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RESUMO

MENDES, L. W. Andlise molecular das estruturas e diversidade de comunidades
microbianas em solo de manguezal preservado da llha do Cardoso-SP. 2009. 141 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2009.

Os manguezais tropicais sao considerados um dos ecossistemas mais produtivos do mundo,
sendo caracterizados pela alta taxa de ciclagem de matéria organica e nutrientes que ocorre
entre 0s oceanos e 0s ambientes terrestres. Embora 0s manguezais sejam considerados areas
de protecdo ambiental, a destruicdo desses ambientes é progressiva, devido a atividades
industriais e portuérias nos estuarios. Nos manguezais, a ciclagem de nutrientes esta
diretamente relacionada as atividades e a diversidade das comunidades microbianas presentes
no solo. Este trabalho estd inserido em um projeto mais amplo dentro do programa
BIOTA/FAPESP, no que tange aos estudos da biodiversidade no Estado de Séo Paulo e
utilizacdo dessa biodiversidade de modo sustentavel. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
estruturas e diversidade das comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi presentes no solo de
manguezal preservado da Ilha do Cardoso-SP. As amostras foram analisadas pelas técnicas de
T-RFLP, ARISA, clonagem e sequenciamento a fim de obter uma caracterizacdo das
estruturas das comunidades microbianas de uma area de manguezal preservado em
comparagdo com os ambientes adjacentes de restinga e floresta e também a um manguezal
antropizado. Os resultados permitiram concluir que o manguezal possui caracteristicas
exclusivas, com a presenca de organismos distintos, revelando um possivel potencial
biotecnologico a ser explorado. Adicionalmente, os dados revelaram que a acdo antrépica
afetou as estruturas dessas comunidades de modo a ser notada uma sensivel diminuicdo de
diversidade no manguezal antropizado, evidenciando, dessa maneira, a importancia da
preservacdo desse ecossistema.

Palavras-chave: Ecologia microbiana; Manguezal; T-RFLP; ARISA; rRNA






ABSTRACT

MENDES, L. W. Molecular analysis of the structures and diversity of microbial
communities in soil of preserved mangroves of Ilha do Cardoso-SP. 2009. 141 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2009.

The tropical mangroves are considered one of the most productive ecosystems of the world,
being characterized by the high tax of organic matter and recycling of nutrients, that happens
between the oceans and the terrestrial habitats. Although the mangroves are considered areas
of environmental protection, the destruction of those ecosystems is progressive, due to
industrial and port activities in the estuaries. In mangroves, the recycling of nutrients is
directly related to the activities and to the diversity of microbial communities present in the
soil. This work is part of a wider project inside of the program BIOTA/FAPESP, with respect
to the studies of the biodiversity in the State of Sdo Paulo and use of that biodiversity in a
maintainable way. The objective of this work was to evaluate the structures and diversity of
communities of Bacteria, Archaea and Fungi present in the soil of preserved mangrove of
Ilha do Cardoso-SP. The samples were analyzed by T-RFLP and ARISA techniques, cloning
and sequencing in order to obtain a characterization of the microbial communities structure of
preserved mangrove area in comparison with the adjacent environments of restinga (tropical
moist forest) and forest and also to a degraded mangrove. The results allowed concluding that
the mangroves present exclusive characteristics, with the presence of distinct organisms,
revealing a possible biotechnological potential to be explored. Additionally, the data revealed
that the human action affected the structures of those communities in a way to be noticed a
sensitive diversity decrease in the degraded mangrove, evidencing, this way, the importance
of the ecosystem preservation.

Keywords: Microbial ecology; Mangrove; T-RFLP; ARISA; rRNA
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1 INTRODUCAO

“Sabemos mais sobre o movimento dos corpos celestes do
que sobre o solo debaixo de nossos pés.”

(Leonardo da Vinci | 1452 — 1519)

Os ambientes de manguezais sdo reconhecidamente um dos ecossistemas mais
produtivos do mundo, provendo uma grande quantidade de matéria organica para as aguas
costeiras adjacentes. Essa matéria organica serve como fonte de nutrientes, sendo a base de
uma importante teia alimentar, na qual, organismos de importancia econdmica fazem parte.
Adicionalmente, os manguezais servem como abrigo, fonte de alimento e bercario para
crustaceos, moluscos, peixes de importancia comercial, além de aves residentes e migratérias.
A relagdo microrganismo-nutriente-planta € um importante mecanismo de reciclagem e

conservacdo de nutrientes nesse ecossistema.

