrodo preto) para o polo positivo (geralmente eletrodo vermelho), portanto os pogos tém de estar préximos ao polo negativo.
Como a polaridade do DNA é negativa este acompanha o sentido da corrente (imagem abaixo).

Obs8.: Usar novamente o revestimento de papel aluminio para proteger o sistema da luz durante a corrida.

L

Y 1

Amostras +
.ﬂ_-—_—-._"
——
Gel [ +—
*
\\ Sentido da
corrente

9 — A fotodocumentagéo do gel ap6s a corrida é realizada pelo programa Image Lab (isso no laboratério LaBBmar). Para tal basta colocar o gel dentro do
fotodocumentador e operar o programa. As fotos em sequéncia abaixo indicam como operar o programa.
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10 —Ap6s, descartar em local adequado (Brometo de etidio é altamente carcinogénico) o gel e limpar o fotodocumentador. Importar as fotos do gel para o
Power Point.
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ANEXO 3

PROTOCOLO DE PREPARACAO DA BIBLIOTECA rRNA 16S - PLATAFORMA MiSeq
ILLUMINA (ILLUMINA 2013; BEZERRA, 2015)

Passo-apasso - Biblioteca rRNA 16S

1-PCR dos amplicons

. Primeira etapa de PCR, que amplifica o fragmento de interesse e adiciona as extremidades do amplicon a sequéncia (tag) complementar aos
identificadores (indexes).

Consumiveis
DNA metagendmico (5 a 10 ng/uL)

Iniciadores especificos — Forward e Reverse(10 uM)
DNA polimerase (preferencialemente High Fidelity), junto com o tampao apropriado
Agua para PCR

Plasticos (ponteiras, tubos ou placa para PCR)

Reacéo

. Para cada enzima que for utilizar, ajustar a reacdo para que os constituintes fiquem nas condi¢0es 6timas para o melhor rendimento

. Para reages com os primers 515F/806R, 10 ng de DNA por reagdo é suficiente; para os primers de Eucarioto (EUKFor/EUK-BR), pode ser
necessario aumentar para 20 ng

Ciclagem

. As temperaturas 6timas para desnaturacio e extensdo devem ser ajustadas de acordo com a polimerase usada

2-PCR clean up
. Purificacéo dos produtos da PCR para posterior indexacéo

Materiais

Solucéo de Tris 10 mM, pH 8,5 52,5 uL/amostra
AMPure XP beads 20 uL/amostra
Etanol 80%, recém preparado 400 uL/amostra
Placa de 96 pogos de fundo conico 2

Adesivo para placa
Suporte magnético para placa
Plasticos (ponteiras) 8 caixas de P200/placa

Pipetas multicanal (P20, P200)

Preparacéo
. Retirar a solugdo de beads magnéticos da geladeira e deixar equilibrar com a temperatura ambiente

Procedimento

1 - Centrifugar a placa (spin) ap6s o PCR para coletar a condensacéo, e remover o adesivo com cuidado

2 — Transferir 25 uL da reagéo para uma nova placa, tomando o cuidado de trocar as ponteiras a cada amostra

3 —Agitar a solugdo de beads magnéticos (VORTEX) por 30 seg, para a completa homogeneizagéo dos beads

4 — Adicionar 20 uL da solugéo de beads magnéticos em cada amostra, e pipetar gentilmente 10x para homogeneizacéo
5 —I ncubar em temperatura ambiente sem agitacéo, por 5 min

6 — Acoplar a placa no suporte magnético e deixar por 2 min, sem agitacao, ou até que o sobrenadante esteja limpido

7 — Sem retirar a placa do suporte, remover e descartar o sobrenadante utilizando pipeta multicanal

8 — Sem retirar a placa do suporte, lavar os beads com 200 uL de etanol 80%

9 — Sem retirar a placa do suporte, remover e descartar o etanol utilizando pipeta multicanal

10 — Repetir os passos 8 e 9

11 — Se necesséario, remover o excesso de etanol utilizando P20 (pipetar com pointeiras finas)

12 — Deixar a placa no suporte em repouso por 10 min, para competa evaporacéo do etanol

13 — Retirar a placa do suporte e adicionar 52,5 uL de Tris 10 mM pH 8,5 em cada amostra, e pipetar gentilmente 10x para homogeneizagéo

164



14 — Incubar em temperatura ambiente por 2 min
15 — Acoplar a placa no suporte magnético e deixar por 2 min, sem agitacdo, ou até que o sobrenadante esteja limpido
16 — Transferir 50 uL do sobrenadante para uma nova placa.

Pode ser STOP POINT!!!
. O produto de PCR purificado pode ser armazenado em freezer (-15 a -20 °C) por até uma semana

3-Indexacao
. Esse passo adiciona os indexes (ou identificadores) que serdo utilizados para posterior recuperagdo das sequéncias provenientes de cada
amostra

Consumiveis
Produto do PCR purificado

Nextera XT Indexes (N7xx e S5xx)
DNA polimerase (preferencialemente High Fidelity), junto com o tampéo apropriado
Agua para PCR

Plasticos (ponteiras, tubos ou placa para PCR)

Reacéo
. Para cada enzima que for utilizar, ajustar a reagdo para que os constituintes fiquem nas condi¢fes 6timas para o melhor rendimento
. Utilizar o suporte de placas TruSeq (Illumina) para auxiliar a distribuicdo dos indexes

Ciclagem
. As temperaturas 6timas para desnaturacéo e extensdo devem ser ajustadas de acordo com a polimerase usada

4-Clean up

. Purificacéo dos produtos da indexacéo

Materiais

Solucéo de Tris 10 mM, pH 8,5 27,5 uL/amostra
AMPure XP beads 56 uL/amostra
Etanol 80%, recém preparado 400 uL/amostra
Placa de 96 pogos de fundo conico 2

Adesivo para placa
Suporte magnético para placa
Plasticos (ponteiras) 8 caixas de P200/placa

Pipetas multicanal (P20, P200)

Preparacéo
. Retirar a solugdo de beads magnéticos da geladeira e deixar equilibrar com a temperatura ambiente

Procedimento

1 - Centrifugar a placa (spin) ap6s o PCR para coletar a condensacéo, e remover o adesivo com cuidado

2 — Agitar a solucdo de beads magnéticos (VORTEX) por 30 seg, para a completa homogeneizacdo dos beads

3 —Adicionar 56 uL da solugéo de beads magnéticos em cada amostra, e pipetar gentilmente 10x para homogeneizacdo
4 — Incubar em temperatura ambiente sem agitacéo, por 5 min

5 — Acoplar a placa no suporte magnético e deixar por 2 min, sem agitagdo, ou até que o sobrenadante esteja limpido

6 — Sem retirar a placa do suporte, remover e descartar o sobrenadante utilizando pipeta multicanal

7 — Sem retirar a placa do suporte, lavar os beads com 200 uL de etanol 80%

8 — Sem retirar a placa do suporte, remover e descartar o etanol utilizando pipeta multicanal

9 — Repetir os passos 7 e 8

10 — Se necessario, remover o excesso de etanol utilizando P20 (pipetar com pointeiras finas)

11 — Deixar a placa no suporte em repouso por 10 min, para competa evaporagao do etanol

12 — Retirar a placa do suporte e adicionar 27,5 uL de Tris 10 mM pH 8,5 em cada amostra, e pipetar gentilmente 10x para homogeneizacéo
13 — Incubar em temperatura ambiente por 2 min

14 — Acoplar a placa no suporte magnético e deixar por 2 min, sem agitacao, ou até que o sobrenadante esteja limpido
15 — Transferir 25 uL do sobrenadante para uma nova placa.

Pode ser STOP POINT!!
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. O produto de PCR indexado purificado pode ser armazenado em freezer (-15 a -20 °C) por até uma semana

5-Quantificagédo
. Realizar a quantificagdo das bibliotecas purificadas, por fluorimetria, e misturar quantidades equimolares das bibliotecas para sequenciamento

Materiais
Kit de quantificacdo de DNA para Qubit (dsDNA BR Assay para Qubit)

Fluorimetro — Qubit

Tubos para quantificagdo

Ponteiras e Pipetas

Solucéo de Tris 10 mM, pH 8,5

Solucédo de NaOH 0,2N, recém preparada

Solugdo HT1, Cartucho e flowcell

Quantificagdo - Qubit

1 — Separar a quantidade necessaria de tubos de quantificagdo (2 padrdes + 1 para cada amostra) e identificar os tubos com a menor quantidade
de informacdo necessaria

2 — Preparar a solucéo de quantificacéo, diluindo 1 uL da solugdo reagente com 199 uL da solucdo diluente num frasco de plastico (falcon)
3 — Para a leitura dos padrdes, misturar 190 uL da solugdo de quantificagdo com 10 uL de cada padrdo

4 — Homogeneizar com vortex por 3 segundos

5 — Incubar a mistura por 2 min

6 — Realizar a leitura no equipamento

7 — Para a leitura das amostras, misturar 198 uL da solucéo de quantificagdo com 2,0 uL de cada amostra

8 — Homogeneizar com vortex por 3 segundos

9 — Incubar a mistura por 2 min

10 — Realizar a leitura no equipamento

6-Normalizagéo
1 - Calcular a concentracdo do DNA em nM, baseado no tamanho dos amplicons

[came. e g fod |

b — :
— - — - - * 10% = [rwne e nM
o0 gl x média de lamanbo dos Fragmerios [ ]

. Para bibliotecas de V4 de procariotos (515F/806R) — tamanho médio dos fragmentos = 300 pb
. Para bibliotecas de V9 de eucariotos (EUK F/EUK BR) — tamanho médio dos fragmentos = 200 pb
. Considerar o tamanho medio do seu fragmento, confirmar o tamanho medio com um gel de agarose é o mais apropriado

2 — Diluir as bibliotecas purificadas para uma concentracéo final de 4 nM com solucéo de Tris 10 mM, pH 8,5

7-Pooling

1 - Juntar 5,0 uL de cada biblioteca normalizada num tnico eppendorf e homogeneizar

2 — Num novo eppendorf, adicionar 5,0 uL da mistura das bibliotecas a 5,0 uL de NaOH 0,2 N
3 — Homogeneizar e incubar em temperatura ambiente por 5 min

4 — Adicionar 990 uL da solugdo HT1

5 — Manter no gelo até o uso

. Ap6s essa diluicdo, o pool das bibliotecas estara numa concentracio de 20 pM, o sequenciamento deve ser realizado com o pool entre 10 e 17
pM

. Para 10 pM, misturar 300 uL do pool de bibliotecas e 300 uL de solugdo HT1

. Para 12 pM, misturar 360 uL do pool de bibliotecas e 240 uL de solugdo HT1

. Para 17 pM, misturar 510 uL do pool de bibliotecas e 90 uL de solucdo HT1

8-Preparacéo do PhiX (controle positivo do sequenciamento)

PhiX (10 nM) 2,0uL
Tris 10 mM pH 8,5 3,0uL
NaOH 0,2N 5,0 uL

1 — Homogeneizar com vortex, 3 segundos

2 — Incubar em temperatura ambiente por 5 min
3 —Adicionar 990 uL de solugdo HT1

4 — Mater no gelo até o uso
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. Apos essa diluicdo, a solucdo de PhiX estara numa concentracéo de 20 pM, o sequenciamento deve ser realizado com essa solucédo entre 10 e
17 pM (depende da concentracdo do pool das bibliotecas)

. Para 10 pM, misturar 300 uL da solugdo de PhiX e 300 uL de solugdo HT1
. Para 12 pM, misturar 360 uL da solugdo de PhiX e 240 uL de solugdo HT1
. Para 17 pM, misturar 510 uL da solugdo de PhiX e 90 uL de solu¢do HT1

9-Desnaturacédo das bibliotecas e aplicacdo no cartucho
. Com as bibliotecas ja equilibradas para a concentracdo ideal, dosar a quantidade de controle positivo que sera utilizada no sequenciamento
. Para bibliotecas de baixa diversidade (como bibliotecas de amplicons) a Illumina recomenda 20% de PhiX; o EMP recomenda entre 10-15%.

Para 20% de spike in:
Pool das bibliotecas 480 uL

PhiX 120 uL

1 —Incubar a mistura a 96 °C por 2 min

2 —Homogeneizar por inversdo do tubo 3x

3 —Imediatamente depois da inverséo, incubar em banho de gelo por 5 min

4 —Imediatamente ap6s o banho de gelo, carregar a solugdo no cartucho de sequenciamento

10-Sequenciar plataforma MiSeq
. Inserir o pool de amostras no cartucho Illumina Nextera XT V3 e sequenciar
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ANEXO 4

PIPELINE DAS ANALISES PELO SOFTWARE QIIME v. 1.9 (http:/giime.org/scripts/)
(PYLRO et al., 2014)

HittitHHHHHHHacionando 0 giime no directorio

source activate giimel

print_giime_config.py -t

conda install -c bioconda seqprep

HitHHHHHHHH#HHAHDaIXa 0 usearch, coloca no directorio e executa a permissao
chmod +x /home/bif/Daku/usearch7.0.1090_i86linux32
HittHEHHH A testa seu mapping file

validate_mapping_file.py -m mapping_file_Daku -0 mapping_output

HHHHAHHHHHHHAH0S passos abaixo sao exemplos para cada amostra, portanto para cada amostra realizar uma linha de comando. Uma
programagdo em Phyton resolveria este problema criando um looping de comandos

HitHHHHHHTHHAHcolocar todos os arquivos bmp dentro do directorio de trabalho

SeqPrep -f ./AC1IFNA_R1_001.fastq -r .JAC1FNA_R2_001.fastqg -1 ./1.seqprep/ACIFNA_R1_001_output.fastq.gz -2
.11.1.seqprep/ ACIFNA_R2_001_output.fastq.gz -S ./1.seqprep/ ACLFNA_merged.fastq.gz -A
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGT -B GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

mkdir ../2.trim_galore
trim_galore --stringency 5 --nextera --fastqc --length 20 ../1.seqprep/AC1FNA_merged.fastq.gz -o ../2.trim_galore

split_libraries_fastq.py -i ../2.trim_galore/ACLFNA_merged_trimmed.fq.gz -o ../3.demulti/AC1FNA -m mapping_file_Daku.txt --sample_ids
AC1FNA --barcode_type 'not-barcoded' --store_demultiplexed_fastq -q 20 -r 0

mkdir ../4.filterUsearch
/home/bif/Daku/usearch7.0.1090_i86linux32 -fastg_filter ../3.demulti/AC1FNA/seqs.fastq -fastq_maxee 0.8 -fastq_trunclen 240 -fastaout
.14 filterUsearch/ AC1FNA fasta

mkdir ../5.qiime/
cat ../4.filterUsearch/*.fasta > ../5.qiime/cyano.fasta

count_seqs.py -i ../5.giime/cyano.fasta

HiHHHHHAHAH#RHEapos concatenar todas as amostras em apenas um arquivo fasta, iniciam as linhas de comando do giime

perl /home/bif/Daku/bmp-Qiime2Uparse.pl -i cyano.fasta -0 reads_uparse.fa

/home/bif/Daku/usearch7.0.1090_i86linux32 -derep_fulllength reads_uparse.fa -output cyano_derep.fasta -sizeout
/home/bif/Daku/usearch7.0.1090_i86linux32 -sortbysize cyano_derep.fasta -output cyano_sorted.fa -minsize 2
/home/bif/Daku/usearch7.0.1090_i86linux32 -cluster_otus cyano_sorted.fa -otus cyano_otusl.fa
/home/bif/Daku/usearch7.0.1090_i86linux32 -uchime_ref cyano_otusl.fa -db /home/bif/Daku/gold.fa -strand plus -nonchimeras cyano_otus2.fa
fasta_formatter -i cyano_otus2.fa -o cyano_formated_otus2.fa

perl /home/bif/Daku/bmp-otuName.pl -i cyano_formated_otus2.fa -o cyano_otus.fa

/home/bif/Daku/usearch7.0.1090_i86linux32 -usearch_global cyano.fasta -db cyano_otus.fa -strand plus -id 0.99 -uc cyano_map.uc
HitHAHEHH##HAHalinhamento com o banco genomico

assign_taxonomy.py -i cyano_otus.fa -0 cyano_assign -r /home/bif/Daku/SILVA_128_QIIME_release/rep_set/99_otus_16S.fasta -t
/home/bif/Daku/SILVA_128_QIIME_release/taxonomy/16S_only/99/consensus_taxonomy_all_levels.txt

align_seqs.py -i cyano_otus.fa -0 cyano_rep_set_align -t /home/bif/Daku/SILVA_128_QIIME_release/rep_set_aligned/99_otus_aligned.fasta

filter_alignment.py -i cyano_rep_set_align/cyano_otus_aligned.fasta -o cyano_filtered_alignment
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make_phylogeny.py -i cyano_filtered_alignment/cyano_otus_aligned_pfiltered.fasta -o cyano_rep_set.tre

python /home/bif/Daku/bmp-map2qiime.py cyano_map.uc > cyano_otu_table.txt

make_otu_table.py -i cyano_otu_table.txt -t cyano_assign/cyano_otus_tax_assignments.txt -0 cyano_otu_table.biom
biom summarize-table -i cyano_otu_table.biom -o cyano_results_biom_table_quantitativo

biom summarize-table -i cyano_otu_table.biom --qualitative -0 cyano_results_biom_table_qualitativo

core_diversity_analyses.py -i cyano_otu_table.biom -m mapping_file_Daku.txt -t cyano_rep_set.tre -e 23256 -c Replicate -0 cyano_core_output
-a0 35

core_diversity_analyses.py -i cyano_otu_table.biom -m mapping_file_Daku.txt -t cyano_rep_set.tre -e 23256 -c Location -0 cyano_core_output
-a0 35

#core_diversity _analyses.py -i cyano_otu_table.biom -m mapping_file_Daku.txt -t cyano_rep_set.tre -e 23256 -c Replicate,Location -0
cyano_core_output -a0 35

beta_diversity.py -i cyano_otu_table.biom -m euclidean -o beta_div
upgma_cluster.py -i beta_div/euclidean_cyano_otu_table.txt -0 beta_div_cluster.tre
HitHiHHHTHHHAH desacionando o giime no directorio

source deactivate
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SCRIPTS DAS ANALISES PELO SOFTWARE RSTUDIO x86_64-apple-darwin15.6.0

library(vegan)
library(lattice)
library(outliers)
library(BiodiversityR)
library(ade4)
library(MASS)
library(cluster)
library(gclus)
library(graphics)
library(labdsv)
library(ashio)
library(moments)
library(car)
library(biotools)
library(usdm)
library(VGAM)
library(lawstat)
library(dplyr)
library(dendextend)
library(ggrepel)
library(abind)
library(ca)
library(gplots)

ANEXO 5

Pacotes utilizados ao longo das analises

#os pacotes abaixo necessitam de versoes anteriores especificas para rodar no script ajustado abaixo, assim nao serve as atualizacoes atuais que sao baixadas
automaticamente pelo comando "install.packages", portanto procuramos no CRAN e baixamos versoes especificas anteriores nos sites descritos (.zip)

library(FactoMineR) #versao 1.33 # https://cran.r-project.org/src/contrib/Archive/FactoMineR/

library(devtools) #versao 1.12.0 #https://cran.r-project.org/src/contrib/Archive/devtools/
library(factoextra) #versaO 1.0.3 #https://cran.r-project.org/src/contrib/Archive/factoextra/
library(ggplot2) #versao 2.2.1 #https://cran.r-project.org/web/packages/ggplot2/index.html
library(fossil)

library(corrplot)

library(Heatplus)

source("http://bioconductor.org/biocLite.R")

library(RColorBrewer)

POC <-read.table ("~/Documents/R operacional/POC.txt", header = T, dec=',")

# paso 1 - entendendo a disposicéo dos dados:

View(POC) #lendo no RStudio

POC #lendo no console

attach(POC) #1é o cabecério, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(POC) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(POC) #maostra os criterios

hist(POC$mg) #funcao histograma para a distribuicao, da variavel em funcao da planilha
#nao normal

#Associar duas variaveis a um parametro

tapply(POC$mg, POC$Samples, mean) #separando as medias All pela variavel samples
MedSamples<-tapply(POC$mg, POC$Samples, mean) #nomeando

MedSamples #vendo o arquivo

tapply(POC$mg, POC$Samples, sd) #separando os desvios All pela variavel samples
SdPOC<-tapply(POC$mg, POC$Samples, sd) #nomeando
SdPOC #vendo o arquivo

#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT

POC técnica de digestdo acida

boxplot(POC$mg~POC$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra variavel, o ~ separa o0s

dados

shapiro.test(POC$mg) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal

#nao deu normal (tem de transformar em log, e agora usar essa planilha transformada pra tudo

POCed <- POC[-16,]
View(POCed)
shapiro.test(POCed$mg) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal
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POClog<-log(POCed$mg)#dados de tam em log para ficarem normal
View(POClog)
shapiro.test(POClog)

POCstand <- decostand(POCed$mg, "standardize")#dados de tam em log para ficarem normal
View(POCstand)
shapiro.test(POCstand)

#ANOVA unifactorial

POCANOVA<-aov(POCstand~POCed$Samples, POCed) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero

POCANOVA

anova(POCANOVA) #An?lise de variancia, probabilidades
TukeyHSD(POCANOVA) #Teste Tukey, teste de tratamentos pareados a posteriori
plot(POCANOVA)

# paso 2 - matriz de dissimilaridade (agrupamento) - distancia euclidiana:

POCeu<-vegdist(POCstand, method="eu’, binary=F, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana pura para analises

quantitativas)

POCeu

POCeucluster<-hclust(POCeu, method = “average") # nomeando e gerando a analise de cluster
plot(POCeucluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

POCeucluster

#Correlagdo linear - POC e POC remote
POCremote <- read.table (*~/Documents/R operacional/POCremote.txt", header = T, dec=",")

POCremoteed.0 <- POCremote[1:16,]
POCremoteed.0

POCremoteed <- POCremoteed.0[-5,]
POCremoteed

POCremotestand <- decostand(POCremoteed$mg, “standardize")#dados de tam em log para ficarem normal
View(POCremotestand)
shapiro.test(POCremotestand)

POCstand
POCstanded <- POCstand[11:25,] # deixa apenas a partir da linha 11, para ficar com 0s mesmos pontos de POC remote
View(POCstanded)

poccor <- cor.test(POCremotestand, POCstanded)
poccor

POCremote <- read.table ("~/Documents/R operacional/POCremote.txt", header = T, dec=",")

# paso 1 - entendendo a disposicéo dos dados:

View(POCremote) #lendo no RStudio

POCremote #lendo no console

attach(POCremote) #lé o cabecario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(POCremote) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(POCremote) #mostra os criterios

hist(POCremote$mg) #funcao histograma para a distribuicao, da variavel em funcao da planilha
#nao normal

#Associar duas variaveis a um parametro

tapply(POCremote$mg, POCremote$Samples, mean) #separando as medias All pela variavel samples
MedSamples<-tapply(POCremote$mg, POCremote$Samples, mean) #nomeando

MedSamples #vendo o arquivo

tapply(POCremote$mg, POCremote$Samples, sd) #separando os desvios All pela variavel samples
SdPOC<-tapply(POCremote$mg, POCremote$Samples, sd) #nomeando
SdPOC #vendo o arquivo

#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT

POC remote sensoriamento remoto

boxplot(POCremote$mg~POCremote$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra variavel, 0 ~

separa os dados

shapiro.test(POCremote$mg) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal

#sim deu normal (normal caso nao tem de transformar em log, e agora usar essa planilha transformada pra tudo
#POClog<-log(POCremote$mg)#dados de tam em log para ficarem normal

#View(POCremotelog)

#shapiro.test(POCremotelog)

POCstand <- decostand(POCremote$mg, “standardize")#dados de tam em log para ficarem normal
View(POCstand)
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shapiro.test(POCstand)

#ANOVA unifactorial

POCANOVA<-aov(POCstand~POCremote$Samples) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero
POCANOVA

anova(POCANOVA) #An?lise de variancia, probabilidades

TukeyHSD(POCANOVA) #Teste

plot(POCANOVA)

# paso 2 - matriz de dissimilaridade (agrupamento) - distancia euclidiana:
POCremote
POCeu<-vegdist(POCstand, method="eu’, binary=F, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana pura para analises
quantitativas)
POCeu
POCeucluster<-hclust(POCeu, method = “average") # nomeando e gerando a analise de cluster
plot(POCeucluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster
POCeucluster
Figuras de POC remote (MATLAB v. 9.1)
% % POC
clear
clc
close all

% % % % % % % Figura 1

% % % % % % % Grande 2 meses

ncdisp(‘g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20151031.55W_10S_15E_5N.nc’)

poc=double(ncread(‘g4.timeAvgMap.MODISA _L3m_POC_2014 poc.20150901-20151031.55W_10S_15E 5N.nc','MODISA_L3m_POC_2014_poc'));
lon=double(ncread(‘g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20151031.55W_10S_15E_5N.nc','lon");
lat=double(ncread(‘'g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20151031.55W_10S_15E_5N.nc','lat"));

[Lat,Lon] = meshgrid(lat,lon);

flag=max(max(poc));

id=find(poc==flag);

poc(id)=nan;

figure(1)
colormap(jet’)
set(gca, fontsize',12)
[mlon,mlat]=meshgrid(lon,lat);% usa o """ para transpor a matriz e alinhar ela corretamente
m_proj(‘mercator’,'lon',[min(lon) max(lon)],'lat',[min(lat) max(lat)])
m_pcolor(mlon,mlat,log(poc)')% nao usa log pois eh temperatura
shading interp
m_gshhs_f(‘patch',[0.5 0.5 0.5])
m_grid(‘box’,'fancy','fontsize',12)
c=colorbar
ylabel(c,'log(POC) (mg/m~3)','fontsize',12)
set(c,'fontsize',12)
m_text(-29.33,-.9, \bf \otimes','fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', 'center','color’,'r");
m_text(-29.33,.2, \bf ASPSP','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', 'center");
m_text(-32.4,-3.86, "\bf \otimes','fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");
m_text(-32,-4.8, "\bf FN','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’);
m_text(-33.8,-3.85, "\bf \otimes', 'fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color’,'r");
m_text(-34,-3, \bf AR','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color', k");
set(gca, 'fontsize',12)
caxis([3 7])

%definiA,,o da ‘rea

latid_fn_figl = find(lat<-3.8 & lat>-3.9);
lonid_fn_figl = find(lon<-32.45 & lon>-32.55);
poc_fn_figl = poc(lonid_fn_figl,latid_fn_figl)’;
lat_fn_figl = lat(latid_fn_figl);

lon_fn_figl = lon(lonid_fn_figl);

latid_aspsp_figl = find(lat>0.87 & lat<0.97);
lonid_aspsp_figl = find(lon<-29.25 & lon>-29.35);
poc_aspsp_figl = poc(lonid_aspsp_figl,latid_aspsp_figl)’;
lat_aspsp_figl = lat(latid_aspsp_figl);
lon_aspsp_figl = lon(lonid_aspsp_figl);
latid_at_figl = find(lat>-3.90 & lat<-3.80);
lonid_at_figl = find(lon>-33.85 & lon<-33.75);
poc_at_figl = poc(lonid_at_figl,latid_at_figl)";
lat_at_figl = lat(latid_at_figl);

lon_at_figl = lon(lonid_at_figl);
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% % % % % % Figura 2

% % % % % % Grande 1 mis (outubro)
clear

cle

% close all

ncdisp(‘g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20151001-20151031.55W_10S_15E_5N.nc')
poc=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20151001-20151031.55W_10S_15E_5N.nc',MODISA_L3m_POC_2014_poc"));
lon=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20151001-20151031.55W_10S_15E_5N.nc','lon"));
lat=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014 poc.20151001-20151031.55W_10S_15E_5N.nc','lat"));

[Lat,Lon] = meshgrid(lat,lon);

flag=max(max(poc));

id=find(poc==flag);

poc(id)=nan;

figure(2)

colormap(‘jet’)

set(gca, 'fontsize',12)

[mlon,mlat]=meshgrid(lon,lat);

m_proj(‘'mercator','lon',[min(lon) max(lon)],'lat',[min(lat) max(lat)])

m_pcolor(mlon,mlat,log(poc)’)

shading interp

m_gshhs_f('patch’,[0.5 0.5 0.5])

m_grid(‘box','fancy’,'fontsize',12)

c=colorbar

ylabel(c,'log(POC) (mg/m”3)','fontsize’,12)

set(c, fontsize',12)

m_text(-29.33,-.9, '\bf \otimes', fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");

m_text(-29.33,.2, \bf ASPSP','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’);

m_text(-32.4,-3.86, "\bf \otimes', 'fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");

m_text(-32,-4.8, "\bf FN','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', 'center");

m_text(-33.8,-3.85, "\bf \otimes','fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center','color’,'r");

m_text(-34,-3, "\bf AR','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center','color','k");

set(gca, fontsize',12)

caxis([3 7])

%definiA,,o da ‘rea

latid_fn_fig2 = find(lat<-3.8 & lat>-3.9);
lonid_fn_fig2 = find(lon<-32.45 & lon>-32.55);
poc_fn_fig2 = poc(lonid_fn_fig2,latid_fn_fig2)";
lat_fn_fig2 = lat(latid_fn_fig2);

lon_fn_fig2 = lon(lonid_fn_fig2);

latid_aspsp_fig2 = find(lat>0.87 & 1at<0.97);
lonid_aspsp_fig2 = find(lon<-29.25 & lon>-29.35);
poc_aspsp_fig2 = poc(lonid_aspsp_fig2,latid_aspsp_fig2)";
lat_aspsp_fig2 = lat(latid_aspsp_fig2);
lon_aspsp_fig2 = lon(lonid_aspsp_fig2);
latid_at_fig2 = find(lat>-3.90 & lat<-3.80);
lonid_at_fig2 = find(lon>-33.85 & lon<-33.75);
poc_at_fig2 = poc(lonid_at_fig2,latid_at_fig2)";
lat_at_fig2 = lat(latid_at_fig2);

lon_at_fig2 = lon(lonid_at_fig2);

% % % % % % % % Figura 3

% % % % % % % % Grande mis de setembro
clear

clc

% close all

ncdisp('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20150930.55W_10S_15E_5N.nc')
poc=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20150930.55W_10S_15E_5N.nc',MODISA_L3m_POC_2014_poc));
lon=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20150930.55W_10S_15E_5N.nc','lon"));
lat=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20150930.55W_10S_15E_5N.nc','lat"));

[Lat,Lon] = meshgrid(lat,lon);

flag=max(max(poc));

id=find(poc==flag);

poc(id)=nan;

figure(3)

colormap(‘jet’)

set(gca, 'fontsize',12)
[mlon,mlat]=meshgrid(lon,lat);
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m_proj(‘mercator’,'lon',[min(lon) max(lon)],'lat',[min(lat) max(lat)])

m_pcolor(mlon,mlat,log(poc)’)

shading interp

m_gshhs_f('patch’,[0.5 0.5 0.5])

m_grid('box','fancy’, fontsize',12)

c=colorbar

ylabel(c,'log(POC) (mg/m”3)','fontsize’,12)

set(c, 'fontsize',12)

m_text(-29.33,-.9, '\bf \otimes', fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', 'center’,'color','r');

m_text(-29.33,.2, \bf ASPSP','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’);

m_text(-32.4,-3.86, "\bf \otimes','fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', 'center’,'color','r');

m_text(-32,-4.8, "\bf FN','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’);

m_text(-33.8,-3.85, "\bf \otimes', 'fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");

m_text(-34,-3, \bf AR','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','k");

set(gca, 'fontsize',12)

caxis([3 7])

%definiA,,o0 da ‘rea

latid_fn_fig3 = find(lat<-3.8 & lat>-3.9);
lonid_fn_fig3 = find(lon<-32.45 & lon>-32.55);
poc_fn_fig3 = poc(lonid_fn_fig3,latid_fn_fig3)’;
lat_fn_fig3 = lat(latid_fn_fig3);

lon_fn_fig3 = lon(lonid_fn_fig3);

latid_aspsp_fig3 = find(lat>0.87 & lat<0.97);
lonid_aspsp_fig3 = find(lon<-29.25 & lon>-29.35);
poc_aspsp_fig3 = poc(lonid_aspsp_fig3,latid_aspsp_fig3)";
lat_aspsp_fig3 = lat(latid_aspsp_fig3);
lon_aspsp_fig3 = lon(lonid_aspsp_fig3);
latid_at_fig3 = find(lat>-3.90 & lat<-3.80);
lonid_at_fig3 = find(lon>-33.85 & lon<-33.75);
poc_at_fig3 = poc(lonid_at_fig3,latid_at_fig3)";
lat_at_fig3 = lat(latid_at_fig3);

lon_at_fig3 = lon(lonid_at_fig3);

% % % % % % % % Figura 4

% % % % % % %% Atol + FN (outubro)
clear

clc

% close all

ncdisp('g4.timeAvgMap.MODISA L3m_POC_2014 poc.20151001-20151031.34W_4S_31W_3S.nc")
poc=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20151001-20151031.34W_4S_31W_3S.nc',/MODISA_L3m_POC_2014_poc");
lon=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20151001-20151031.34W_4S_31W_3S.nc','lon’));
lat=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014 poc.20151001-20151031.34W_4S_31W_3S.nc','lat"));

[Lat,Lon] = meshgrid(lat,lon);

flag=max(max(poc));

id=find(poc==flag);

poc(id)=nan;

figure(4)

colormap(‘jet’)

set(gca, 'fontsize',12)

[mlon,mlat]=meshgrid(lon,lat);

m_proj(‘mercator’,'lon',[min(lon) max(lon)],'lat',[min(lat) max(lat)])

m_pcolor(mlon,mlat,log(poc)’)

shading interp

m_gshhs_f('patch’,[0.5 0.5 0.5])

m_grid('box','fancy’, fontsize',12)

c=colorbar

ylabel(c,'log(POC) (mg/m~3)','fontsize’,12)

set(c, fontsize',12)

m_text(-32.4,-3.86, "\bf \otimes','fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");

m_text(-32.4,-4, "\bf FN','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’);

m_text(-33.8,-3.85, "\bf \otimes','fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");

m_text(-33.8,-4, "\bf AR','fontsize’',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','k");

set(gca, 'fontsize',12)

caxis([3 7])
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% % % % % % % % Figura 5

% % % % % % %% ASPSP (setembro)
clear

clc

% close all

ncdisp(‘g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20150930.30W_0S_28W_2N.nc'")
poc=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20150930.30W_0S_28W_2N.nc','MODISA_L3m_POC_2014 poc);
lon=double(ncread(‘g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20150930.30W_0S_28W_2N.nc','lon"));
lat=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20150901-20150930.30W_0S_28W_2N.nc','lat"));

[Lat,Lon] = meshgrid(lat,lon);

flag=max(max(poc));

id=find(poc==flag);

poc(id)=nan;

figure(5)

colormap(‘jet’)

set(gca, 'fontsize',12)

[mlon,mlat]=meshgrid(lon,lat);

m_proj(‘'mercator’,'lon',[min(lon) max(lon)],'lat',[min(lat) max(lat)])

m_pcolor(mlon,mlat,log(poc)’)

shading interp

m_gshhs_f('patch’,[0.5 0.5 0.5])

m_grid(‘box','fancy’,'fontsize',12)

c=colorbar

ylabel(c,'log(POC) (mg/m”"3)','fontsize’,12)

set(c, fontsize',12)

m_text(-29.33,.917, "\bf \otimes', fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");

m_text(-29.33,1, "\bf ASPSP','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’);

caxis([3 7])

% % % % % % % % Figura 6
% % % % % % % Grande 1 ano
clear

clc

% close all

ncdisp('g4.timeAvgMap.MODISA _L3m_POC_2014 poc.20141101-20151031.55W_10S_15E_5N.nc")
poc=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20141101-20151031.55W_10S_15E_5N.nc','MODISA_L3m_POC_2014 poc'));
lon=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20141101-20151031.55W_10S_15E_5N.nc','lon’));
lat=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014 poc.20141101-20151031.55W_10S_15E 5N.nc','lat’));

[Lat,Lon] = meshgrid(lat,lon);

flag=max(max(poc));

id=find(poc==flag);

poc(id)=nan;

figure(6)

colormap(jet’)

set(gca, fontsize',12)

[mlon,mlat]=meshgrid(lon,lat);

m_proj(‘mercator’,'lon',[min(lon) max(lon)],'lat',[min(lat) max(lat)])

m_pcolor(mlon,mlat,log(poc)’)

shading interp

m_gshhs_f('patch’,[0.5 0.5 0.5])

m_grid(‘box’,'fancy’, fontsize',12)

c=colorbar

ylabel(c,'log(POC) (mg/m”3)','fontsize’,12)

set(c, fontsize',12)

m_text(-29.33,-.9, '\bf \otimes', fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");

m_text(-29.33,.2, \bf ASPSP','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’);

m_text(-32.4,-3.86, "\bf \otimes','fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");

m_text(-32,-4.8, "\bf FN','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’);

m_text(-33.8,-3.85, "\bf \otimes', 'fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','r");

m_text(-34,-3, \bf AR','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color','k");

set(gca, 'fontsize',12)

caxis([3 7])

%definiA,,o da ‘rea
latid_fn_fig6 = find(lat<-3.8 & lat>-3.9);
lonid_fn_fig6 = find(lon<-32.45 & lon>-32.55);
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poc_fn_fig6 = poc(lonid_fn_fig6,latid_fn_fig6)’;
lat_fn_fig6 = lat(latid_fn_fig6);

lon_fn_fig6 = lon(lonid_fn_fig6);

latid_aspsp_fig6 = find(lat>0.87 & lat<0.97);
lonid_aspsp_fig6 = find(lon<-29.25 & lon>-29.35);
poc_aspsp_fig6 = poc(lonid_aspsp_fig6,latid_aspsp_fig6)";
lat_aspsp_fig6 = lat(latid_aspsp_fig6);
lon_aspsp_fig6é = lon(lonid_aspsp_fig6);
latid_at_fig6 = find(lat>-3.90 & lat<-3.80);
lonid_at_fig6 = find(lon>-33.85 & lon<-33.75);
poc_at_figé = poc(lonid_at_fig6,latid_at_fig6)";
lat_at_fig6 = lat(latid_at_fig6);

lon_at_fig6 = lon(lonid_at_fig6);

% % % % % % % % Figura 7

% % % % % % % Grande 5 anos
clear

clc

% close all

ncdisp(‘g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20101101-20151031.55W_10S_15E_5N.nc')

poc=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014 poc.20101101-20151031.55W_10S_15E_5N.nc','MODISA_L3m_POC_2014 poc));

lon=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014_poc.20101101-20151031.55W_10S_15E_5N.nc','lon"));
lat=double(ncread('g4.timeAvgMap.MODISA_L3m_POC_2014 poc.20101101-20151031.55W_10S_15E_5N.nc',lat"));

[Lat,Lon] = meshgrid(lat,lon);
flag=max(max(poc));
id=find(poc==flag);
poc(id)=nan;

figure(7)

colormap(‘jet’)

set(gca, 'fontsize',12)

[mlon,mlat]=meshgrid(lon,lat);

m_proj(‘mercator’,'lon',[min(lon) max(lon)],'lat',[min(lat) max(lat)])

m_pcolor(mlon,mlat,log(poc)")

shading interp

m_gshhs_f(‘patch',[0.5 0.5 0.5])

m_grid(‘box’,'fancy','fontsize',12)

c=colorbar

ylabel(c,'log(POC) (mg/m”3)’,'fontsize',12)

set(c,'fontsize',12)

m_text(-29.33,-.9, \bf \otimes','fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', 'center','color’,'r");

m_text(-29.33,.2, \bf ASPSP','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', 'center");

m_text(-32.4,-3.86, "\bf \otimes','fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', 'center','color’,'r");

m_text(-32,-4.8, "\bf FN','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', 'center");

m_text(-33.8,-3.85, "\bf \otimes', fontsize',11,...
'Horizontal Alignment', 'center','color’,'r");

m_text(-34,-3, \bf AR','fontsize',12,...
'Horizontal Alignment', ‘center’,'color',k");

set(gca, 'fontsize',12)

caxis([3 7])

%deﬁniA,,o da ‘rea

latid_fn_fig7 = find(lat<-3.8 & lat>-3.9);
lonid_fn_fig7 = find(lon<-32.45 & lon>-32.55);
poc_fn_fig7 = poc(lonid_fn_fig7,latid_fn_fig7)’;
lat_fn_fig7 = lat(latid_fn_fig7);

lon_fn_fig7 = lon(lonid_fn_fig7);

latid_aspsp_fig7 = find(lat>0.87 & lat<0.97);
lonid_aspsp_fig7 = find(lon<-29.25 & lon>-29.35);
poc_aspsp_fig7 = poc(lonid_aspsp_fig7,latid_aspsp_fig7)";
lat_aspsp_fig7 = lat(latid_aspsp_fig7);
lon_aspsp_fig7 = lon(lonid_aspsp_fig7);
latid_at_fig7 = find(lat>-3.90 & lat<-3.80);
lonid_at_fig7 = find(lon>-33.85 & lon<-33.75);
poc_at_fig7 = poc(lonid_at_fig7, latid_at_fig7)";
lat_at_fig7 = lat(latid_at_fig7);

lon_at_fig7 = lon(lonid_at_fig7);

cyto <- read.table ("~/Documents/R operacional/cytometry.txt", header = T, dec=",")
#ou

cyto<-read.table("~/Documents/R operacional/cytometry.txt", header=T, row.names=1, sep="\t', dec=","

Citometria das amostras de agua
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# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(cyto) #lendo no RStudio

cyto #lendo no console

attach(cyto) #1é o cabecério, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(cyto) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(cyto) #mostra os criterios