O conhecimento das comunidades microbianas e sua relagdo com o ambiente consiste
numa importante fonte de informacdo para o entendimento da dindmica do ecossistema.
Através de técnicas moleculares independentes de cultivo é possivel acessar os principais
membros que compdem a micro-fauna e tracar um perfil das estruturas dessas comunidades

microbianas presentes no solo de manguezais.

Neste contexto, o principal objetivo desse trabalho foi caracterizar o perfil das
comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi na sucessdo manguezal-restinga-floresta num
ambiente preservado; posteriormente, foi avaliado o efeito da acdo antropogénica em
manguezais sobre as comunidades microbianas, enfatizando, assim, a importancia da

preservacdo desses ambientes.

Dessa forma, com a finalidade de contextualizar o trabalho e os resultados obtidos, este
capitulo introdutorio apresenta uma revisdo de literatura sobre 0 manguezal e a area de estudo,
ecologia microbiana, e as técnicas moleculares utilizadas na pesquisa, como o T-RFLP,

ARISA e bibliotecas genbmicas.
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1.1 Revisao de Literatura

1.1.1 O Ecossistema Manguezal e a Area de Estudo

Os manguezais tropicais sdo um dos ecossistemas mais produtivos do mundo, sendo
caracterizados pela alta taxa de ciclagem de matéria orgénica e nutrientes que ocorre entre o
oceano e os habitats terrestres (NEDWELL; BLACKURN; WIEBE, 1994). Os manguezais
constituem um ecossistema complexo com alta interacdo entre plantas, animais e
microrganismos, com caracteristicas importantes, como o sedimento anaerobico e altamente
redutor (LYIMO et al., 2009). Em sedimentos marinhos andxicos, a reducdo de sulfato e
metanogénese sdo importantes processos de mineralizacdo do carbono organico (HOLGUIN;
VAZQUEZ; BASHAN, 2001; LYIMO; POL; OP DEN CAMP, 2002a, 2002b).

O manguezal é um ambiente Unico, dominado pela vegetacdo de mangue que possui
desenvolvimento morfolégico-bioldgico e adaptacdes ecofisioldgicas especializadas para a
sobrevivéncia neste ecossistema, o qual apresenta diversas condi¢cdes extremas, como
salinidades elevadas, influéncia das marés, ventos fortes, temperaturas altas, sedimentos
lodosos e anaerdbios (FELLER; SITNIK, 1996; KATHIRESAN; BINGHAM, 2001). Os
manguezais constituem um ecossistema de transicdo entre 0s ambientes terrestre, marinho e
de agua doce, sendo conhecidos e caracterizados como bercéarios e fonte de alimento para
peixes e outros animais (GETTER et al., 1984).

O manguezal apresenta-se amplamente distribuido, cobrindo cerca de 60 a 75% da linha
costeira mundial (HOLGUIN; BASHAN, 1996). O Brasil, a Indonésia e a Australia sdo os
paises mais abundantes em ecossistemas de manguezal, sendo que cerca de 400.000 hectares
sdo encontrados apenas na América Latina (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001). No
Brasil, 0s manguezais se entendem por cerca de 20.000 km?, podendo ser encontrados desde o
Cabo Orange, no Amapa, até o sul de Santa Catarina, na foz do Rio Ararangua, municipio de
Laguna (CURY, 2002). No Estado de Sao Paulo, na regido da baixada santista, formada pelos
municipios de Bertioga, Cubatdo, Guaruja, Itanhaém, Mongangua, Peruibe, Praia Grande,
Santos e S&o Vicente encontra-se uma das maiores concentragfes de manguezais do estado,
apresentando uma &rea de cobertura vegetal de 675 Km? sendo que 125 Km? desta érea
correspondem a areas tipicas de mangue (GAMERO, 2001; CURY, 2002).
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Dentre os principais fatores condicionantes da ocorréncia, estrutura e funcionamento
desses ecossistemas, podemos destacar: temperaturas tropicais, substratos aluviais, protecao
contra ondas, presenca de agua salgada e consideravel amplitude de marés (WALSH, 1974).
Sua formacdo e evolugdo estdo associadas ao aporte de materiais sedimentares provenientes
tanto do mar quanto do continente, tornando-os ambientes de transicdo de alta produtividade
(WOODWELL et al., 1977; DELAUNE; PATRICK; BURESH, 1978). Particulas de origem
terrigena e marinha, organica e inorganica, estdo em suspensao na agua e se movimentam em
funcéo das correntes de fluxo sofrendo evaporacgdo pela insolagdo e circulacdo do ar (MOGG,
1963). Geralmente os teores de oxigénio dissolvidos nas dguas dos canais responsaveis pela
inundacao seguem um gradiente decrescente, desde a area proxima a baia até a parte superior
do manguezal (TUNDISI et al., 1978).