HHAHHHRHHHHHI]
#Syneco

hist(cyto$Synechococcus) #funcao histograma para a distribuicao, da variavel em funcao da planilha
#nao normal

histogram(~ Synechococcus|factor(Samples),
data = cyto,
layout = (1, 13),
nint = 30,
xlab = list("Cell / L", cex.lab = 1.5),
strip = FALSE,
strip.left = TRUE,
ylab = "Frequencies")

#Associar duas variaveis a um parametro

tapply(cyto$Synechococcus, cyto$Samples, mean) #separando as medias All pela variavel samples
MedAll<-tapply(cyto$Synechococcus, cyto$Samples, mean) #nomeando

MedAll #vendo o arquivo

tapply(cyto$Synechococcus, cyto$Samples, sd) #separando os desvios All pela variavel samples
SdAll<-tapply(cyto$Synechococcus, cyto$Samples, sd) #nomeando
SdAll #vendo o arquivo

#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT

par(mar = ¢(5,5,2,2), cex.lab =1.5)

boxplot(cyto$Synechococcus) #media e desvios do tamanho apenas

boxplot(cyto$Synechococcus~cyto$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra variavel, o ~
separa os dados

shapiro.test(cyto$Synechococcus) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal

#deu normal (tem de transformar em log, e agora usar essa planilha transformada pra tudo
#cytolog<-log(cyto$Synechococcus)#dados de tam em log para ficarem normal
#View(cytolog)

#shapiro.test(cytolog)

#ANOVA unifactorial

cytoANOVAK<-aov(cyto$Synechococcus~cyto$Samples, cyto) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero
cytoANOVA

anova(cytoANOVA) #An?lise de variancia, probabilidades

TukeyHSD(cytoANOVA) #Teste Tukey

plot(cytoANOVA)

plot(TukeyHSD(cytoANOVA))

HEHHHHHHEH
#Phlocoro

hist(cyto$Prochlorococcus) #funcao histograma para a distribuicao, da variavel em funcao da planilha
#nao normal

histogram(~ Prochlorococcus|factor(Samples),
data = cyto,
layout = c(1, 13),
nint = 30,
xlab = list("Cell / L", cex.lab = 1.5),
strip = FALSE,
strip.left = TRUE,
ylab = "Frequencies")

#Associar duas variaveis a um parametro

tapply(cyto$Prochlorococcus, cyto$Samples, mean) #separando as medias All pela variavel samples
MedAll<-tapply(cyto$Prochlorococcus, cyto$Samples, mean) #nomeando

MedAll #vendo o arquivo

tapply(cyto$Prochlorococcus, cyto$Samples, sd) #separando os desvios All pela variavel samples
SdAll<-tapply(cyto$Prochlorococcus, cyto$Samples, sd) #nomeando
SdAll #vendo o arquivo

#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT
par(mar = ¢(5,5,2,2), cex.lab = 1.5)
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boxplot(cyto$Prochlorococcus) #media e desvios do tamanho apenas
boxplot(cyto$Prochlorococcus~cyto$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra variavel, 0 ~
separa os dados

shapiro.test(cyto$Prochlorococcus) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal

#nao deu normal (tem de transformar em log, e agora usar essa planilha transformada pra tudo
#cytolog<-log(cyto$Prochlorococcus)#dados de tam em log para ficarem normal
#View(cytolog)

#shapiro.test(cytolog)

cytoed <- cyto[-163,]

cytoed

hist(cytoed$Prochlorococcus)
shapiro.test(cytoed$Prochlorococcus)

cytoedstan.pro <- decostand(cytoed$Prochlorococcus, "standardize™)#dados de tam em log para ficarem normal
View(cytoedstan.pro)
shapiro.test(cytoedstan.pro)

#ANOVA unifactorial

cytoANOVA<-aov(cytoedstan.pro~cytoed$Samples, cytoed) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero
cytoANOVA

anova(cytoANOVA) #An?lise de variancia, probabilidades

TukeyHSD(cytoANOVA) #Teste Tukey, teste de tratamentos pareados a posteriori

plot(cytoANOVA)

plot(TukeyHSD(cytoANOVA))

R

#All

#cyto ajustada - estatitisticas:
cyto.mds.0 <- cytoed[,-1]
cyto.mds.0

cyto.mds.1 <- cyto.mds.0[-9,]
cyto.mds.1

cyto.mds.2 <- cyto.mds.1[-12,]
cyto.mds.2

cyto.mds <- cyto.mds.2[-16,]
cyto.mds
shapiro.test(cyto.mds$Synechococcus)

cytostand <- decostand(cyto.mds, "standardize")#dados de tam em log para ficarem normal
View(cytostand)
shapiro.test(cytostand$Synechococcus)

#ANOVA multifatorial

fait<-
aov(cyto.mds$Phyto~cyto.mds$Synechococcus*cyto.mds$Prochlorococcus*cyto.mds$Cyanochlorophyllates*cyto.mds$Nanoeukaryotics*cyto.mds$Phyto,
cyto.mds)

anova(fait)

TukeyHSD(fait)

fruit<-
aov(cytostand$Phyto~cytostand$Synechococcus*cytostand$Prochlorococcus*cytostand$Cyanochlorophyllates*cytostand$Nanoeukaryotics*cytostand$Phyto,
cytostand)

anova(fruit)

TukeyHSD(fruit)

# paso 2

#PCA1

pca.cyto.pad<- prcomp(cytostand, center=F) #gera a PCA, method false indica que os dados nao vao ser ajusados por esta funcao, porem como eu ja
padronizei antes, a matriz gerada sera de co-relacao (mesmo eu nao usando o T, pois eu ja padronizei)

pca.cyto.pad

loadings(pca.cyto.pad) #verifica os pesos encontrados

summary(pca.cyto.pad)

attributes(pca.cyto.pad)

biplot(pca.cyto.pad, main="Titulo', xlab="Eixo 1', ylab="Eixo 2, bstick=T) #criterio de selcao de eixos, para saber quais vao ser os criterios usados para fazer a
matriz de agrupamento. Sendo a funcao brokenstick a mais usada, portanto para os eixos onde os autovalores observado (barra do grafico) for maior que o
esperado (pontos ligados), deve-se usar estes eixos apenas. A partir dos eixos escolhidos vc vai la na tabela da pca e ve quais sao os criterios que influicaim
estes eixos e serao estes criterios que vc vai usar para fazer finalmente a matriz de agrupamento

cyto.mds.3 <- cytoed[-9,]
cyto.mds.3

cyto.mds.4 <- cyto.mds.3[-12,]
cyto.mds.4

cyto.mds.5 <- cyto.mds.4[-16,]
cyto.mds.5
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x1 <- pca.cyto.pad$scores

x1

y1 <- pca.cyto.pad$scores~cyto.mds.5$Samples

yl

fitl <- envfit(pca.cyto.pad, cytostand, perm = 9999)
fitl

#PCA 2

pca.cyto.pad.comp<- princomp(cytostand, cor=F) #calcula os pesos de cada variavel dos eixos da PCA, usa F pois ja fiz a padronizacao dos dados
anteriormente, caso contrario usaria TRUE

pca.cyto.pad.comp

loadings(pca.cyto.pad.comp) #verifica os pesos encontrados

summary(pca.cyto.pad.comp)

attributes(pca.cyto.pad.comp)

biplot(pca.cyto.pad.comp, main="Titulo', xlab="Eixo 1', ylab="Eixo 2, bstick=T)

X2 <- pca.cyto.pad.comp$scores

x2

y2 <- pca.cyto.pad.comp$scores~cyto.mds.5$Samples
y2

fit2 <- envfit(pca.cyto.pad.comp, cytostand, perm = 9999)
fit2

#PCA 3 - grafico chique que agrupa

iris.pca <- PCA(cytostand, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

fit2 <- envfit(pca.cyto.pad.comp, cytostand, perm = 9999)
fit2

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=cyto.mds.5$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=cyto.mds.5$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,2), label="var", habillage=cyto.mds.5$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,3), label="var", habillage=cyto.mds.5$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = “black", invisible = “ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(2,3), label="var", habillage=cyto.mds.5$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#PCA 4 - grafico chique que agrupa sem decostand

iris.pca.1 <- PCA(cyto.mds, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.l

loadings(iris.pca.l) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca.l)

attributes(iris.pca.1)

pca.cyto.pad.comp.1<- princomp(cyto.mds, cor=F) #calcula os pesos de cada variavel dos eixos da PCA, usa F pois ja fiz a padronizacao dos dados
anteriormente, caso contrario usaria TRUE

pca.cyto.pad.comp.1

loadings(pca.cyto.pad.comp.1) #verifica os pesos encontrados

summary(pca.cyto.pad.comp.1)

attributes(pca.cyto.pad.comp.1)

biplot(pca.cyto.pad.comp.1, main="Titulo', xlab="Eixo 1', ylab="Eixo 2', bstick=T)

x3 <-pca.cyto.pad.comp.1$scores

X3

y3 <- pca.cyto.pad.comp.1$scores~cyto.mds.5$Samples
y3

fit3 <- envfit(pca.cyto.pad.comp.1, cyto.mds, perm = 9999)
fit3

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=cyto.mds.5$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=cyto.mds.5$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,2), label="var", habillage=cyto.mds.5$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,3), label="var", habillage=cyto.mds.5$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=cyto.mds.5$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
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# MDS - (distancia euclidiana metrica - abiotico)

cyto.mds.eu<- metaMDS(cytostand, distance="eu', k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
cyto.mds.eu

attributes(cyto.mds.eu)

plot(cyto.mds.eu, cex=3, display=c('sites)) #deixa apenas 0s pontos
text(cyto.mds.eu, display="sites’)

points(cyto.mds.eu$points[1:3,], col=1, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[4,], col=1, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[5:20,], col=2, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[21:40,], col=3, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[41:60,], col=4, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[61:75,], col=5, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[76:90,], col=5, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[91:105,], col=5, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[106:120,], col=5, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[121:135,], col=6, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[136:147,], col=6, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[148:159,], col=6, cex=3)
points(cyto.mds.eu$points[160:170,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL", IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0437"))

#sem decostand
cyto.mds.eu.1<- metaMDS(cyto.mds, distance="eu’, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
cyto.mds.eu.1
attributes(cyto.mds.eu.1)
plot(cyto.mds.eu.1, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas os pontos
text(cyto.mds.eu.1, display="sites")
points(cyto.mds.eu.1$points[1:3,], col=1, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[4,], col=1, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[5:20,], col=2, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[21:40,], col=3, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[41:60,], col=4, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[61:75,], col=5, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[76:90,], col=5, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[91:105,], col=5, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[106:120,], col=5, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[121:135,], col=6, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[136:147,], col=6, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[148:159,], col=6, cex=3)
points(cyto.mds.eu.1$points[160:170,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4', 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0755"))

Biomassa das cianobactérias
biomass <- read.table ("~/Documents/R operacional/biomass.txt", header = T, dec=",")

# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(biomass) #lendo no RStudio

cyto #lendo no console

attach(biomass) #1€é o cabegario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(biomass) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(biomass) #mostra os criterios

HHHHHHHHHHEHH
#Syneco

hist(biomass$Synechococcus) #funcao histograma para a distribuicao, da variavel em funcao da planilha
#nao normal

histogram(~ Synechococcus|factor(Samples),
data = biomass,
layout = c(1, 13),

nint = 30,
xlab = list("Cell / L", cex.lab = 1.5),
strip = FALSE,

strip.left = TRUE,
ylab = "Frequencies")

#Associar duas variaveis a um parametro

tapply(biomass$Synechococcus, biomass$Samples, mean) #separando as medias All pela variavel samples
MedAll<-tapply(biomass$Synechococcus, biomass$Samples, mean) #nomeando

MedAll #vendo o arquivo

tapply(biomass$Synechococcus, biomass$Samples, sd) #separando os desvios All pela variavel samples

SdAll<-tapply(biomass$Synechococcus, biomass$Samples, sd) #nomeando
SdAll #vendo o arquivo
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#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT

par(mar = ¢(5,5,2,2), cex.lab = 1.5)

boxplot(biomass$Synechococcus) #media e desvios do tamanho apenas

boxplot(biomass$Synechococcus~biomass$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra variavel,
0 ~ separa os dados

shapiro.test(biomass$Synechococcus) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal

#deu normal (nao precisa transformar)

#biomassstan.syn <- decostand(biomass$Prochlorococcus, "standardize")#dados de tam em log para ficarem normal
#View(biomassstan.syn)

#shapiro.test(biomassstan.syn)

#ANOVA unifactorial

biomassANOVA<-aov(biomass$Synechococcus~biomass$Samples, biomass) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero
biomassANOVA

anova(biomassANOVA) #An?lise de variancia, probabilidades

TukeyHSD(biomassANOVA) #Teste Tukey

plot(biomassANOVA)

plot(TukeyHSD(biomassANOVA))

BRI ]
#Phlocoro

hist(biomass$Prochlorococcus) #funcao histograma para a distribuicao, da variavel em funcao da planilha
#nao normal

histogram(~ Prochlorococcus|factor(Samples),
data = biomass,
layout = ¢(1, 13),

nint = 30,
xlab = list("Cell / L", cex.lab = 1.5),
strip = FALSE,

strip.left = TRUE,
ylab = "Frequencies")

#Associar duas variaveis a um parametro

tapply(biomass$Prochlorococcus, biomass$Samples, mean) #separando as medias All pela variavel samples
MedAll<-tapply(biomass$Prochlorococcus, biomass$Samples, mean) #nomeando

MedAll #vendo o arquivo

tapply(biomass$Prochlorococcus, biomass$Samples, sd) #separando os desvios All pela variavel samples
SdAll<-tapply(biomass$Prochlorococcus, biomass$Samples, sd) #nomeando
SdAll #vendo o arquivo

#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT

par(mar = ¢(5,5,2,2), cex.lab =1.5)

boxplot(biomass$Prochlorococcus) #media e desvios do tamanho apenas

boxplot(biomass$Prochlorococcus~biomass$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra
variavel, o ~ separa os dados

shapiro.test(biomass$Prochlorococcus) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal

#deu normal (nao precisa transformar)

#biomassstan.pro <- decostand(biomass$Prochlorococcus, "standardize")#dados de tam em log para ficarem normal
#View(biomassstan.pro)

#shapiro.test(biomassstan.pro)

#ANOVA unifactorial

biomassANOVA<-aov(biomass$Prochlorococcus~biomass$Samples, biomass) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero
biomassANOVA

anova(biomassANOVA) #An?lise de variancia, probabilidades

TukeyHSD(biomassANOVA) #Teste Tukey, teste de tratamentos pareados a posteriori

plot(biomassANOVA)

plot(TukeyHSD(biomassANOVA))

WL

#All

#biomass ajustada - estatitisticas:
biomass.ed <- biomass[,-1]
View(biomass.ed)
shapiro.test(biomass.ed$Synechococcus)
shapiro.test(biomass.ed$Prochlorococcus)

biomassstand <- decostand(biomass.ed, "standardize")#dados de tam em log para ficarem normal
View(biomassstand)

shapiro.test(biomassstand$Synechococcus)

shapiro.test(biomassstand$Prochlorococcus)

#ANOVA multifatorial
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fait<-aov(biomass.ed$Prochlorococcus~biomass.ed$Synechococcus*biomass.ed$Prochlorococcus, biomass.ed)
anova(fait)
TukeyHSD(fait)

fruit<-aov(biomassstand$Prochlorococcus~biomassstand$Synechococcus*biomassstand$Prochlorococcus, biomassstand)
anova(fruit)
TukeyHSD(fruit)

# paso 2 - matriz de dissimilaridade (agrupamento) - distancia euclidiana:

biomasseu<-vegdist(biomass.ed, method="eu', binary=F, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana pura para
analises quantitativas)

biomasseu

biomasseucluster<-hclust(biomasseu, method = "average") # nomeando e gerando a analise de cluster

plot(biomasseucluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

biomasseucluster

biomasseu.1<-vegdist(biomassstand, method="eu’, binary=F, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana pura para
analises quantitativas)

biomasseu.1

biomasseucluster.1<-hclust(biomasseu.1, method = "average") # nomeando e gerando a analise de cluster

plot(biomasseucluster.1, hang = -1) #gera o grafico de cluster

biomasseucluster.1

#PCA - grafico chique que agrupa sem decostand

iris.pca <- PCA(biomass.ed, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

pca.biomass.ed<- princomp(biomass.ed, cor=F) #calcula os pesos de cada variavel dos eixos da PCA, usa F pois ja fiz a padronizacao dos dados
anteriormente, caso contrario usaria TRUE

pca.biomass.ed

loadings(pca.biomass.ed) #verifica os pesos encontrados

summary(pca.biomass.ed)

attributes(pca.biomass.ed)

biplot(pca.biomass.ed, main="Titulo', xlab="Eixo 1', ylab="Eixo 2', bstick=T)

X3 <-pca.biomass.ed$scores

X3

y3 <- pca.biomass.ed$scores~bhiomass$Samples
y3

fit3 <- envfit(pca.biomass.ed, biomass.ed, perm = 9999)
fit3

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=biomass$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=biomass$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,2), label="var", habillage=biomass$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#PCA stand

iris.pca.1 <- PCA(biomassstand, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.1

loadings(iris.pca.1) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca.1)

attributes(iris.pca.1)

pca.biomass.ed.1<- princomp(biomassstand, cor=F) #calcula os pesos de cada variavel dos eixos da PCA, usa F pois ja fiz a padronizacao dos dados
anteriormente, caso contrario usaria TRUE

pca.biomass.ed.1

loadings(pca.biomass.ed.1) #verifica os pesos encontrados

summary(pca.biomass.ed.1)

attributes(pca.biomass.ed.1)

biplot(pca.biomass.ed.1, main="Titulo', xlab="Eixo 1', ylab="Eixo 2', bstick=T)

x4 <-pca.hiomass.ed.1$scores

x4

y4 <- pca.biomass.ed.1$scores~biomass$Samples
y4

fitd <- envfit(pca.biomass.ed.1, biomassstand, perm = 9999)
fit4

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")
fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=biomass$Samples)
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fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=biomass$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)
fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,2), label="var", habillage=biomass$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

# MDS - (distancia euclidiana metrica - abiotico)

biomass.mds.eu<- metaMDS(biomass.ed, distance="eu’, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
biomass.mds.eu

attributes(biomass.mds.eu)

plot(biomass.mds.eu, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(biomass.mds.eu, display="sites’)
points(biomass.mds.eu$points[1:3,], col=1, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[4,], col=1, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[5:20,], col=2, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[21:40,], col=3, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[41:60,], col=4, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[61:75,], col=5, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[76:90,], col=5, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[91:105,], col=5, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[106:120,], col=5, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[121:135,], col=6, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[136:147,], col=6, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[148:159,], col=6, cex=3)
points(biomass.mds.eu$points[160:174,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0001"))

#MDS stand

biomass.mds.eu.1<- metaMDS(biomassstand, distance="eu', k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
biomass.mds.eu.1

attributes(biomass.mds.eu.1)

plot(biomass.mds.eu.1, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(biomass.mds.eu.1, display="sites’)
points(biomass.mds.eu.1$points[1:3,], col=1, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[4,], col=1, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[5:20,], col=2, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[21:40,], col=3, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[41:60,], col=4, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[61:75,], col=5, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[76:90,], col=5, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[91:105,], col=5, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[106:120,], col=5, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[121:135,], col=6, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[136:147,], col=6, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[148:159,], col=6, cex=3)
points(biomass.mds.eu.1$points[160:174,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', '"AC2', 'PP1', 'PAl’, 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4', 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0001"))

# paso 3 - Correlacéo linear - syneco e prochlo
biomasscor <- cor.test(biomass.ed$Prochlorococcus, biomass.ed$Synechococcus)
biomasscor

biomasscor.stand <- cor.test(biomassstand$Prochlorococcus, biomassstand$Synechococcus)
biomasscor.stand

Riqueza costa DGGE
HitH#### 3.00pm

Rig3dgge <- read.table ("~/Documents/R operacional/Rig 3.00 DGGE.txt", header = T, dec=",")

# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(Rig3dgge) #lendo no RStudio

Rig3dgge #lendo no console

attach(Rig3dgge) #lé o cabecario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(Rig3dgge) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(Rig3dgge) #mostra os criterios

Rig3dgge.ed <- Rig3dgge[,-1]
View(Rig3dgge.ed)

# paso 2 - informagdes ecologicas:
# riqueza observada

A <- specnumber(Rig3dgge.ed)
View(A)

#riqueza estimada
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#estimadores de riqueza por ponto
estimateR(Rig3dgge.ed)

#estimadores de riqueza total - binario
specpool (Rig3dgge.ed)

#chaol (binario)
C1 <- chaol(Rig3dgge.ed, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (abundancia)
#C2 <- chao2(Rig3dgge.ed, taxa.row = FALSE)
#C2

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <- jack1(Rig3dgge.ed, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <- jack2(Rig3dgge.ed, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao

quantile(rowSums(Rig3dgge.ed)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o mais perto do 100% do numero total de otus

#Chao random

all <- specaccum(Rig3dgge.ed, method = "random", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly”, col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples"
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Chao rarefaction

all <- specaccum(Rig3dgge.ed, method = "rarefaction”, index = “chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples"
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Jack random

all <- specaccum(Rig3dgge.ed, method = "random", index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples"
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

all <- specaccum(Rig3dgge.ed, method = "random", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples"
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Jack rarefaction

all <- specaccum(Rig3dgge.ed, method = "rarefaction”, index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples"
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

all <- specaccum(Rig3dgge.ed, method = "rarefaction”, index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Ilwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples"
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#adiv (binario)

#Shannon

H <- diversity(Rig3dgge.ed, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

#Simpson
S <- diversity(Rig3dgge.ed, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

#Bdiv (binario)
#betadiver(help=TRUE)
#indice Jaccard

Jac <- designdist(Rig3dgge.ed, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)

plot(Jac)
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scores(Jac)
quantile(Jac)
mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0o metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.982

#indice Sorensen

Sor <- designdist(Rig3dgge.ed, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 3)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.964

#decostand

#nao precisou transformar - decostand, dados binarios

Rig3dgge.ed.stan <- decostand(Rig3dgge.ed, method="stand’) #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd padroniza
para atingir a distribuicao normal padrao

Rig3dgge.ed.stan

#Rig3dgge.ed.dist.stan <- vegdist(Rig3dgge.ed.stan, method="bray', binary=TRUE)
#RRiq3dgge.ed.dist.stan

#Rig3dgge.ed.dist.stan.cluster <- hclust(Rig3dgge.ed.dist.stan) #gera a analise de cluster
#plot(Rig3dgge.ed.dist.stan.cluster) #gera o grafico de cluster

#nao precisou transformar - decostand, pois nao deu diferenca na aordenacao

# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(Rig3dgge.ed, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados

summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites™)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=Rig3dgge$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=Rig3dgge$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,2), label="var", habillage=Rig3dgge$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black”, invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,3), label="var", habillage=Rig3dgge$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=Rig3dgge$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

Rig3dgge.mds.Jac<- metaMDS(Rig3dgge.ed, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
Rig3dgge.mds.Jac

attributes(Rig3dgge.mds.Jac)

plot(Rig3dgge.mds.Jac, cex=3, display=c('sites')) #deixa apenas 0s pontos
text(Rig3dgge.mds.Jac, display="sites")

points(Rig3dgge.mds.Jac$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(Rig3dgge.mds.Jac$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(Rig3dgge.mds.Jac$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(Rig3dgge.mds.Jac$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(Rig3dgge.mds.Jac$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', '"AC2', 'PP1', 'PA1', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = 0.0151"))

#MDS stand
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Rig3dgge.mds.Jac.1<- metaMDS(Rig3dgge.ed.stan, distance='jaccard', binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes

Rig3dgge.mds.Jac.1

attributes(Rig3dgge.mds.Jac.1)

plot(Rig3dgge.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas os pontos
text(Rig3dgge.mds.Jac.1, display="sites')
points(Rig3dgge.mds.Jac.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(Rig3dgge.mds.Jac.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(Rig3dgge.mds.Jac.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(Rig3dgge.mds.Jac.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(Rig3dgge.mds.Jac.1$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', '"AC2', 'PP1', 'PA1', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = 0.0151"))

HitHHHHA 0.22um

Rig0.22dgge <- read.table ("~/Documents/R operacional/Riq 0.22 DGGE.txt", header = T, dec=",")

# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(Rig0.22dgge) #lendo no RStudio

Rig0.22dgge #lendo no console

attach(Riq0.22dgge) #1é o cabegario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(Rig0.22dgge) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(Rig0.22dgge) #mostra os criterios

Rig0.22dgge.ed <- Rig0.22dggel[,-1]
View(Rigq0.22dgge.ed)

# paso 2 - informag0es ecologicas:

# riqueza observada
A <- specnumber(Riq0.22dgge.ed)
View(A)

#riqueza estimada
#estimadores de riqueza por ponto
estimateR(Riq0.22dgge.ed)

#estimadores de riqueza total - binario
specpool(Rig0.22dgge.ed)

#chaol (abundancia)
C1 <- chaol(Rig0.22dgge.ed, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (presenca e ausencia)
C2 <- chao2(Rig0.22dgge.ed, taxa.row = FALSE)
Cc2

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <-jack1(Riq0.22dgge.ed, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <- jack2(Riq0.22dgge.ed, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao

quantile(rowSums(Rig0.22dgge.ed)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o mais perto do 100% do numero total de otus

#Chao random

all <- specaccum(Rigq0.22dgge.ed, method = "random", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Picophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Chao rarefaction

all <- specaccum(Rigq0.22dgge.ed, method = "rarefaction”, index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Picophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Jack random

all <- specaccum(Rig0.22dgge.ed, method = "random", index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Picophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")
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boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(Rig0.22dgge.ed, method = "random", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Picophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack rarefaction

all <- specaccum(Riq0.22dgge.ed, method = "rarefaction”, index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Picophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(Riq0.22dgge.ed, method = “rarefaction”, index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Picophytoplankton (DGGE)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#adiv (binario)

#Shannon

H <- diversity(Rig0.22dgge.ed, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

#Simpson
S <- diversity(Riq0.22dgge.ed, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

#Bdiv (binario)

#betadiver(help=TRUE)

#indice Jaccard

Jac <- designdist(Riq0.22dgge.ed, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e 0 mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.982

#indice Sorensen

Sor <- designdist(Riq0.22dgge.ed, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 3)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.964

#decostand

#nao precisou transformar - decostand, dados binarios

Rig0.22dgge.ed.stan <- decostand(Rig0.22dgge.ed, method="stand’) #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd
padroniza para atingir a distribuicao normal padrao

Rig0.22dgge.ed.stan

#Rig0.22dgge.ed.dist.stan <- vegdist(Riq0.22dgge.ed.stan, method="bray’, binary=TRUE)
#RRig0.22dgge.ed.dist.stan

#Rig0.22dgge.ed.dist.stan.cluster <- hclust(Rig3dgge.ed.dist.stan) #gera a analise de cluster
#plot(Riq0.22dgge.ed.dist.stan.cluster) #gera o grafico de cluster

#nao precisou transformar - decostand, pois nao deu diferenca na aordenacao
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# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(Riq0.22dgge.ed, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica os pesos encontrados

summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=Riq0.22dgge$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=Riq0.22dgge$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=Riq0.22dgge$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,3), label="var", habillage=Riq0.22dgge$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=Riq0.22dgge$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

Rig0.22dgge.mds.Jac<- metaMDS(Riq0.22dgge.ed, distance="jaccard', binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
Rig0.22dgge.mds.Jac

attributes(Rig0.22dgge.mds.Jac)

plot(Rig0.22dgge.mds.Jac, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(Rig0.22dgge.mds.Jac, display='sites")
points(Rig0.22dgge.mds.Jac$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(Rig0.22dgge.mds.Jac$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(Rig0.22dgge.mds.Jac$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(Rig0.22dgge.mds.Jac$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(Rig0.22dgge.mds.Jac$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c('ACL', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = 0.0001"))

#MDS stand
Rig0.22dgge.mds.Jac.1<- metaMDS(Riq0.22dgge.ed.stan, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
Rig0.22dgge.mds.Jac.1
attributes(Riq0.22dgge.mds.Jac.1)
plot(Riq0.22dgge.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas os pontos
text(Rig0.22dgge.mds.Jac.1, display="sites’)
points(Rig0.22dgge.mds.Jac.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(Rig0.22dgge.mds.Jac.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(Rig0.22dgge.mds.Jac.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(Rig0.22dgge.mds.Jac.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(Rig0.22dgge.mds.Jac.1$points[11:13,], col=4, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = ?"))
Riqueza costa Illumina
#ittt COAST
#itt 3.00um

Rig3 <- read.table ("~/Documents/R operacional/Riq 3.00 illumina coast.txt", header = T, dec=",")

# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(Rig3) #lendo no RStudio

Rig3 #lendo no console

attach(Rig3) #1€ o cabecério, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(Rig3) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(Rig3) #mostra os criterios

Rig3.ed.c <- Rig3[,-1]
View(Rig3.ed.c)

# paso 2 - informagdes ecologicas:
# riqueza observada

A <- specnumber(Rig3.ed.c)
View(A)

#riqueza estimada

#estimadores de riqueza por ponto
estimateR(Rig3.ed.c)

#estimadores de riqueza total - binario
specpool(Rig3.ed.c)

#chaol (abundancia)
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C1 <- chaol(Rig3.ed.c, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (presenca e ausencia)
C2 <- chao2(Rig3.ed.c, taxa.row = FALSE)
(67

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <- jack1(Rig3.ed.c, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <- jack2(Rig3.ed.c, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao

quantile(rowSums(Rig3.ed.c)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o mais perto do 100% do numero total de otus

#Chao random

all <- specaccum(Rig3.ed.c, method = “random", index = “chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab ="
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Chao rarefaction

all <- specaccum(Rig3.ed.c, method = "rarefaction”, index = “chao")

plot(all, ci.type = "poly”, col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab ="
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Jack random

all <- specaccum(Rig3.ed.c, method = “random”, index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab ="
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

all <- specaccum(Rig3.ed.c, method = "random", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab ="
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Jack rarefaction

all <- specaccum(Rig3.ed.c, method = "rarefaction", index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab ="
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

all <- specaccum(Rig3.ed.c, method = "rarefaction”, index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab ="
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#adiv (binario)

#Shannon

H <- diversity(Rig3.ed.c, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

#Simpson
S <- diversity(Rig3.ed.c, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

#Bdiv (binario)
#betadiver(help=TRUE)
#indice Jaccard

Jac <- designdist(Rig3.ed.c, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)

plot(Jac)
scores(Jac)
quantile(Jac)
mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster
rect.hclust(Jac.cluster, 4)

Number of Samples"

Number of Samples”

Number of Samples"

Number of Samples"

Number of Samples"

Number of Samples”
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Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.738

#indice Sorensen

Sor <- designdist(Rig3.ed.c, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 4)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.704

#decostand

Rig3.ed.c.stan <- decostand(Rig3.ed.c, method="stand’) #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd padroniza para
atingir a distribuicao normal padrao

Rig3.ed.c.stan

#Rig3.ed.c.dist.stan <- designdist(Rig3.ed.c.stan, method = “(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
#Rig3.ed.c.dist.stan

#Rig3.ed.c.dist.stan.cluster <- hclust(Rig3.ed.c.dist.stan, method="average’) #gera a analise de cluster

#plot(Rig3.ed.c.dist.stan.cluster) #gera o grafico de cluster

#Rig3.ed.c.dist.stan.cof<- cophenetic(Rig3.ed.c.dist.stan.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves
do metodo do vizinho completo ou mais distante

#Rig3.ed.c.dist.stan.cof

#plot(Rig3.ed.c.dist.stan.cof)

#cor(Rig3.ed.c.dist.stan, Rig3.ed.c.dist.stan.cof)

#nao precisou transformar - decostand, pois nao deu diferenca na aordenacao

# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(Rig3.ed.c, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=Rig3$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=Rig3$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=Rig3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5, pointsize
=4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,3), label="var", habillage=Rig3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5, pointsize
=4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=Rig3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5, pointsize
=4) + theme_minimal()

#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

Rig3.ed.c.mds.Jac<- metaMDS(Rig3.ed.c, distance="jaccard', binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
Rig3.ed.c.mds.Jac

attributes(Rig3.ed.c.mds.Jac)

plot(Rig3.ed.c.mds.Jac, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(Rig3.ed.c.mds.Jac, display='sites’)

points(Rig3.ed.c.mds.Jac$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(Rig3.ed.c.mds.Jac$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(Rig3.ed.c.mds.Jac$points[5:7 ], col=2, cex=3)
points(Rig3.ed.c.mds.Jac$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(Rig3.ed.c.mds.Jac$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PA1, 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = 0.0900")

#MDS stand

Rig3.ed.c.mds.Jac.1<- metaMDS(Rig3.ed.c.stan, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
Rig3.ed.c.mds.Jac.1

attributes(Rig3.ed.c.mds.Jac.1)
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plot(Rig3.ed.c.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites)) #deixa apenas os pontos
text(Rig3.ed.c.mds.Jac.1, display='sites’)
points(Rig3.ed.c.mds.Jac.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(Rig3.ed.c.mds.Jac.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(Rig3.ed.c.mds.Jac.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(Rig3.ed.c.mds.Jac.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(Rig3.ed.c.mds.Jac.1$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', '"AC2', 'PP1', 'PA1', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = ?'))

HitHHHHH COAST
HitHHHHA 0.22um

Rig0.22 <- read.table ("~/Documents/R operacional/Riq 0.22 illumina coast.txt", header = T, dec="")

# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(Riq0.22) #lendo no RStudio

Rig0.22 #lendo no console

attach(Riq0.22) #1é o cabegario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(Rig0.22) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(Rig0.22) #maostra os criterios

Ri0.22.ed.c <- Riq0.22[,-1]
View(Rigq0.22.ed.c)

# paso 2 - informag0es ecologicas:

# riqueza observada
A <- specnumber(Riq0.22.ed.c)
View(A)

#riqueza estimada
#estimadores de riqueza por ponto
estimateR(Riq0.22.ed.c)

#estimadores de riqueza total - binario
specpool(Rig0.22.ed.c)

#chaol (abundancia)
C1 <- chaol(Rig0.22.ed.c, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (presenca e ausencia)
C2 <- chao2(Rig0.22.ed.c, taxa.row = FALSE)
Cc2

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <-jack1(Riq0.22.ed.c, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <- jack2(Riq0.22.ed.c, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao
quantile(rowSums(Rig0.22.ed.c)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o mais perto do 100% do numero total de otus

#Chao random

all <- specaccum(Rig0.22.ed.c, method = “random", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Ilwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Picophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Chao rarefaction

all <- specaccum(Rig0.22.ed.c, method = "rarefaction”, index = “chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Picophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Jack random

all <- specaccum(Riq0.22.ed.c, method = "random", index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Picophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")
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all <- specaccum(Riq0.22.ed.c, method = "random", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Picophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack rarefaction

all <- specaccum(Riq0.22.ed.c, method = "rarefaction”, index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Picophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(Riq0.22.ed.c, method = "rarefaction”, index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Picophytoplankton (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Cyano OTUs")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#adiv (binario)

#Shannon

H <- diversity(Rig0.22.ed.c, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

#Simpson
S <- diversity(Rig0.22.ed.c, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

#Bdiv (binario)

#betadiver(help=TRUE)

#indice Jaccard

Jac <- designdist(Rig0.22.ed.c, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e 0 mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.883

#indice Sorensen

Sor <- designdist(Rig0.22.ed.c, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 3)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.964

#decostand

Rig0.22.ed.c.stan <- decostand(Rig0.22.ed.c, method="stand’) #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd padroniza
para atingir a distribuicao normal padrao

Rig0.22.ed.c.stan

#Rig0.22.ed.c.dist.stan <- designdist(Rig0.22.ed.c.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
#Rig0.22.ed.c.dist.stan

#Rig0.22.ed.c.dist.stan.cluster <- hclust(Rig0.22.ed.c.dist.stan, method="average’) #gera a analise de cluster

#plot(Rigq0.22.ed.c.dist.stan.cluster) #gera o grafico de cluster

#Rig0.22.ed.c.dist.stan.cof<- cophenetic(Rigq0.22.ed.c.dist.stan.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada
atraves do metodo do vizinho completo ou mais distante

#Rig0.22.ed.c.dist.stan.cof

#plot(Riq0.22.ed.c.dist.stan.cof)

#cor(Rig0.22.ed.c.dist.stan, Rig0.22.ed.c.dist.stan.cof)
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#nao precisou transformar - decostand, pois nao deu diferenca na aordenacao

# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(Riq0.22.ed.c, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica os pesos encontrados

summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=Riq0.22$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=Rig0.22$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,2), label="var", habillage=Riq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,3), label="var", habillage=Riq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=Rig0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize
pointsize = 4) + theme_minimal()
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#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

Rig0.22.ed.c.mds.Jac<- metaMDS(Riq0.22.ed.c, distance="jaccard', binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
Rig0.22.ed.c.mds.Jac

attributes(Rig0.22.ed.c.mds.Jac)

plot(Rig0.22.ed.c.mds.Jac, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(Rig0.22.ed.c.mds.Jac, display="sites’)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = 0.1041")

#MDS stand
Rig0.22.ed.c.mds.Jac.1<- metaMDS(Riq0.22.ed.c.stan, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
Rig0.22.ed.c.mds.Jac.1
attributes(Riq0.22.ed.c.mds.Jac.1)
plot(Rig0.22.ed.c.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(Rig0.22.ed.c.mds.Jac.1, display="sites’)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(Rig0.22.ed.c.mds.Jac.1$points[11:13,], col=4, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', '"AC2', 'PP1', 'PAl', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = ?"))
Sequencias e indices ecolégicos 3,00um Illumina
Hitt 3.00um
#tti All - seq

seg3 <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 3.00 illumina.txt", header = T, dec=",")

HitHHHHHH paso 1 - entendendo a disposicdo dos dados All 3.00um

View(seq3) #lendo no RStudio

seg3 #lendo no console

attach(seq3) #lé o cabecario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(seqg3) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(seg3) #mostra os criterios

#Syneco

#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT

par(mar = ¢(5,5,2,2), cex.lab = 1.5)

boxplot(seq3$Synechococcus) #media e desvios do tamanho apenas

boxplot(seq3$Synechococcus~seq3$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra variavel, 0 ~
separa os dados

shapiro.test(seq3$Synechococcus) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal

#deu normal (tem de transformar em log, e agora usar essa planilha transformada pra tudo
#seq3stan.syn <- decostand(seq3$Synechococcus, “standardize")

#View(seq3stan.syn)

#shapiro.test(seg3stan.syn)

#ANOVA unifactorial
ANOVA.syn<-aov(seq3$Synechococcus~seq3$Samples, seq3) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero
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ANOVA.syn

anova(ANOVA.syn) #An?lise de variancia, probabilidades
TukeyHSD(ANOVA.syn) #Teste Tukey

plot(ANOVA.syn)

plot(TukeyHSD(ANOVA.syn))

#Prochloro

#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT

par(mar = ¢(5,5,2,2), cex.lab = 1.5)

boxplot(seq3$Prochlorococcus) #media e desvios do tamanho apenas

boxplot(seq3$Prochlorococcus~seq3$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra variavel, o ~
separa os dados

shapiro.test(seq3$Prochlorococcus) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal
#deu normal - tem de transformar e usar essa planilha transformada pra tudo
#seq3stan.pro <- decostand(seq3$Prochlorococcus, "standardize™)
#View(seq3stan.pro)

#shapiro.test(seq3stan.pro)

#ANOVA unifactorial

ANOVA .pro<-aov(seq3$Prochlorococcus~seq3$Samples, seq3) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero
ANOVA .pro

anova(ANOVA.pro) #An?lise de variancia, probabilidades

TukeyHSD(ANOVA.pro) #Teste Tukey

plot(ANOVA.pro)

plot(TukeyHSD(ANOVA.pro))

#All

#ajustes necessarios p/ estatitisticas
seg3ed <- seq3[,-1]

View(seq3ed)

seq3edstand <- decostand(seg3ed, "standardize™)
View(seg3edstand)
shapiro.test(seq3edstand$Synechococcus)
shapiro.test(seq3edstand$Prochlorococcus)

#ANOVA multifatorial
fait<-aov(seq3ed$Prochlorococcus~seq3ed$Synechococcus*seq3ed$Prochlorococcus, seq3ed)
anova(fait)

TukeyHSD(fait)

frait<-aov(seg3edstand$Prochlorococcus~seq3edstand$Synechococcus*seq3edstand$Prochlorococcus, seq3edstand)
anova(frait)
TukeyHSD(frait)

# paso 2 - matriz de dissimilaridade (agrupamento) - distancia euclidiana com dados bioticos:

#SEM STAND

seg3ed.eu.1<-vegdist(seq3ed, method="eu’, binary=TRUE, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana pura para
analises quantitativas)

seg3ed.eu.l

seg3ed.eu.cluster.1<-hclust(seg3ed.eu.1, method = "average") # nomeando e gerando a analise de cluster

seg3ed.eu.cluster.1

plot(seg3ed.eu.cluster.1, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(seq3ed.eu.cluster.1, 4)

seg3ed.eu.cluster.1.cof<- cophenetic(seq3ed.eu.cluster.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do
metodo do vizinho completo ou mais distante

seg3ed.eu.cluster.1.cof

plot(seg3ed.eu.cluster.1.cof)

cor(seq3ed.eu.1, seq3ed.eu.cluster.1.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh
0 que tiver maior correlacao, no caso 0.704