A importancia deste ecossistema reside na grande produtividade bioldgica com alta
biodiversidade de peixes, crustdceos, moluscos, aves, répteis e mamiferos, sendo um dos
ecossistemas mais produtivos de mundo. Apesar de constituirem Area de Preservacio
Permanente (Lei 4771 de 15 de setembro de 1965 do Codigo Florestal), tém sofrido as mais
diversas acdes antropicas na sua exploracdo com finalidades econémicas, agricolas, pesca
predatoria, e depdsito de lixo, dentre outras. Do ponto de vista ecoldgico, sua importancia
consiste em manter a base alimentar da cadeia trofica, evitar a erosdo do solo pelas marés,
assim como reduzir o assoreamento dos portos e diminuir os impactos decorrentes da
lixiviacdo de compostos quimicos (EYSINK; POFFO, 2002).

Neste contexto, a Ilha do Cardoso foi escolhida como &rea de estudo. A ilha é
localizada no municipio de Cananéia e foi determinada como Parque Estadual em 1962. Com
area de 22.500 ha engloba grande variedade de ambientes associados a costa brasileira, como
mata atlantica, restinga, duna, manguezal, estuario, praia e costdo rochoso (MENEZES;
SCHAEFFER-NOVELLLI, 1994), os quais tém sido foco de estudo para muitos pesquisadores,
procurando uma melhor compreensdo do papel destes ambientes na manutencdo do equilibrio

na regiao.

O Parque Estadual da llha do Cardoso (PEIC) (http://www.cananet.com.br/peic/),
administrado pelo Instituto Florestal da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo,
localiza-se no litoral sul do estado, na divisa com o estado do Parand, abrangendo uma area
aproximada de 151 Km?, situando-se entre as coordenadas 48°05°42” W, 25°03°05” S e
48°53°48” W, 25°18°18” S, separado do continente pelo canal de Trapandé. A localizagdo e
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vias de acesso ao Parque tém como referéncia os municipios de Cananéia e de Ilha Comprida
(Figura 1.1).

Figura 1.1 - Localizacdo do Parque Estadual da llha do Cardoso (BERNARDI, 2005, modificado de WEBER,
1998).

A topografia da Ilha é predominantemente montanhosa, com a parte central dominada
por elevagdes acima de 814 m. Os tipos de vegetacdo existentes na Ilha encontram-se em um
franco estado de sucessdo ecoldgica, com varios mosaicos desde a planicie costeira até a
regido serrana. O gradiente de vegetacdo encontrado esta relacionado com os diferentes tipos
de substratos, com limites dos tipos de vegetacdo coincidentes, indicando uma dependéncia
pedoldgica espacial (BERNARDI et al., 2005).

Na adjacéncia dos manguezais da Ilha do Cardoso, sdo encontradas outras formacdes
inseridas na mesma paisagem, sendo elas a restinga e a floresta pluvial tropical. A restinga
ocupa uma regido de depdsitos arenosos relativamente recentes, e que recebem a influéncia
fluvial e marinha. Os solos arenosos ou pantanosos sdo acidos e de baixa fertilidade,
caracterizados pela movimentacdo e pelas flutuagbes sazonais do lencol freético
(SUGIYAMA; MANTOVANI, 1993). A floresta pluvial tropical tem seu posicionamento
ligado ao relevo, & umidade e a pluviosidade. Diferencas na composicdo das especies e na

estrutura florestal sdo relacionadas a altitude, as quais sdo atribuidas a um gradiente climatico,
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envolvendo fatores como temperatura, precipitagdo, umidade atmosférica, radiacdo solar e
frequiéncia de geadas (LEITAO-FILHO, 1982), ou varia¢des no substrato relacionadas a
profundidade e fertilidade do solo (MEIRA NETO et al., 1989; LEITAO-FILHO et al., 1993).

Nesse complexo ecossistema, as comunidades de microrganismos desempenham papel
importante na transformagdo dos nutrientes (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001). O
conhecimento dessas comunidades microbianas é uma importante ferramenta para entender a
dindmica desse ambiente, como também seu potencial biotecnoldgico, destacando a

importancia da preservagdo e manutencéo dessas areas.