#STAND

seg3edstand.eu.1<-vegdist(seq3edstand, method="eu’, binary=TRUE, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana
pura para analises quantitativas)

seg3edstand.eu.1

seg3edstand.eu.cluster.1<-hclust(seq3edstand.eu.1, method = "average") # nomeando e gerando a analise de cluster

seg3edstand.eu.cluster.1

plot(seg3edstand.eu.cluster.1, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(seg3edstand.eu.cluster.1, 3)

seg3edstand.eu.cluster.1.cof<- cophenetic(seg3edstand.eu.cluster.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada
atraves do metodo do vizinho completo ou mais distante

seg3edstand.eu.cluster.1.cof

plot(seg3edstand.eu.cluster.1.cof)

cor(seg3edstand.eu.1, seq3edstand.eu.cluster.1.cof) #cor

# paso 3
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#PCA SEM STAND - Usar esse:

iris.pca <- PCA(seg3ed, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq3$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq3$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5, pointsize
=4) + theme_minimal()

#PCA stand

iris.pca.1 <- PCA(seq3edstand, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.1

loadings(iris.pca.1) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca.1)

attributes(iris.pca.1)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq3$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq3$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible
pointsize = 4) + theme_minimal()

"ind", labelsize

I
o

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(1,3), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,

pointsize = 4) + theme_minimal()

#MDS - (distancia euclidiana metrica - abiotico)

seg3.mds.eu<- metaMDS(seq3ed, distance="eu’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seg3.mds.eu

attributes(seq3.mds.eu)

plot(seq3.mds.eu, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(seq3.mds.eu, display="sites’)

points(seg3.mds.eu$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq3.mds.eu$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seg3.mds.eu$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seg3.mds.eu$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq3.mds.eu$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(seq3.mds.eu$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(seg3.mds.eu$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(seq3.mds.eu$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(seq3.mds.eu$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(seq3.mds.eu$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(seq3.mds.eu$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(seq3.mds.eu$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(seq3.mds.eu$points[35:37,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c(‘AC1', '"AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4', 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0862"))

#MDS stand

seg3.mds.eu.1<- metaMDS(seg3edstand, distance="eu’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seg3.mds.eu.1

attributes(seq3.mds.eu.1)

plot(seg3.mds.eu.1, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(seq3.mds.eu.1, display="sites’)

points(seg3.mds.eu.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq3.mds.eu.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(seg3.mds.eu.1$points[35:37,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PA1','IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4', 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0905"))

HH#HHAE 3.00pum
ittt All - eco

#restart R
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# paso 1 - informacoes preliminares
seq3 <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 3.00 illumina.txt", header = T, dec=",")
seg3ed <- seq3[,-1]

View(seq3)
View(seq3ed)

# paso 2 - informagdes ecologicas All - eco 3.00pm

# riqueza total

Stotal<- diversityresult (seq3ed, index="richness', method="pooled") #abundancia total por todos os pontos, utiliza a tabela onde tem os dados crus da
quantidade de especies por ponto

Stotal

summary(Stotal)

# riqueza media

Slocal<- diversityresult (seq3ed, index="richness', method="mean’) #abundancia por ponto
Slocal

summary(Slocal)

# riqueza observada por ponto
A <- specnumber(seq3ed)
View(A)

#riqueza estimada
#estimadores de riqueza por ponto
estimateR (seq3ed)

#estimadores de riqueza total
specpool (seq3ed)

#chaol (abundancia)
C1 <- chaol(seq3ed, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (presenca e ausencia)
C2 <- chao2(seq3ed, taxa.row = FALSE)
Cc2

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <-jackl(seg3ed, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <- jack2(seq3ed, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao
quantile(rowSums(seq3ed)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o mais perto do 100% do numero total de otus

#menor abundancia dentre todas as amostras - nocao para igualar as diferentes amsotragens
raremax <- min(rowSums(seq3ed))
raremax#590

#numero de especies rarefeitas (que nao estao na amostra, especies raras)

R1 <- rarefy(seq3ed, raremax)#590, nesse caso dessa planilha - menor numero observado de sequencias medias. Comparacao com esforcos diferentes (O
tamanho da subamostra para a comunidade mais pequena, seja um valor Gnico ou um vetor)

View(R1)

summary(R1)

plot(R1)

#curva de rarefacao por ponto - rarefacao

col <- c("black", "darkred", "forestgreen", "orange", "
Ity <- c("solid", "dashed", "longdash"”, "dotdash™)
pars <- expand.grid(col = col, Ity = Ity, stringsAsFactors = FALSE)

head(pars)

blue", "yellow", "hotpink™)

out <- with(pars[1:37, ],
rarecurve(segq3ed, step = 20, sample = raremax, display=c('sites'), col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6),
Ity = Ity, label = FALSE))
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4'", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))

#curva de rarefacao total - Chao

all <- specaccum(seg3ed, method = "random", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"
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#Chao rarefaction

all <- specaccum(seq3ed, method = "rarefaction", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack random

all <- specaccum(seq3ed, method = "random", index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(seq3ed, method = "random", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Jack rarefaction

all <- specaccum(seq3ed, method = "rarefaction”, index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = “yellow", add = TRUE, pch = "+")

all <- specaccum(seq3ed, method = "rarefaction”, index = “jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#adiv (binario)

#Shannon

#diversidade geral

HShannon <- diversityresult(seq3ed, index="Shannon', method="pooled’) #diversidade total por todos os pontos
HShannon

#diversidade media a cada ponto
h1Shannon <- diversityresult(seq3ed, index='Shannon', method='mean’) #diversidade por ponto
h1Shannon

#diversidade por ponto

H <- diversity(seq3ed, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

summary(H)

#Simpson

#diversidade geral

SSimpson <- diversityresult(seq3ed, index="'Simpson’, method="pooled") #diversidade total por todos os pontos
SSimpson

#diversidade media a cada ponto
s1Simpson <- diversityresult(seq3ed, index="Simpson’, method="mean’) #diversidade por ponto
s1Simpson

#diversidade por ponto

S <- diversity(seq3ed, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

summary(S)

#Bdiv (binario)

#betadiver(help=TRUE)

#indice Jaccard

Jac <- designdist(seg3ed, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)
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cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.738

#decostand

seg3ed.stan <- decostand(seq3ed, method="stand’) #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd padroniza para atingir
a distribuicao normal padrao

seg3ed.stan

#indice Jaccard STAND

Jac.stand <- designdist(seq3ed.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac.stand)

scores(Jac.stand)

quantile(Jac.stand)

mean(Jac.stand)

Jac.stand.cluster <- hclust(Jac.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Jac.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.stand.cluster, 3)

Jac.stand.cof<- cophenetic(Jac.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Jac.stand.cof

plot(Jac.stand.cof)

cor(Jac.stand, Jac.stand.cof)

#indice Sorensen

Sor <- designdist(seq3ed, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = “binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 3)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.704

#indice Sorensen STAND

Sor.stand <- designdist(seq3ed.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor.stand)

scores(Sor.stand)

quantile(Sor.stand)

mean(Sor.stand)

Sor.stand.cluster <- hclust(Sor.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Sor.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.stand.cluster, 3)

Sor.stand.cof<- cophenetic(Sor.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Sor.stand.cof

plot(Sor.stand.cof)

cor(Sor.stand, Sor.stand.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qgde cluster que vc usou e 0 mais adequado, eh o que tiver
maior correlacao, no caso 0.704

# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(seg3ed, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites™)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq3$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq3$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = “ind", labelsize = 5, pointsize
=4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,3), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5, pointsize
=4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5, pointsize
=4) + theme_minimal()

#PCA stand
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iris.pca.1 <- PCA(seq3ed.stan, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.1

loadings(iris.pca.1) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca.1)

attributes(iris.pca.1)

plot(iris.pca.1, display = "sites")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq3$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq3$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(1,3), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq3$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize
pointsize = 4) + theme_minimal()

#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

seg3ed.mds.Jac<- metaMDS(seq3ed, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq3ed.mds.Jac

attributes(seq3ed.mds.Jac)

plot(seq3ed.mds.Jac, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas os pontos
text(seq3ed.mds.Jac, display="sites’)
points(seq3ed.mds.Jac$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac$points[35:37,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1’, 'PAL", 'IC1', 'AS1', 'AS2", 'AS3', 'AS4", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.1515"))

#NMDS stand

seg3ed.mds.Jac.1<- metaMDS(seq3ed.stan, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq3ed.mds.Jac.1

attributes(seq3ed.mds.Jac.1)

plot(seg3ed.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites')) #deixa apenas os pontos
text(seq3ed.mds.Jac.1, display="sites’)
points(seq3ed.mds.Jac.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac.1$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(seq3ed.mds.Jac.1$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac.1$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac.1$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac.1$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac.1$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac.1$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac.1$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(seg3ed.mds.Jac.1$points[35:37,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c(‘AC1', '"AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4’, 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0001"))

HH#HHHAE 3.00um
#i#HHHHH COAST

#restart R
seg3.c <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 3.00 illumina coast.txt", header = T, dec=",")

# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(seg3.c) #lendo no RStudio

seg3.c #lendo no console

attach(seg3.c) #1é o cabegario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(seqg3.c) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(seg3.c) #mostra os criterios

seg3ed.c.1 <- seq3.c[,-1]
seg3ed.c.1
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taxa.off <- colSums(seg3ed.c.1)
taxa.off

seg3ed.c <- seq3ed.c.1[, which(colSums(seq3ed.c.1) !=0)]
View(seq3ed.c)

n.taxa.off <- ncol(seq3ed.c.1)-ncol(seg3ed.c)
n.taxa.off

# paso 2 - informacg0es ecologicas

# riqueza total

Stotal<- diversityresult (seq3ed.c, index="richness', method="pooled’) #abundancia total por todos os pontos, utiliza a tabela onde tem os dados crus da
quantidade de especies por ponto

Stotal

summary(Stotal)

# riqueza media

Slocal<- diversityresult (seg3ed.c, index="richness', method="mean') #abundancia por ponto
Slocal

summary(Slocal)

# riqueza observada por ponto
A <- specnumber(seq3ed.c)
View(A)

#riqueza estimada
#estimadores de riqueza por ponto
estimateR(seg3ed.c)

#estimadores de riqueza total
specpool(seg3ed.c)

#chaol (abundancia)
C1 <- chaol(seg3ed.c, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (presenca e ausencia)
C2 <- chao2(seg3ed.c, taxa.row = FALSE)
Cc2

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <-jackl(seg3ed.c, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <-jack2(seq3ed.c, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao
quantile(rowSums(seq3ed.c)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o mais perto do 100% do numero total de otus

#menor abundancia dentre todas as amostras - nocao para igualar as diferentes amsotragens
raremax <- min(rowSums(seg3ed.c))
raremax#3406

#numero de especies rarefeitas (que nao estao na amostra, especies raras)

R1 <- rarefy(seg3ed.c, raremax)#3406, nesse caso dessa planilha - menor numero observado de sequencias medias. Comparacao com esforcos diferentes (O
tamanho da subamostra para a comunidade mais pequena, seja um valor Gnico ou um vetor)

View(R1)

summary(R1)

plot(R1)

#curva de rarefacao por ponto - rarefacao

col <- c("black", "darkred", "forestgreen", "orange", "
Ity <- c("solid", "dashed", "longdash"”, "dotdash™)
pars <- expand.grid(col = col, Ity = Ity, stringsAsFactors = FALSE)

head(pars)

blue", "yellow", "hotpink")

out <- with(pars[1:13, ],
rarecurve(seg3ed.c, step = 20, sample = raremax, display=c(sites'), col=c(1,1,2,3,4),
Ity = Ity, label = FALSE))
legend(locator(1), c('AC1', '"AC2', 'PP1', 'PA1', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))

#curva de rarefacao total - Chao

all <- specaccum(seg3ed.c, method = "random", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Ilwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")
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boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Chao rarefaction

all <- specaccum(seq3ed.c, method = "rarefaction", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack random

all <- specaccum(seq3ed.c, method = “random", index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(seq3ed.c, method = "random”, index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#Jack rarefaction

all <- specaccum(seq3ed.c, method = "“rarefaction"”, index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly”, col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

all <- specaccum(seg3ed.c, method = “rarefaction"”, index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly”, col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#adiv (binario)

#Shannon

#diversidade geral

HShannon <- diversityresult(seq3ed.c, index="Shannon', method="pooled") #diversidade total por todos os pontos
HShannon

#diversidade media a cada ponto
h1Shannon <- diversityresult(seg3ed.c, index='Shannon', method="mean’) #diversidade por ponto
h1Shannon

#diversidade por ponto

H <- diversity(seq3ed.c, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

summary(H)

#Simpson

#diversidade geral

SSimpson <- diversityresult(seg3ed.c, index="Simpson’, method="pooled’) #diversidade total por todos os pontos
SSimpson

#diversidade media a cada ponto
s1Simpson <- diversityresult(seq3ed.c, index="Simpson', method="mean’) #diversidade por ponto
s1Simpson

#diversidade por ponto

S <- diversity(seg3ed.c, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

summary(S)

#Bdiv (binario)

#betadiver(help=TRUE)

#indice Jaccard

Jac <- designdist(seg3ed.c, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante
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Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.738

#decostand

seg3ed.c.stan <- decostand(segq3ed.c, method="stand’) #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd padroniza para
atingir a distribuicao normal padrao

seg3ed.c.stan

#indice Jaccard STAND

Jac.stand <- designdist(seg3ed.c.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac.stand)

scores(Jac.stand)

quantile(Jac.stand)

mean(Jac.stand)

Jac.stand.cluster <- hclust(Jac.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Jac.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.stand.cluster, 3)

Jac.stand.cof<- cophenetic(Jac.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Jac.stand.cof

plot(Jac.stand.cof)

cor(Jac.stand, Jac.stand.cof)

#indice Sorensen

Sor <- designdist(seg3ed.c, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 3)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.704

#indice Sorensen STAND

Sor.stand <- designdist(seg3ed.c.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor.stand)

scores(Sor.stand)

quantile(Sor.stand)

mean(Sor.stand)

Sor.stand.cluster <- hclust(Sor.stand, method="average")#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Sor.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.stand.cluster, 3)

Sor.stand.cof<- cophenetic(Sor.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Sor.stand.cof

plot(Sor.stand.cof)

cor(Sor.stand, Sor.stand.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qgde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver
maior correlacao, no caso 0.704

# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(seg3ed.c, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites™)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq3.c$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq3.c$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,2), label="var", habillage=seq3.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize =
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,3), label="var", habillage=seq3.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(2,3), label="var", habillage=seq3.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize
pointsize = 4) + theme_minimal()

I I
o

I
o
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#PCA stand

iris.pca.1 <- PCA(seq3ed.c.stan, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.1

loadings(iris.pca.1) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca.1)

attributes(iris.pca.1)

plot(iris.pca.1, display = "sites")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq3.c$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq3.c$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,2), label="var", habillage=seq3.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize

pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,3), label="var", habillage=seq3.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible

pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(2,3), label="var", habillage=seq3.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible

pointsize = 4) + theme_minimal()

#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

seg3ed.c.mds.Jac<- metaMDS(seq3ed.c, distance='jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seg3ed.c.mds.Jac

attributes(seq3ed.c.mds.Jac)

plot(seq3ed.c.mds.Jac, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas os pontos
text(seq3ed.c.mds.Jac, display="sites")

points(seq3ed.c.mds.Jac$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq3ed.c.mds.Jac$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seq3ed.c.mds.Jac$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seq3ed.c.mds.Jac$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq3ed.c.mds.Jac$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1’, 'PAL', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = 0.0900"))

#NMDS stand

seg3ed.c.mds.Jac.1<- metaMDS(seg3ed.c.stan, distance='jaccard', binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seg3ed.c.mds.Jac.1

attributes(seq3ed.c.mds.Jac.1)

plot(seg3ed.c.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(seg3ed.c.mds.Jac.1, display='sites')
points(seq3ed.c.mds.Jac.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq3ed.c.mds.Jac.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seg3ed.c.mds.Jac.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seg3ed.c.mds.Jac.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq3ed.c.mds.Jac.1$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = 0.0954"))

HH#HHHEE 3.00Um
#HittHHHH ARCHIPELAGO

#restart R
seg3.a <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 3.00 illumina archipelago.txt", header = T, dec=",")

# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(seq3.a) #lendo no RStudio

seg3.a #lendo no console

attach(seg3.a) #lé o cabecario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(seqg3.a) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(seg3.a) #mostra os criterios

seg3ed.a.1 <- seq3.a[,-1]
seg3ed.a.1

taxa.off <- colSums(seg3ed.a.1)
taxa.off

seg3ed.a <- seq3ed.a.1[, which(colSums(segq3ed.a.1) != 0)]
View(seq3ed.a)

n.taxa.off <- ncol(seq3ed.a.1)-ncol(seq3ed.a)
n.taxa.off

# paso 2 - informagoes ecologicas
# riqueza total

"ind", labelsize

"ind", labelsize

Stotal<- diversityresult (seq3ed.a, index="richness', method="pooled’) #abundancia total por todos os pontos, utiliza a tabela onde tem os dados crus da

quantidade de especies por ponto
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Stotal
summary(Stotal)

# riqueza media

Slocal<- diversityresult (seq3ed.a, index="richness', method="mean’) #abundancia por ponto
Slocal

summary(Slocal)

# riqueza observada por ponto
A <- specnumber(seq3ed.a)
View(A)

#riqueza estimada
#estimadores de riqueza por ponto
estimateR(seq3ed.a)

#estimadores de riqueza total
specpool(seq3ed.a)

#chaol (abundancia)
C1 <- chaol(seq3ed.a, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (presenca e ausencia)
C2 <- chao2(seq3ed.a, taxa.row = FALSE)
C2

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <- jack1(seq3ed.a, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <- jack2(seq3ed.a, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao
quantile(rowSums(seq3ed.a)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o mais perto do 100% do numero total de otus

#menor abundancia dentre todas as amostras - nocao para igualar as diferentes amsotragens
raremax <- min(rowSums(seq3ed.a))
raremax#590

#numero de especies rarefeitas (que nao estao na amostra, especies raras)

R1 <- rarefy(seq3ed.a, raremax)#590, nesse caso dessa planilha - menor numero observado de sequencias medias. Comparacao com esforcos diferentes (O
tamanho da subamostra para a comunidade mais pequena, seja um valor Gnico ou um vetor)

View(R1)

summary(R1)

plot(R1)

#curva de rarefacao por ponto - rarefacao

col <- c("black", "darkred", "forestgreen", "orange", "
Ity <- c¢("solid", "dashed", "longdash", "dotdash")
pars <- expand.grid(col = col, Ity = Ity, stringsAsFactors = FALSE)

head(pars)

blue”, "yellow", "hotpink")

out <- with(pars[1:24, ],
rarecurve(seg3ed.a, step = 20, sample = raremax, display=c('sites"), col=c(5,5,5,5,6,6,6,6),
Ity = Ity, label = FALSE))
legend(locator(1), c('AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'), pch=16, col=c(5,5,5,5,6,6,6,6))

#curva de rarefacao total - Chao

all <- specaccum(seg3ed.a, method = "random", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Ilwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Insular nanophotoplankton - 3,00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Chao rarefaction

all <- specaccum(seg3ed.a, method = "rarefaction", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Insular nanophotoplankton - 3,00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack random

all <- specaccum(seg3ed.a, method = "random", index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Insular nanophotoplankton - 3,00pm (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")
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boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(seq3ed.a, method = "random", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Insular nanophotoplankton - 3,00pum (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack rarefaction

all <- specaccum(seq3ed.a, method = "rarefaction"”, index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Insular nanophotoplankton - 3,00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples”,
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(seq3ed.a, method = “rarefaction", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Insular nanophotoplankton - 3,00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#adiv (binario)

#Shannon

#diversidade geral

HShannon <- diversityresult(seq3ed.a, index='Shannon', method="pooled") #diversidade total por todos os pontos
HShannon

#diversidade media a cada ponto
h1Shannon <- diversityresult(seq3ed.a, index="Shannon', method="mean') #diversidade por ponto
h1Shannon

#diversidade por ponto

H <- diversity(seq3ed.a, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

summary(H)

#Simpson

#diversidade geral

SSimpson <- diversityresult(seq3ed.a, index='Simpson’, method="pooled") #diversidade total por todos os pontos
SSimpson

#diversidade media a cada ponto
s1Simpson <- diversityresult(seq3ed.a, index='Simpson', method="mean’) #diversidade por ponto
s1Simpson

#diversidade por ponto

S <- diversity(seq3ed.a, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

summary(S)

#Bdiv (binario)

#betadiver(help=TRUE)

#indice Jaccard

Jac <- designdist(seq3ed.a, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.738

#decostand

seg3ed.a.stan <- decostand(seg3ed.a, method="stand’) #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd padroniza para
atingir a distribuicao normal padrao

seg3ed.a.stan

#indice Jaccard STAND

Jac.stand <- designdist(seq3ed.a.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac.stand)

scores(Jac.stand)
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quantile(Jac.stand)
mean(Jac.stand)

Jac.stand.cluster <- hclust(Jac.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Jac.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.stand.cluster, 3)

Jac.stand.cof<- cophenetic(Jac.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Jac.stand.cof

plot(Jac.stand.cof)

cor(Jac.stand, Jac.stand.cof)

#indice Sorensen

Sor <- designdist(seq3ed.a, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 3)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e 0 mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.704

#indice Sorensen STAND

Sor.stand <- designdist(seq3ed.a.stan, method = “(A+B-2*J)/(A+B)", terms = “binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor.stand)

scores(Sor.stand)

quantile(Sor.stand)

mean(Sor.stand)

Sor.stand.cluster <- hclust(Sor.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Sor.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.stand.cluster, 3)

Sor.stand.cof<- cophenetic(Sor.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Sor.stand.cof

plot(Sor.stand.cof)

cor(Sor.stand, Sor.stand.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver
maior correlacao, no caso 0.704

# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(seq3ed.a, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites™)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq3.a$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq3.a$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,2), label="var", habillage=seq3.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,3), label="var", habillage=seq3.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(2,3), label="var", habillage=seq3.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#PCA stand

iris.pca.1 <- PCA(seg3ed.a.stan, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.1

loadings(iris.pca.1) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca.1)

attributes(iris.pca.1)

plot(iris.pca.1, display = "sites")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq3.a$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq3.a$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,2), label="var", habillage=seq3.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
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fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,3), label="var", habillage=seq3.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq3.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

seg3ed.a.mds.Jac<- metaMDS(seq3ed.a, distance='jaccard', binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seg3ed.a.mds.Jac

attributes(seq3ed.a.mds.Jac)

plot(seq3ed.a.mds.Jac, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas os pontos

text(seq3ed.a.mds.Jac, display="sites’)

points(seq3ed.a.mds.Jac$points[1:3,], col=5, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac$points[4:6,], col=5, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac$points[7:9,], col=5, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac$points[10:12,], col=5, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac$points[13:15,], col=6, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac$points[16:18,], col=6, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac$points[19:21,], col=6, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac$points[22:24,], col=6, cex=3)

legend(locator(1), c('AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.1168"))

#NMDS stand

seg3ed.a.mds.Jac.1<- metaMDS(seq3ed.a.stan, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seg3ed.a.mds.Jac.1

attributes(seq3ed.a.mds.Jac.1)

plot(seq3ed.a.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos

text(seq3ed.a.mds.Jac.1, display="sites’)

points(seq3ed.a.mds.Jac.1$points[1:3,], col=5, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac.1$points[4:6,], col=5, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac.1$points[7:9,], col=5, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac.1$points[10:12,], col=5, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac.1$points[13:15,], col=6, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac.1$points[16:18,], col=6, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac.1$points[19:21,], col=6, cex=3)

points(seq3ed.a.mds.Jac.1$points[22:24,], col=6, cex=3)

legend(locator(1), c('AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = ?"))

Sequencias e indices ecolégicos 0,22um Ilumina
Hitt 0.22um
#itii All - seq

seq0.22 <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 0.22 illumina.txt", header = T, dec=",")

Hit#HHHEHH paso 1 - entendendo a disposicdo dos dados All 0.22pm

View(seq0.22) #lendo no RStudio

seq0.22 #lendo no console

attach(seq0.22) #1é o cabegério, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(seq0.22) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(seq0.22) #mostra os criterios

#Syneco

#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT

par(mar = ¢(5,5,2,2), cex.lab = 1.5)

boxplot(seq0.22$Synechococcus) #media e desvios do tamanho apenas

boxplot(seq0.22$Synechococcus~seq0.22$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra variavel,
0 ~ separa os dados

shapiro.test(seq0.22$Synechococcus) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal

#deu normal (tem de transformar em log, e agora usar essa planilha transformada pra tudo
#seq0.22stan.syn <- decostand(seq0.22$Synechococcus, "standardize")
#View(seq0.22stan.syn)

#shapiro.test(seq0.22stan.syn)

#ANOVA unifactorial

ANOVA.syn<-aov(seq0.22$Synechococcus~seq0.22$Samples, seq0.22) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero
ANOVA.syn

anova(ANOVA.syn) #An?lise de variancia, probabilidades

TukeyHSD(ANOVA.syn) #Teste Tukey

plot(ANOVA.syn)

plot(TukeyHSD(ANOVA.syn))

#Prochloro

#graficos de media com desvio padrao, funcao BOXPLOT
par(mar = ¢(5,5,2,2), cex.lab = 1.5)
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boxplot(seq0.22$Prochlorococcus) #media e desvios do tamanho apenas
boxplot(seq0.22$Prochlorococcus~seq0.22$Samples) #da um ~ com um espaco, eh um comando que da a media e o desvio de uma variavel por outra variavel,
0 ~ separa os dados

shapiro.test(seq0.22$Prochlorococcus) #teste de normalidade p<0,05 para ser normal
#deu normal - tem de transformar e usar essa planilha transformada pra tudo
#seq0.22stan.pro <- decostand(seq0.22$Prochlorococcus, "standardize™)
#View(seq0.22stan.pro)

#shapiro.test(seq0.22stan.pro)

#ANOVA unifactorial

ANOVA .pro<-aov(seq0.22$Prochlorococcus~seq0.22$Samples, seq0.22) #fit e 0 nome que eu dei para aov (analysis of variance) do que eu quero
ANOVA .pro

anova(ANOVA.pro) #An?lise de variancia, probabilidades

TukeyHSD(ANOVA.pro) #Teste Tukey

plot(ANOVA.pro)

plot(TukeyHSD(ANOVA.pro))

#All

#ajustes necessarios p/ estatitisticas
seq0.22ed <- seq0.22[,-1]
View(seq0.22ed)

seq0.22edstand <- decostand(seq0.22ed, "standardize")
View(seq0.22edstand)
shapiro.test(seq0.22edstand$Synechococcus)
shapiro.test(seq0.22edstand$Prochlorococcus)

#ANOVA multifatorial
fait<-aov(seq0.22ed$Prochlorococcus~seq0.22ed$Synechococcus*seq0.22ed$Prochlorococcus, seq0.22ed)
anova(fait)

TukeyHSD(fait)

frait<-aov(seq0.22edstand$Prochlorococcus~seq0.22edstand$Synechococcus*seq0.22edstand$Prochlorococcus, seq0.22edstand)
anova(frait)
TukeyHSD(frait)

# paso 2 - matriz de dissimilaridade (agrupamento) - distancia euclidiana com dados bioticos:

#SEM STAND

seq0.22ed.eu.1<-vegdist(seq0.22ed, method="eu’, binary=TRUE, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana pura
para analises quantitativas)

seq0.22ed.eu.1

seq0.22ed.eu.cluster.1<-hclust(seq0.22ed.eu.1, method = "average") # nomeando e gerando a analise de cluster

seq0.22ed.eu.cluster.1

plot(seq0.22ed.eu.cluster.1, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(seq0.22ed.eu.cluster.1, 4)

seq0.22ed.eu.cluster.1.cof<- cophenetic(seq0.22ed.eu.cluster.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves
do metodo do vizinho completo ou mais distante

seq0.22ed.eu.cluster.1.cof

plot(seq0.22ed.eu.cluster.1.cof)

cor(seq0.22ed.eu.1, seq0.22ed.eu.cluster.1.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e 0 mais
adequado, eh o que tiver maior correlacao, no caso 0.704

#STAND

seq0.22edstand.eu.1<-vegdist(seq0.22edstand, method="eu’, binary=TRUE, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia
euclidiana pura para analises quantitativas)

seq0.22edstand.eu.1

seq0.22edstand.eu.cluster.1<-hclust(seq0.22edstand.eu.1, method = "average") # nomeando e gerando a analise de cluster

seq0.22edstand.eu.cluster.1

plot(seq0.22edstand.eu.cluster.1, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(seq0.22edstand.eu.cluster.1, 3)

seq0.22edstand.eu.cluster.1.cof<- cophenetic(seq0.22edstand.eu.cluster.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia
observada atraves do metodo do vizinho completo ou mais distante

seq0.22edstand.eu.cluster.1.cof

plot(seq0.22edstand.eu.cluster.1.cof)

cor(seq0.22edstand.eu.1, seq0.22edstand.eu.cluster.1.cof) #cor

# paso 3

#PCA SEM STAND - Usar esse:

iris.pca <- PCA(seq0.22ed, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")
fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq0.22$Samples)
fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq0.22$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)
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fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,2), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#PCA stand

iris.pca.1 <- PCA(seq0.22edstand, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.1

loadings(iris.pca.1) #verifica os pesos encontrados

summary(iris.pca.1)

attributes(iris.pca.1)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq0.22$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq0.22$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c¢(1,2), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c¢(1,3), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#MDS - (distancia euclidiana metrica - abiotico)

seq0.22.mds.eu<- metaMDS(seq0.22ed, distance="eu’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq0.22.mds.eu

attributes(seq0.22.mds.eu)

plot(seq0.22.mds.eu, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(seq0.22.mds.eu, display="sites’)
points(seq0.22.mds.eu$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu$points[35:37,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PA1', 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4', 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.1017")

#MDS stand

seq0.22.mds.eu.1<- metaMDS(seq0.22edstand, distance="eu’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq0.22.mds.eu.1

attributes(seq0.22.mds.eu.1)

plot(seq0.22.mds.eu.1, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(seq0.22.mds.eu.1, display="sites")
points(seq0.22.mds.eu.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(seq0.22.mds.eu.1$points[35:37,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4', 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0689"))

HHHHHAAE 0.22Um
#itttHHEE All - eco

#restart R
# paso 1 - informacoes preliminares
seq0.22 <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 0.22 illumina.txt", header = T, dec=",")

seq0.22ed <- seq0.22[,-1]

View(seq0.22)
View(seq0.22ed)

# paso 2 - informagoes ecologicas All - eco 0.22um
# riqueza total
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Stotal<- diversityresult (seq0.22ed, index="richness', method="pooled’) #abundancia total por todos os pontos, utiliza a tabela onde tem os dados crus da
quantidade de especies por ponto

Stotal

summary(Stotal)

# riqueza media

Slocal<- diversityresult (seq0.22ed, index="richness', method="mean’) #abundancia por ponto
Slocal

summary(Slocal)

# riqueza observada por ponto
A <- specnumber(seq0.22ed)
View(A)

#riqueza estimada
#estimadores de riqueza por ponto
estimateR(seq0.22ed)

#estimadores de riqueza total
specpool(seq0.22ed)

#chaol (abundancia)
C1 <- chaol(seq0.22ed, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (presenca e ausencia)
C2 <- chao2(seq0.22ed, taxa.row = FALSE)
c2

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <- jack1(seq0.22ed, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <-jack2(seq0.22ed, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao
quantile(rowSums(seq0.22ed)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o mais perto do 100% do numero total de otus

#menor abundancia dentre todas as amostras - nocao para igualar as diferentes amsotragens
raremax <- min(rowSums(seq0.22ed))
raremax#3309

#numero de especies rarefeitas (que nao estao na amostra, especies raras)

R1 <- rarefy(seq0.22ed, raremax)#3309, nesse caso dessa planilha - menor numero observado de sequencias medias. Comparacao com esforcos diferentes (O
tamanho da subamostra para a comunidade mais pequena, seja um valor Gnico ou um vetor)

View(R1)

summary(R1)

plot(R1)

#curva de rarefacao por ponto - rarefacao

col <- c("black", "darkred", "forestgreen", "orange", "
Ity <- c("solid", "dashed", "longdash"”, “dotdash™)
pars <- expand.grid(col = col, Ity = Ity, stringsAsFactors = FALSE)

head(pars)

blue", "yellow", "hotpink™)

out <- with(pars[1:37, ],
rarecurve(seq0.22ed, step = 20, sample = raremax, display=c('sites’), col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6),
Ity = Ity, label = FALSE))
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4'", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))

#curva de rarefacao total - Chao

all <- specaccum(seq0.22ed, method = "random", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Chao rarefaction

all <- specaccum(seq0.22ed, method = "rarefaction", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack random
all <- specaccum(seq0.22ed, method = "random", index = "jack1")
plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
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ci.col = "lightblue", main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")
boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(seq0.22ed, method = "random", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack rarefaction

all <- specaccum(seq0.22ed, method = "rarefaction”, index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

all <- specaccum(seq0.22ed, method = "rarefaction", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#adiv (binario)

#Shannon

#diversidade geral

HShannon <- diversityresult(seq0.22ed, index='Shannon', method="pooled’) #diversidade total por todos os pontos
HShannon

#diversidade media a cada ponto
h1Shannon <- diversityresult(seq0.22ed, index="Shannon’, method="mean’) #diversidade por ponto
h1Shannon

#diversidade por ponto

H <- diversity(seq0.22ed, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

summary(H)

#Simpson

#diversidade geral

SSimpson <- diversityresult(seq0.22ed, index="'Simpson’, method="pooled’) #diversidade total por todos os pontos
SSimpson

#diversidade media a cada ponto
s1Simpson <- diversityresult(seq0.22ed, index='Simpson', method="mean’) #diversidade por ponto
s1Simpson

#diversidade por ponto

S <- diversity(seq0.22ed, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

summary(S)

#Bdiv (binario)

#betadiver(help=TRUE)

#indice Jaccard

Jac <- designdist(seq0.22ed, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.738

#decostand

seq0.22ed.stan <- decostand(seq0.22ed, method="stand’) #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd padroniza para
atingir a distribuicao normal padrao

seq0.22ed.stan

#indice Jaccard STAND
Jac.stand <- designdist(seq0.22ed.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
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plot(Jac.stand)
scores(Jac.stand)
quantile(Jac.stand)
mean(Jac.stand)

Jac.stand.cluster <- hclust(Jac.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Jac.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.stand.cluster, 3)

Jac.stand.cof<- cophenetic(Jac.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Jac.stand.cof

plot(Jac.stand.cof)

cor(Jac.stand, Jac.stand.cof)

#indice Sorensen

Sor <- designdist(seq0.22ed, method = “(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 3)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.704

#indice Sorensen STAND

Sor.stand <- designdist(seq0.22ed.stan, method = “(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor.stand)

scores(Sor.stand)

quantile(Sor.stand)

mean(Sor.stand)

Sor.stand.cluster <- hclust(Sor.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Sor.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.stand.cluster, 3)

Sor.stand.cof<- cophenetic(Sor.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Sor.stand.cof

plot(Sor.stand.cof)

cor(Sor.stand, Sor.stand.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver
maior correlacao, no caso 0.704

# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(seq0.22ed, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites™)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq0.22$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq0.22$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,2), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,3), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black”, invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#PCA stand

iris.pca.1 <- PCA(seq0.22ed.stan, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.1

loadings(iris.pca.1) #verifica os pesos encontrados

summary(iris.pca.1)

attributes(iris.pca.1)

plot(iris.pca.1, display = "sites")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq0.22$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq0.22$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)
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fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c¢(1,2), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(1,3), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq0.22$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

seq0.22ed.mds.Jac<- metaMDS(seq0.22ed, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq0.22ed.mds.Jac

attributes(seq0.22ed.mds.Jac)

plot(seq0.22ed.mds.Jac, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas 0s pontos
text(seq0.22ed.mds.Jac, display="sites’)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac$points[35:37,], col=6, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL", IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.1812"))

#NMDS stand

seq0.22ed.mds.Jac.1<- metaMDS(seq0.22ed.stan, distance='jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq0.22ed.mds.Jac.1

attributes(seq0.22ed.mds.Jac.1)

plot(segq0.22ed.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites')) #deixa apenas 0s pontos
text(seq0.22ed.mds.Jac.1, display="sites’)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.mds.Jac.1$points[35:37,], col=6, cex=3)

legend(locator(1), c(‘AC1', '"AC2', 'PP1', 'PAL", 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4’, 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = ?"))

HHHHHEA 0.22Um
#iHHHEHH COAST

#restart R
seq0.22.c <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 0.22 illumina coast.txt", header = T, dec="")

# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(seq0.22.c) #lendo no RStudio

seq0.22.c #lendo no console

attach(seq0.22.c) #1é o cabegario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(seq0.22.c) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(seq0.22.c) #mostra os criterios

seq0.22ed.c.1 <- seq0.22.c[,-1]
seq0.22ed.c.1

taxa.off <- colSums(seq0.22ed.c.1)
taxa.off

seq0.22ed.c <- seq0.22ed.c.1[, which(colSums(seq0.22ed.c.1) != 0)]
View(seq0.22ed.c)

n.taxa.off <- ncol(seq0.22ed.c.1)-ncol(seq0.22ed.c)
n.taxa.off
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# paso 2 - informag0es ecologicas

# riqueza total

Stotal<- diversityresult (seq0.22ed.c, index="richness', method="pooled’) #abundancia total por todos os pontos, utiliza a tabela onde tem os dados crus da
quantidade de especies por ponto

Stotal

summary(Stotal)

# riqueza media

Slocal<- diversityresult (seq0.22ed.c, index="richness', method="mean’) #abundancia por ponto
Slocal

summary(Slocal)

# riqueza observada por ponto
A <- specnumber(seq0.22ed.c)
View(A)

#riqueza estimada
#estimadores de riqueza por ponto
estimateR(seq0.22ed.c)

#estimadores de riqueza total
specpool(seq0.22ed.c)

#chaol (abundancia)
C1 <- chaol(seq0.22ed.c, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (presenca e ausencia)
C2 <- chao2(seq0.22ed.c, taxa.row = FALSE)
c2

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <- jack1(seq0.22ed.c, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <-jack2(seq0.22ed.c, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao
quantile(rowSums(seq0.22ed.c)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o mais perto do 100% do numero total de otus

#menor abundancia dentre todas as amostras - nocao para igualar as diferentes amsotragens
raremax <- min(rowSums(seq0.22ed.c))
raremax#3309

#numero de especies rarefeitas (que nao estao na amostra, especies raras)

R1 <- rarefy(seq0.22ed.c, raremax)#3309, nesse caso dessa planilha - menor numero observado de sequencias medias. Comparacao com esforcos diferentes (O
tamanho da subamostra para a comunidade mais pequena, seja um valor Gnico ou um vetor)

View(R1)

summary(R1)

plot(R1)

#curva de rarefacao por ponto - rarefacao

col <- c("black", "darkred"”, "forestgreen", "orange", "blue", "yellow", "hotpink™)
Ity <- c("solid", "dashed", "longdash"”, “dotdash™)

pars <- expand.grid(col = col, Ity = Ity, stringsAsFactors = FALSE)

head(pars)

out <- with(pars[1:13, ],
rarecurve(seq0.22ed.c, step = 20, sample = raremax, display=c('sites’), col=c(1,1,2,3,4),
Ity = Ity, label = FALSE))
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PA1', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))

#curva de rarefacao total - Chao

all <- specaccum(seq0.22ed.c, method = "random", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Ilwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Chao rarefaction

all <- specaccum(seq0.22ed.c, method = "rarefaction", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack random
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all <- specaccum(seq0.22ed.c, method = "random", index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(seq0.22ed.c, method = "random", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack rarefaction

all <- specaccum(seq0.22ed.c, method = "rarefaction”, index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

all <- specaccum(seq0.22ed.c, method = "rarefaction”, index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Coastal nanophytoplankton - 3.00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+")

#adiv (binario)

#Shannon

#diversidade geral

HShannon <- diversityresult(seq0.22ed.c, index="Shannon’, method="pooled") #diversidade total por todos os pontos
HShannon

#diversidade media a cada ponto
h1Shannon <- diversityresult(seq0.22ed.c, index="Shannon’, method="mean’) #diversidade por ponto
h1Shannon

#diversidade por ponto

H <- diversity(seq0.22ed.c, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

summary(H)

#Simpson

#diversidade geral

SSimpson <- diversityresult(seq0.22ed.c, index='Simpson’, method="pooled") #diversidade total por todos 0s pontos
SSimpson

#diversidade media a cada ponto
s1Simpson <- diversityresult(seq0.22ed.c, index='Simpson', method="mean’) #diversidade por ponto
s1Simpson

#diversidade por ponto

S <- diversity(seq0.22ed.c, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

summary(S)

#Bdiv (binario)

#betadiver(help=TRUE)

#indice Jaccard

Jac <- designdist(seq0.22ed.c, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e 0 mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.738

#decostand

seq0.22ed.c.stan <- decostand(seq0.22ed.c, method="stand") #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd padroniza
para atingir a distribuicao normal padrao

seq0.22ed.c.stan
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#indice Jaccard STAND

Jac.stand <- designdist(seq0.22ed.c.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac.stand)

scores(Jac.stand)

quantile(Jac.stand)

mean(Jac.stand)

Jac.stand.cluster <- hclust(Jac.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Jac.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.stand.cluster, 3)

Jac.stand.cof<- cophenetic(Jac.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Jac.stand.cof

plot(Jac.stand.cof)

cor(Jac.stand, Jac.stand.cof)

#indice Sorensen

Sor <- designdist(seq0.22ed.c, method = “(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 3)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.704

#indice Sorensen STAND

Sor.stand <- designdist(seq0.22ed.c.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor.stand)

scores(Sor.stand)

quantile(Sor.stand)

mean(Sor.stand)

Sor.stand.cluster <- hclust(Sor.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Sor.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.stand.cluster, 3)

Sor.stand.cof<- cophenetic(Sor.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Sor.stand.cof

plot(Sor.stand.cof)

cor(Sor.stand, Sor.stand.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e 0 mais adequado, eh o que tiver
maior correlacao, no caso 0.704

# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(seq0.22ed.c, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites™)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq0.22.c$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq0.22.c$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=seq0.22.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,3), label="var", habillage=seq0.22.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq0.22.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#PCA stand

iris.pca.1 <- PCA(seq0.22ed.c.stan, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.1

loadings(iris.pca.1) #verifica os pesos encontrados

summary(iris.pca.1)

attributes(iris.pca.1)

plot(iris.pca.1, display = "sites")
fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")
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fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq0.22.c$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq0.22.c$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=seq0.22.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(1,3), label="var", habillage=seq0.22.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq0.22.c$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

seq0.22ed.c.mds.Jac<- metaMDS(seq0.22ed.c, distance="jaccard', binary=T RUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq0.22ed.c.mds.Jac

attributes(seq0.22ed.c.mds.Jac)

plot(seq0.22ed.c.mds.Jac, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas os pontos
text(seq0.22ed.c.mds.Jac, display="sites’)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c(AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = 0.1041"))

#NMDS stand

seq0.22ed.c.mds.Jac.1<- metaMDS(seq0.22ed.c.stan, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq0.22ed.c.mds.Jac.1

attributes(seq0.22ed.c.mds.Jac.1)

plot(seq0.22ed.c.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites)) #deixa apenas 0s pontos
text(seq0.22ed.c.mds.Jac.1, display='sites’)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac.1$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac.1$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac.1$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac.1$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(seq0.22ed.c.mds.Jac.1$points[11:13,], col=4, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4))
legend(locator(1), c('stress = 0.0001"))

HtHHHHE 0.22um
HittHHHH ARCHIPELAGO

#restart R
seq0.22.a <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 0.22 illumina archipelago.txt", header = T, dec=",")

# paso 1

#entendendo a disposicao dos dados:

View(seq0.22.a) #lendo no RStudio

seq0.22.a #lendo no console

attach(seq0.22.a) #1é o cabegério, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(seq0.22.a) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(seq0.22.a) #mostra os criterios

seq0.22ed.a.1 <- seq0.22.a[,-1]
seq0.22ed.a.1

taxa.off <- colSums(seq0.22ed.a.1)
taxa.off

seq0.22ed.a <- seq0.22ed.a.1[, which(colSums(seq0.22ed.a.1) != 0)]
View(seq0.22ed.a)

n.taxa.off <- ncol(seq0.22ed.a.1)-ncol(seq0.22ed.a)
n.taxa.off

# paso 2 - informagoes ecologicas

# riqueza total

Stotal<- diversityresult (seq0.22ed.a, index="richness', method="pooled’) #abundancia total por todos os pontos, utiliza a tabela onde tem os dados crus da
quantidade de especies por ponto

Stotal

summary(Stotal)

# riqueza media

Slocal<- diversityresult (seq0.22ed.a, index="richness', method="'mean’) #abundancia por ponto
Slocal

summary(Slocal)

# riqueza observada por ponto
A <- specnumber(seq0.22ed.a)
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View(A)

#riqueza estimada
#estimadores de riqueza por ponto
estimateR(seq0.22ed.a)

#estimadores de riqueza total
specpool(seq0.22ed.a)

#chaol (abundancia)
C1 <- chaol(seq0.22ed.a, taxa.row = FALSE)
C1

#chao2 (presenca e ausencia)
C2 <- chao2(seq0.22ed.a, taxa.row = FALSE)
c2

#jacknife 1 e 2 (binario e abundancia)
J1 <- jack1(seq0.22ed.a, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J1

J2 <- jack2(seq0.22ed.a, taxa.row = FALSE, abund = FALSE)
J2

#rarefacao
quantile(rowSums(seq0.22ed.a)) #numero de amostras (amostargens) necessarias para chegar o0 mais perto do 100% do numero total de otus

#menor abundancia dentre todas as amostras - nocao para igualar as diferentes amsotragens
raremax <- min(rowSums(seq0.22ed.a))
raremax#7613

#numero de especies rarefeitas (que nao estao na amostra, especies raras)

R1 <- rarefy(seq0.22ed.a, raremax)#7613, nesse caso dessa planilha - menor numero observado de sequencias medias. Comparacao com esforcos diferentes (O
tamanho da subamostra para a comunidade mais pequena, seja um valor Gnico ou um vetor)

View(R1)

summary(R1)

plot(R1)

#curva de rarefacao por ponto - rarefacao

col <- c("black", "darkred", "forestgreen", "orange", "
Ity <- ¢("solid", "dashed", "longdash", "dotdash")
pars <- expand.grid(col = col, Ity = Ity, stringsAsFactors = FALSE)

head(pars)

blue”, "yellow", "hotpink")

out <- with(pars[1:24, ],
rarecurve(seq0.22ed.a, step = 20, sample = raremax, display=c('sites"), col=c(5,5,5,5,6,6,6,6),
Ity = Ity, label = FALSE))
legend(locator(1), c('AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(5,5,5,5,6,6,6,6))

#curva de rarefacao total - Chao

all <- specaccum(seq0.22ed.a, method = "random", index = ""chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Insular nanophotoplankton - 3,00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Chao rarefaction

all <- specaccum(seq0.22ed.a, method = "rarefaction", index = "chao")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Insular nanophotoplankton - 3,00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack random

all <- specaccum(seq0.22ed.a, method = "random", index = "jack1")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Ilwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Insular nanophotoplankton - 3,00pm (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(seq0.22ed.a, method = "random", index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", Iwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Insular nanophotoplankton - 3,00pm (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#Jack rarefaction
all <- specaccum(seq0.22ed.a, method = "rarefaction", index = "jack1")
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plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue", main = "Insular nanophotoplankton - 3,00pum (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

all <- specaccum(seq0.22ed.a, method = "rarefaction”, index = "jack2")

plot(all, ci.type = "poly", col = "blue", lwd = 2, ci.lty = 0, ylim = ¢(0, 50),
ci.col = "lightblue”, main = "Insular nanophotoplankton - 3,00um (Library 16s rRNA)", xlab = "Number of Samples",
ylab = "Number of Taxa")

boxplot(all, col = "yellow", add = TRUE, pch = "+"

#adiv (binario)

#Shannon

#diversidade geral

HShannon <- diversityresult(seq0.22ed.a, index="Shannon’, method="pooled") #diversidade total por todos os pontos
HShannon

#diversidade media a cada ponto
h1Shannon <- diversityresult(seq0.22ed.a, index="Shannon’, method="mean’) #diversidade por ponto
h1Shannon

#diversidade por ponto

H <- diversity(seq0.22ed.a, index="shannon", base=exp(1))
View(H)

summary(H)

#Simpson

#diversidade geral

SSimpson <- diversityresult(seq0.22ed.a, index='Simpson’, method="pooled’) #diversidade total por todos os pontos
SSimpson

#diversidade media a cada ponto
s1Simpson <- diversityresult(seq0.22ed.a, index='Simpson’, method="mean’) #diversidade por ponto
s1Simpson

#diversidade por ponto

S <- diversity(seq0.22ed.a, index="simpson", base=exp(1))
View(S)

summary(S)

#Bdiv (binario)

#betadiver(help=TRUE)

#indice Jaccard

Jac <- designdist(seq0.22ed.a, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average")#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.738

#decostand

seq0.22ed.a.stan <- decostand(seq0.22ed.a, method="stand") #funcao para padronizar dados, para deixar tudo em escalas proximas, no caso o satnd padroniza
para atingir a distribuicao normal padrao

seq0.22ed.a.stan

#indice Jaccard STAND

Jac.stand <- designdist(seq0.22ed.a.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Jac.stand)

scores(Jac.stand)

quantile(Jac.stand)

mean(Jac.stand)

Jac.stand.cluster <- hclust(Jac.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Jac.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.stand.cluster, 3)

Jac.stand.cof<- cophenetic(Jac.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Jac.stand.cof

plot(Jac.stand.cof)
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cor(Jac.stand, Jac.stand.cof)

#indice Sorensen

Sor <- designdist(seq0.22ed.a, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor)

scores(Sor)

quantile(Sor)

mean(Sor)

Sor.cluster <- hclust(Sor, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Sor.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.cluster, 3)

Sor.cof<- cophenetic(Sor.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Sor.cof

plot(Sor.cof)

cor(Sor, Sor.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.704

#indice Sorensen STAND

Sor.stand <- designdist(seq0.22ed.a.stan, method = "(A+B-2*J)/(A+B)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
plot(Sor.stand)

scores(Sor.stand)

quantile(Sor.stand)

mean(Sor.stand)

Sor.stand.cluster <- hclust(Sor.stand, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis
plot(Sor.stand.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Sor.stand.cluster, 3)

Sor.stand.cof<- cophenetic(Sor.stand.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

Sor.stand.cof

plot(Sor.stand.cof)

cor(Sor.stand, Sor.stand.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qgde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver
maior correlacao, no caso 0.704

# passo 3 - matrizes de ordenacao

#PCA

iris.pca <- PCA(seq0.22ed.a, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica 0s pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

plot(iris.pca, display = "sites™)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq0.22.a$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=seq0.22.a$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,2), label="var", habillage=seq0.22.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = c(1,3), label="var", habillage=seq0.22.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(2,3), label="var", habillage=seq0.22.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,

pointsize = 4) + theme_minimal()

#PCA stand

iris.pca.1 <- PCA(seq0.22ed.a.stan, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.1

loadings(iris.pca.1) #verifica os pesos encontrados

summary(iris.pca.1)

attributes(iris.pca.1)

plot(iris.pca.1, display = "sites")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq0.22.a$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=seq0.22.a$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=seq0.22.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,3), label="var", habillage=seq0.22.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black"”, invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(2,3), label="var", habillage=seq0.22.a$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()

#NMDS - (distancia Jaccard - biotico)

seq0.22ed.a.mds.Jac<- metaMDS(seq0.22ed.a, distance="jaccard', binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq0.22ed.a.mds.Jac

attributes(seg0.22ed.a.mds.Jac)

plot(seq0.22ed.a.mds.Jac, cex=3, display=c('sites’)) #deixa apenas os pontos
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text(seq0.22ed.a.mds.Jac, display="sites’)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac$points[1:3,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac$points[4:6,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac$points[7:9,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac$points[10:12,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac$points[13:15,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac$points[16:18,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac$points[19:21,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac$points[22:24,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4", 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.1602"))

#NMDS stand

seq0.22ed.a.mds.Jac.1<- metaMDS(seq0.22ed.a.stan, distance="jaccard’, binary=TRUE, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
seq0.22ed.a.mds.Jac.1

attributes(seq0.22ed.a.mds.Jac.1)

plot(seq0.22ed.a.mds.Jac.1, cex=3, display=c('sites)) #deixa apenas 0s pontos
text(seq0.22ed.a.mds.Jac.1, display='sites’)

points(seq0.22ed.a.mds.Jac.1$points[1:3,], col=5, cex=3)

points(seq0.22ed.a.mds.Jac.1$points[4:6,], col=5, cex=3)

points(seq0.22ed.a.mds.Jac.1$points[7:9,], col=5, cex=3)

points(seq0.22ed.a.mds.Jac.1$points[10:12,], col=5, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac.1$points[13:15,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac.1$points[16:18,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac.1$points[19:21,], col=6, cex=3)
points(seq0.22ed.a.mds.Jac.1$points[22:24,], col=6, cex=3)

legend(locator(1), c('AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4" 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=16, col=c(5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = ?"))

Parametros da agua x indices ecolégicos Illumina
HittHHHHEH All - ENV

env <- read.delim2("~/Documents/R operacional/env.txt", header = T, dec=",")

# paso 1 - entendendo a disposicéo dos dados env

View(env) #lendo no RStudio

env #lendo no console

attach(env) #1é o cabecario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes
summary(env) #resumo pra saber as significancias e valores da planilha
attributes(env) #mostra os criterios

env.ed <- env[,4:7]
View(env.ed)

shapiro.test(env.ed$pH)
shapiro.test(env.ed$T)
shapiro.test(env.ed$Salinity)
shapiro.test(env.ed$DO)

env.ed.stand <- decostand(env.ed, "standardize™)
View(env.ed.stand)

shapiro.test(env.ed.stand$pH)
shapiro.test(env.ed.stand$T)
shapiro.test(env.ed.stand$Salinity)
shapiro.test(env.ed.stand$DO)

#ANOVA multifatorial
fait<-aov(env.ed$pH~env.ed$pH=*env.ed$ T *env.ed$Salinity*env.ed$DO, env.ed)
anova(fait)

TukeyHSD(fait)

frait<-aov(env.ed.stand$pH~env.ed.stand$pH*env.ed.stand$ T *env.ed.stand$Salinity*env.ed.stand$DO, env.ed.stand)
anova(frait)
TukeyHSD(frait)

# paso 2 - matriz de dissimilaridade (agrupamento) - distancia euclidiana com dados abioticos:

#SEM STAND

env.ed.eu.1<-vegdist(env.ed, method="eu', diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distdncia euclidiana pura para analises
quantitativas)

env.ed.eu.l

env.ed.eu.cluster.1<-hclust(env.ed.eu.1, method = "average") # nomeando e gerando a analise de cluster

env.ed.eu.cluster.1

plot(env.ed.eu.cluster.1, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(env.ed.eu.cluster.1, 3)

env.ed.eu.cluster.1.cof<- cophenetic(env.ed.eu.cluster.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do
metodo do vizinho completo ou mais distante

env.ed.eu.cluster.1.cof
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plot(env.ed.eu.cluster.1.cof)
cor(env.ed.eu.1, env.ed.eu.cluster.1.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e 0 mais adequado, eh o
que tiver maior correlacao, no caso 0.704

#STAND

env.ed.stand.eu.1<-vegdist(env.ed.stand, method="eu’, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana pura para
analises quantitativas)

env.ed.stand.eu.1

env.ed.stand.eu.cluster.1<-hclust(env.ed.stand.eu.1, method = “average™) # nomeando e gerando a analise de cluster

env.ed.stand.eu.cluster.1

plot(env.ed.stand.eu.cluster.1, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(env.ed.stand.eu.cluster.1, 3)

env.ed.stand.eu.cluster.1.cof<- cophenetic(env.ed.stand.eu.cluster.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada
atraves do metodo do vizinho completo ou mais distante

env.ed.stand.eu.cluster.1.cof

plot(env.ed.stand.eu.cluster.1.cof)

cor(env.ed.stand.eu.1, env.ed.stand.eu.cluster.1.cof) #cor

#paso 3 - PCA

#SEM STAND

iris.pca <- PCA(env.ed, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca

loadings(iris.pca) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca)

attributes(iris.pca)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none")

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=env$Samples)

fviz_pca_ind(iris.pca, label="none", habillage=env$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca, axes = ¢(1,2), label="var", habillage=env$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = “ind", labelsize = 5, pointsize
= 4) + theme_minimal()

#PCA stand

iris.pca.1 <- PCA(env.ed.stand, scale.unit = FALSE, graph = FALSE)
iris.pca.l

loadings(iris.pca.l) #verifica os pesos encontrados
summary(iris.pca.l)

attributes(iris.pca.1)

fviz_pca_ind(iris.pca.l, label="none")
fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=env$Samples)
fviz_pca_ind(iris.pca.1, label="none", habillage=env$Samples, addEllipses=TRUE, ellipse.level=0.95)

fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,2), label="var", habillage=env$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(1,3), label="var", habillage=env$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,
pointsize = 4) + theme_minimal()
fviz_pca_biplot(iris.pca.1, axes = c(2,3), label="var", habillage=env$Samples, alpha.var ="contrib", col.var = "black", invisible = "ind", labelsize = 5,

pointsize = 4) + theme_minimal()

#MDS - (distancia euclidiana metrica - abiotico)

env.ed.mds.eu<- metaMDS(env.ed, distance='eu’, k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
env.ed.mds.eu

attributes(env.ed.mds.eu)

plot(env.ed.mds.eu, cex=3, display=c('sites)) #deixa apenas 0s pontos
text(env.ed.mds.eu, display="sites")

points(env.ed.mds.eu$points[1:2,], col=1, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(env.ed.mds.eu$points[35:37,], col=6, cex=3)

legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL1','IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4', 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4"), pch=186, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0283"))

#MDS stand

env.ed.stand.mds.eu<- metaMDS(env.ed.stand, distance="eu', k=2) #ficar em somente em 2 dimensoes
env.ed.stand.mds.eu

attributes(env.ed.stand.mds.eu)

plot(env.ed.stand.mds.eu, cex=3, display=c('sites')) #deixa apenas 0s pontos

text(env.ed.stand.mds.eu, display="sites’)

points(env.ed.stand.mds.eu$points[1:2,], col=1, cex=3)
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points(env.ed.stand.mds.eu$points[3:4,], col=1, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[5:7,], col=2, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[8:10,], col=3, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[11:13,], col=4, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[14:16,], col=5, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[17:19,], col=5, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[20:22,], col=5, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[23:25,], col=5, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[26:28,], col=6, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[29:31,], col=6, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[32:34,], col=6, cex=3)
points(env.ed.stand.mds.eu$points[35:37,], col=6, cex=3)
legend(locator(1), c('AC1', 'AC2', 'PP1', 'PAL', 'IC1', 'AS1', 'AS2', 'AS3', 'AS4', 'FN1', 'FN2', 'FN3', 'FN4'"), pch=16, col=c(1,1,2,3,4,5,5,5,5,6,6,6,6))
legend(locator(1), c('stress = 0.0984"))

# passo 4 - correlacao env
View(env.ed)

env.cor <- cor(env.ed, method = "spearman™)
View(env.cor)
plot(env.cor)

corrplot(env.cor, type = "upper", hclust. method = “average", order="hclust",col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), tl.col="black", tl.srt=45, insig = "label_sig")

# mat : is a matrix of data
# ... : further arguments to pass to the native R cor.test function
# Specialized the insignificant value according to the significant level
cor.mtest <- function(mat, ...) {
mat <- as.matrix(mat)
n <- ncol(mat)
p.mat<- matrix(NA, n, n)
diag(p.mat) <- 0
for (iin 1:(n-1)) {
for (jin (i+1):n) {
tmp <- cor.test(mat][, i], mat[, j], ...)
p.matfi, j] <- p.mat[j, i] <- tmp$p.value

colnames(p.mat) <- rownames(p.mat) <- colnames(mat)
p.mat

}

# matrix of the p-value of the correlation
p.mat <- cor.mtest(env.ed)
View(p.mat)

corrplot(env.cor, type = "upper”, hclust.method = "average", order="hclust",col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), tl.col="black", tl.srt=45, insig = "label_sig",
p.mat = p.mat, sig.level = ¢(.001, .01, .05), pch.cex = .9, diag=FALSE)

# STAND correlacao env
View(env.ed.stand)

env.stand.cor <- cor(env.ed.stand, method = "spearman")
View(env.stand.cor)
plot(env.stand.cor)

corrplot(env.stand.cor, type = "upper"”, hclust. method = "average", order="hclust",col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), tl.col="black", tl.srt=45, insig =
"label_sig™)

# mat : is a matrix of data
# ... : further arguments to pass to the native R cor.test function
# Specialized the insignificant value according to the significant level
cor.mtest <- function(mat, ...) {
mat <- as.matrix(mat)
n <- ncol(mat)
p.mat<- matrix(NA, n, n)
diag(p.mat) <- 0
for (iin1:(n - 1)) {
for (jin (i +1):n) {
tmp <- cor.test(mat[, i], mat[, j], ...)
p.matfi, j] <- p.mat[j, i] <- tmp$p.value

colnames(p.mat) <- rownames(p.mat) <- colnames(mat)
p.mat

}
# matrix of the p-value of the correlation
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p.mat <- cor.mtest(env.stand.cor)
View(p.mat)

corrplot(env.stand.cor, type = "upper", hclust. method = "average", order="hclust",col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), tl.col="black", tl.srt=45, insig =
"label_sig", p.mat = p.mat, sig.level = ¢(.001, .01, .05), pch.cex = .9, diag=FALSE)

HiHHHHHA# 3.00Um
#ECO 3.00 com ENV

#restart R
# paso 1a - informacoes preliminares env
env <- read.delim2("~/Documents/R operacional/env.txt", header = T, dec=",")

View(env)
attach(env)

# paso 1b - entendendo a disposi¢do dos dados 3.00pm
seq3 <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 3.00 illumina.txt", header = T, dec="")

View(seg3) #lendo no RStudio
attach(seq3) #1€ o cabegario, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes

seg3ed <- seq3[,-1]
View(seq3ed)

seg3edstand <- decostand(seq3ed, “standardize™)
View(seq3edstand)

# RDA - (abiotico e biotico)

# RDA preliminar alpha

View(seq3ed)

seq3.rda<- rda(seq3ed~DO+Dynamics+pH+Salinity+Substrate+T) #0 conditioned e o efeito que vc retirou (no caso envtopo) mais os efeitos de interacao entre
os dois, e constrained tem a explicao do que vc comparou (envchem no caso)

seq3.rda

summary(seq3.rda)

plot(seg3.rda)

permutest(seq3.rda, permutations=999) # para saber se a RDA e significativa

anova.cca(seq3.rda, by="axis', step=999) # para saber se eixos da RDA sao significativos

ordistep(seg3.rda) #da a significancia de cada variavel da RDA, ai volta e refaz toda a analize denovo com as variaveis mais significantes, e esta sim sera sua
RDA preliminar beta

vif.cca(seq3.rda) #verifica a colinearidade, valores acima de 10 tem de ser retirados, pois esta inflando a massa de dados, ai recorrige se tiver alguma com
acima de dez e roda denovo a RDA, e ai sim essa sera sua definitiva

RsquareAdj(seqg3.rda)

# RDA definitiva
seq3ed.rda.on<-rda(seq3ed~T+Salinity+DO+Substrate)
seq3ed.rda.on

summary(seq3ed.rda.on)

permutest(seg3ed.rda.on, permutations=999)
anova.cca(seq3ed.rda.on, by="axis', step=999)
vif.cca(seq3ed.rda.on)

RsquareAdj(seg3ed.rda.on)

plot(seg3ed.rda.on, scalling=1, xlab="RDA 1 - 93.45%', ylab='"RDA 2 - 6.55%") #Importance of components do summary
text(locator(1), ‘pseudo-F = 9.45") #model permutest
text(locator(1), r.square = 0.60") #[1] do RsquareAd;]

# RDA outras variaveis

seg3ed.rda.off<- rda(seq3ed~Dynamics+pH)

summary(seg3ed.rda.off)

permutest(seq3ed.rda.off, permutations=999)

anova.cca(seg3ed.rda.off, by="axis', step=999)

RsquareAdj(seg3ed.rda.off)

vif.cca(seg3ed.rda.off)

plot(seq3ed.rda.off, scalling=1, xlab="Eixo 1 - 98.32%", ylab="Eixo 2 - 1.68%") #Importance of components do summary
text(locator(1), 'pseudo-F = 5.75") #model permutest

text(locator(1), r.square = 0.25") #[1] do RsquareAd;]

#riqueza e diversidade das diferentes variaveis categoricas

#Substrate

S.Apool <- with(env, specpool(seg3ed, Substrate))

S.Apool

boxplot(specnumber(seq3ed) ~ Substrate, data = env, border = "black")

Al <- diversitycomp(seg3ed, y=env, factorl="Substrate", index="Shannon", method="mean", digits=4)
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Al

A2 <- diversitycomp(seg3ed, y=env, factorl="Substrate", index="Simpson", method="mean", digits=4)
A2

#Dynamics
D.Apool <- with(env, specpool(seq3ed, Dynamics))
D.Apool

boxplot(specnumber(seq3ed) ~ Dynamics, data = env, border = "black")

B1 <- diversitycomp(seg3ed, y=env, factorl="Dynamics", index="Shannon", method="mean", digits=4)
B1

B2 <- diversitycomp(seg3ed, y=env, factorl="Dynamics", index="Simpson", method="mean", digits=4)
B2

#Substrate x Dynamics
C1 <- diversitycomp(seq3ed, y=env, factorl="Substrate", factor2="Dynamics", index="Shannon", method="mean", digits=4)
C1

C2 <- diversitycomp(seq3ed, y=env, factorl="Substrate", factor2="Dynamics", index="Simpson", method="mean", digits=4)
c2

#Mantel test
#cluster - diversidade beta varia dependendo de das variaveis categoricas
#env stand - indice euclidiano

env.ed <- env[,4:7]
View(env.ed)

env.ed.stand <- decostand(env.ed, “standardize")
View(env.ed.stand)

env.ed.stand.eu.1<-vegdist(env.ed.stand, method="eu’, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana pura para
analises quantitativas)

env.ed.stand.eu.1

env.ed.stand.eu.cluster.1<-hclust(env.ed.stand.eu.1, method = "average") # nomeando e gerando a analise de cluster

env.ed.stand.eu.cluster.1

plot(env.ed.stand.eu.cluster.1, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(env.ed.stand.eu.cluster.1, 3)

env.ed.stand.eu.cluster.1.cof<- cophenetic(env.ed.stand.eu.cluster.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada
atraves do metodo do vizinho completo ou mais distante

env.ed.stand.eu.cluster.1.cof

plot(env.ed.stand.eu.cluster.1.cof)

cor(env.ed.stand.eu.1, env.ed.stand.eu.cluster.1.cof)

#Bdiv - indice Jaccard

Jac <- designdist(seg3ed, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
Jac

plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo qde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.738

#Mantel
mantel(Jac, env.ed.stand.eu.1, method = "spearman")
plot(Jac, env.ed.stand.eu.1)

#p

Man <- mantel.rtest(Jac, env.ed.stand.eu.1, nrepet = 999)
Man

plot(Man, main = "Mantel's test")

#betadisper

#Substrate

S <- with(env, betadisper(Jac, Substrate, type = "centroid"))
S
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# Perform test

anova(S) #se for significativo, dis um grupo foi distribuido mais homogeneamente e o0 outro menos homogeneamente, ve que as variabilidades sao diferentes
TukeyHSD(S, which = "group”, ordered = FALSE, conf.level = 0.95)

plot(S)

#Dynamics

D <- with(env, betadisper(Jac, Dynamics, type = "centroid"))

D

# Perform test

anova(D) #se for significativo, dis um grupo foi distribuido mais homogeneamente e o outro menos homogeneamente, ve que as variabilidades sao diferentes
TukeyHSD(D, which = "group"”, ordered = FALSE, conf.level = 0.95)

plot(D)

#headmap
data.prop <- seq3ed/rowSums(seq3ed)
View(data.prop)

# determine the maximum relative abundance for each column
maxab <- apply(data.prop, 2, max)

maxab

head(maxab)

View(maxab)

# remove the genera with less than 1% as their maximum relative abundance
nl <- names(which(maxab < 0.01))

data.prop.1 <- data.prop[, -which(names(data.prop) %in% n1)]
View(data.prop.1)

attach(data.prop.1)

# calculate the dissimilarity matrix on the full dataset

#jaccard

data.dist.jac <- designdist(data.prop, method = “(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
X <- as.matrix(data.dist.jac)

View(X)

row.clus.jac <- hclust(data.dist.jac, method="average'’)

plot(row.clus.jac, hang = -1)

row.clus.jac.cof<- cophenetic(row.clus.jac) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

row.clus.jac.cof

plot(row.clus.jac.cof)

cor(data.dist.jac, row.clus.jac.cof)

# calculate the dissimilarity matrix on the clear genera datasetyou have to transpose the dataset to get the genera as rows

#jaccard

data.dist.jac.1 <- designdist(t(data.prop.1), method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
y <-as.matrix(data.dist.jac.1)

View(y)

col.clus.jac.1 <- hclust(data.dist.jac.1, method="average’)

plot(col.clus.jac.1, hang = -1)

col.clus.jac.1.cof<- cophenetic(col.clus.jac.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

col.clus.jac.1.cof

plot(col.clus.jac.1.cof)

cor(data.dist.jac.1, col.clus.jac.1.cof)

# make the heatmap with Rowv and Col

heatmap(as.matrix(data.prop.1), Rowv = as.dendrogram(row.clus.jac), Colv = as.dendrogram(col.clus.jac.1), col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), margins =
c(10, 3))

heatmap.2(as.matrix(data.prop.1), Rowv = as.dendrogram(row.clus.jac), Colv = as.dendrogram(col.clus.jac.1), col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), margins =
¢(10, 3), scale="none", density.info="none", trace="none")

#correlacao genero
View(data.prop.1)

data.prop.1.cor <- cor(data.prop.1, method = "spearman")
View(data.prop.1.cor)
plot(data.prop.1.cor)

corrplot(data.prop.l.cor, type = "upper", hclust.method = "average", order="hclust",col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), tl.col="black", tl.srt=45, insig =
"label_sig")

# mat : is a matrix of data
# ... : further arguments to pass to the native R cor.test function
# Specialized the insignificant value according to the significant level
cor.mtest <- function(mat, ...) {
mat <- as.matrix(mat)
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n <- ncol(mat)
p.mat<- matrix(NA, n, n)
diag(p.mat) <- 0
for (iin1:(n-1)) {
for jin (i +1):n) {
tmp <- cor.test(mat][, i], mat[, j], ...)
p.matfi, j] <- p.mat[j, i] <- tmp$p.value

colnames(p.mat) <- rownames(p.mat) <- colnames(mat)
p.mat

}

# matrix of the p-value of the correlation
p.mat <- cor.mtest(data.prop.1)
View(p.mat)

corrplot(data.prop.l.cor, type = "upper", hclust.method = "average", order="hclust",col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), tl.col="black", tl.srt=45, insig =
"label_sig", p.mat = p.mat, sig.level = ¢(.001, .01, .05), pch.cex = .9, diag=FALSE)

HiHHHHHA#E 0.22Um
#ECO 0.22 com ENV

#restart R
#ittHHHH paso 1a - informacoes preliminares env
env <- read.delim2("~/Documents/R operacional/env.txt", header = T, dec=",")

View(env)
attach(env)

HitHHHHHHH paso 1b - entendendo a disposigdo dos dados 0.22um
seq0.22 <- read.table ("~/Documents/R operacional/seq 0.22 illumina.txt", header = T, dec=",")

View(seq0.22) #lendo no RStudio
attach(seq0.22) #lé o cabegério, ou seja, as VARIAVEIS da planilha e suas posicoes

seq0.22ed <- seq0.22[,-1]
View(seq0.22ed)

seq0.22edstand <- decostand(seq0.22ed, "standardize")
View(seq0.22edstand)

# RDA - (abiotico e biotico)

# RDA preliminar alpha

View(seq0.22ed)

seq0.22.rda<- rda(seq0.22ed~DO+Dynamics+pH+Salinity+Substrate+T) #o conditioned e o efeito que vc retirou (no caso envtopo) mais os efeitos de
interacao entre os dois, e constrained tem a explicao do que vc comparou (envchem no caso)

seq0.22.rda

summary(seq0.22.rda)

plot(seq0.22.rda)

permutest(seq0.22.rda, permutations=999) # para saber se a RDA e significativa

anova.cca(seq0.22.rda, by="axis', step=999) # para saber se eixos da RDA sao significativos

ordistep(seq0.22.rda) #da a significancia de cada variavel da RDA, ai volta e refaz toda a analize denovo com as variaveis mais significantes, e esta sim sera
sua RDA preliminar beta

vif.cca(seq0.22.rda) #verifica a colinearidade, valores acima de 10 tem de ser retirados, pois esta inflando a massa de dados, ai recorrige se tiver alguma com
acima de dez e roda denovo a RDA, e ai sim essa sera sua definitiva

RsquareAdj(seq0.22.rda)

# RDA definitiva
seq0.22ed.rda.on<-rda(seq0.22ed~Salinity+DO+Substrate+T)
seq0.22ed.rda.on

summary(seq0.22ed.rda.on)

permutest(seq0.22ed.rda.on, permutations=999)
anova.cca(seq0.22ed.rda.on, by="axis', step=999)
vif.cca(seq0.22ed.rda.on)

RsquareAdj(seq0.22ed.rda.on)

plot(seq0.22ed.rda.on, scalling=1, xlab="RDA1 - 91.67%', ylab='RDA 2 - 8.32%") #Importance of components do summary
text(locator(1), 'pseudo-F = 11.22") #model permutest
text(locator(1), r.square = 0.64") #[1] do RsquareAd;]

# RDA outras variaveis

seq0.22ed.rda.off<- rda(seq0.22ed~Dynamics+pH)
summary(seq0.22ed.rda.off)
permutest(seq0.22ed.rda.off, permutations=999)
anova.cca(seq0.22ed.rda.off, by="axis', step=999)
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RsquareAdj(seq0.22ed.rda.off)

vif.cca(seq0.22ed.rda.off)

plot(seq0.22ed.rda.off, scalling=1, xlab="Eixo 1 - 99.89%', ylab="Eixo 2 - 0.11%) #Importance of components do summary
text(locator(1), 'pseudo-F = 4.84") #model permutest

text(locator(1), r.square = 0.22") #[1] do RsquareAdj

#riqueza e diversidade das diferentes variaveis categoricas
#Substrate

S.Apool <- with(env, specpool(seq0.22ed, Substrate))
S.Apool

boxplot(specnumber(seq0.22ed) ~ Substrate, data = env, border = "black")

Al <- diversitycomp(seq0.22ed, y=env, factorl="Substrate", index="Shannon", method="mean", digits=4)
Al

A2 <- diversitycomp(seq0.22ed, y=env, factorl="Substrate", index="Simpson", method="mean", digits=4)
A2

#Dynamics
D.Apool <- with(env, specpool(seq0.22ed, Dynamics))
D.Apool

boxplot(specnumber(seq0.22ed) ~ Dynamics, data = env, border = "black")

B1 <- diversitycomp(seq0.22ed, y=env, factorl="Dynamics", index="Shannon", method="mean", digits=4)
Bl

B2 <- diversitycomp(seq0.22ed, y=env, factorl="Dynamics", index="Simpson", method="mean", digits=4)
B2

#Substrate x Dynamics
C1 <- diversitycomp(seq0.22ed, y=env, factorl="Substrate", factor2="Dynamics", index="Shannon", method="mean", digits=4)
C1

C2 <- diversitycomp(seq0.22ed, y=env, factorl="Substrate", factor2="Dynamics", index="Simpson", method="mean", digits=4)
Cc2

#Mantel test
#cluster - diversidade beta varia dependendo de das variaveis categoricas
#env stand - indice euclidiano

env.ed <- env[,4:7]
View(env.ed)

env.ed.stand <- decostand(env.ed, "standardize™)
View(env.ed.stand)

env.ed.stand.eu.1<-vegdist(env.ed.stand, method="eu’, diag = F, upper = F) #apenas dei um nome, indice de similaridade (distancia euclidiana pura para
analises quantitativas)

env.ed.stand.eu.1

env.ed.stand.eu.cluster.1<-hclust(env.ed.stand.eu.1, method = “average") # nomeando e gerando a analise de cluster

env.ed.stand.eu.cluster.1

plot(env.ed.stand.eu.cluster.1, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(env.ed.stand.eu.cluster.1, 3)

env.ed.stand.eu.cluster.1.cof<- cophenetic(env.ed.stand.eu.cluster.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada
atraves do metodo do vizinho completo ou mais distante

env.ed.stand.eu.cluster.1.cof

plot(env.ed.stand.eu.cluster.1.cof)

cor(env.ed.stand.eu.1, env.ed.stand.eu.cluster.1.cof)

#Bdiv - indice Jaccard

Jac <- designdist(seq0.22ed, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
Jac

plot(Jac)

scores(Jac)

quantile(Jac)

mean(Jac)

Jac.cluster <- hclust(Jac, method="average')#upgma - matriz de distancia observada atraves da media entre as distancias das variaveis

plot(Jac.cluster, hang = -1) #gera o grafico de cluster

rect.hclust(Jac.cluster, 3)

Jac.cof<- cophenetic(Jac.cluster) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do vizinho
completo ou mais distante

Jac.cof

plot(Jac.cof)

cor(Jac, Jac.cof) #correlacao entre a matriz observada e a ficticia, ai vc ve se 0 metodo gde cluster que vc usou e o mais adequado, eh o que tiver maior
correlacao, no caso 0.738
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#Mantel
mantel(Jac, env.ed.stand.eu.1, method = "spearman")
plot(Jac, env.ed.stand.eu.l)

#p

Man <- mantel.rtest(Jac, env.ed.stand.eu.1, nrepet = 999)
Man

plot(Man, main = "Mantel's test")

#betadisper

#Substrate

S <- with(env, betadisper(Jac, Substrate, type = “centroid"))

S

# Perform test

anova(S) #se for significativo, dis um grupo foi distribuido mais homogeneamente e o outro menos homogeneamente, ve que as variabilidades sao diferentes
TukeyHSD(S, which = "group”, ordered = FALSE, conf.level = 0.95)

plot(S)

#Dynamics

D <- with(env, betadisper(Jac, Dynamics, type = "centroid"))

D

# Perform test

anova(D) #se for significativo, dis um grupo foi distribuido mais homogeneamente e o outro menos homogeneamente, ve que as variabilidades sao diferentes
TukeyHSD(D, which = “group”, ordered = FALSE, conf.level = 0.95)

plot(D)

#headmap
data.prop <- seq0.22ed/rowSums(seq0.22ed)
View(data.prop)

# determine the maximum relative abundance for each column
maxab <- apply(data.prop, 2, max)

maxab

head(maxab)

View(maxab)

# remove the genera with less than 1% as their maximum relative abundance
nl <- names(which(maxab < 0.01))

data.prop.1 <- data.prop[, -which(names(data.prop) %in% n1)]
View(data.prop.1)

attach(data.prop.1)

# calculate the dissimilarity matrix on the full dataset

#jaccard

data.dist.jac <- designdist(data.prop, method = "(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
X <- as.matrix(data.dist.jac)

View(x)

row.clus.jac <- hclust(data.dist.jac, method="average')

plot(row.clus.jac, hang = -1)

row.clus.jac.cof<- cophenetic(row.clus.jac) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

row.clus.jac.cof

plot(row.clus.jac.cof)

cor(data.dist.jac, row.clus.jac.cof)

# calculate the dissimilarity matrix on the clear genera datasetyou have to transpose the dataset to get the genera as rows

#jaccard

data.dist.jac.1 <- designdist(t(data.prop.1), method = “(A+B-2*J)/(A+B-J)", terms = "binary", abcd = FALSE, alphagamma = FALSE)
y <- as.matrix(data.dist.jac.1)

View(y)

col.clus.jac.1 <- hclust(data.dist.jac.1, method="average’)

plot(col.clus.jac.1, hang = -1)

col.clus.jac.1.cof<- cophenetic(col.clus.jac.1) #gera uma matriz ficticia com base na analise grafica da matriz de distancia observada atraves do metodo do
vizinho completo ou mais distante

col.clus.jac.1.cof

plot(col.clus.jac.1.cof)

cor(data.dist.jac.1, col.clus.jac.1.cof)

# make the heatmap with Rowv and Col

heatmap(as.matrix(data.prop.1), Rowv = as.dendrogram(row.clus.jac), Colv = as.dendrogram(col.clus.jac.1), col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), margins =
c(10, 3))

heatmap.2(as.matrix(data.prop.1), Rowv = as.dendrogram(row.clus.jac), Colv = as.dendrogram(col.clus.jac.1), col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), margins =
¢(10, 3), scale="none", density.info="none", trace="none")

#correlacao genero
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View(data.prop.1)

data.prop.1.cor <- cor(data.prop.1, method = "spearman™)
View(data.prop.1.cor)
plot(data.prop.1.cor)

corrplot(data.prop.l.cor, type = "upper"”, hclust.method = "average", order="hclust",col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), tl.col="black", tl.srt=45, insig =
"label_sig")

# mat : is a matrix of data
# ... : further arguments to pass to the native R cor.test function
# Specialized the insignificant value according to the significant level
cor.mtest <- function(mat, ...) {
mat <- as.matrix(mat)
n <- ncol(mat)
p.mat<- matrix(NA, n, n)
diag(p.mat) <- 0
for (iin 1:(n - 1)) {
for jin (i+1)n) {
tmp <- cor.test(mat][, i], mat[, j], ...)
p.mat[i, j] <- p.mat[j, i] <- tmp$p.value

colnames(p.mat) <- rownames(p.mat) <- colnames(mat)
p.mat

}

# matrix of the p-value of the correlation
p.mat <- cor.mtest(data.prop.1)
View(p.mat)

corrplot(data.prop.l.cor, type = "upper"”, hclust.method = "average", order="hclust",col=brewer.pal(n=8, name="RdBu"), tl.col="black", tl.srt=45, insig =
"label_sig", p.mat = p.mat, sig.level = ¢(.001, .01, .05), pch.cex = .9, diag=FALSE)
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