1.1.2 Ecologia Microbiana

Os microrganismos representam uma porcao significativa dos organismos presentes no
solo, principalmente por causa de sua abundancia, diversidade e multiplas atividades
metabdlicas (TORSVIK; GOKSOYR; DAAE, 1990; OVREAS, 2000; KIRK et al., 2004). E
essencial entender as inter-relacdes entre 0s microrganismos e 0 ambiente através do estudo
das estruturas e da diversidade funcional das comunidades microbianas no solo e como elas
respondem a disturbios naturais ou antropogénicos (RANJARD; POLY; NAZARET, 2000).

Durante muito tempo a diversidade das comunidades de microrganismos foi investigada
por meio de técnicas baseadas no cultivo e isolamento, as quais sdo conhecidamente seletivas,
ndo abrangendo de forma representativa grande parte da comunidade microbiana em solos.
Recentes avancos no campo da ecologia molecular microbiana, incluindo extracdo de DNA,
reacdo de polimerase em cadeia — PCR, clonagem e seqlienciamento, tém possibilitado o
desenvolvimento de técnicas ndo dependentes de cultivo, o que reduz os problemas
associados as técnicas convencionais. Novas técnicas de biologia molecular tém revelado uma
grande diversidade microbiana que ndo era detectada previamente com as técnicas dependente
de cultivo e identificacdo morfoldgica (HUGHES et al., 2001). Adicionalmente, essas novas
ferramentas tém permitido o desenvolvimento de pesquisas com menor custo e tempo, e com
maior capacidade de producdo de dados (RANJARD; POLY; NAZARET, 2000;
ARMOUGOM; RAOULT, 2009).

Neste cenario, a ecologia microbiana vem sofrendo profundas mudangas com o acimulo

de informagdes bioldgicas e de parametros ambientais (RAMETTE, 2007).



22

Estima-se que o numero total de células procariéticas no solo seja de 1,5 a 6,6 x10%
(WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998), mas a real dimensdo dessa diversidade é ainda
desconhecida. Sabe-se que as comunidades microbianas desempenham papel fundamental nos
processos biogeoquimicos do solo, constituindo organismos chave para o funcionamento da
ciclagem de nutrientes, desta forma, podendo ter um papel importante na manutencdo da
qualidade dos solos (LAMBAIS et al., 2005).

Os microrganismos encontrados em manguezais possuem papel fundamental nas
transformacgdes bioquimicas de nutrientes e sdo essenciais para degradacdo da matéria
organica (NUNES, 2006). Muitos estudos, envolvendo a diversidade de microrganismos e sua
importancia em solos, vém sendo realizados (TORSVIK; GOKSOYR; DAAE, 1990;
BLACKWOOD et al., 2003; FIERER; JACKSON, 2006; THIES, 2007), porém sua presenca
e funcdo em solos de manguezais ainda € pouco conhecida. Além disso, a descricdo e a
distribuicdo da diversidade microbiana nesses ambientes nos permite um maior entendimento

das interacdes desses organismos com o ecossistema manguezal.

Em solos de manguezais tropicais, bactérias e fungos constituem 91% da biomassa
microbiana total (ALONGI, 1988; BANO et al., 1997). Muitos trabalhos recentes em ecologia
microbiana tém o foco direcionado em conhecer a diversidade de bactérias em solos e como
essas comunidades sdo afetadas por disturbios e mudancas ambientais especificas (FIERER;
JACKSON, 2006). Cury (2006) mostrou que membros do dominio Bacteria estdo presentes
em abundancia em solos de manguezal e que possivelmente possam desempenhar papel
importante nas atividades de decomposicdo, transformacdo de nutrientes e outros processos
biogeoquimicos relacionados a manutencdo da capacidade produtiva dos solos destes

ambientes.

Dentre os microrganismos que habitam ambientes estuarinos devemos considerar 0s do
dominio Archaea em funcdo das caracteristicas anaerdbias e concentracdo de sais Nn0os mesmos
(BUCKLEY; GRABER; SCHMIDT, 1998). Apesar de pouco se saber sobre as funcbes que
as Archaea desempenham nos ambientes onde sdo encontradas, alguns grupos sao relevantes
para o ciclo do C, como é o caso dos metanogénicos (KOTSYURBENKO et al., 2004;
GALAND et al., 2005; CADILLO-QUIROZ et al., 2008).

Neste contexto, a andalise da diversidade microbiana é importante para aumentar o
conhecimento dos recursos genéticos em uma comunidade, entender padrdes da distribuigdo

relativa dos microrganismos, aumentar o conhecimento do papel funcional da diversidade,
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identificar diferencas na diversidade associada a disturbios no manejo, entender a regulacéo
da biodiversidade, e entender até que ponto o funcionamento e a sustentabilidade do
ecossistema depende da manutengdo no nivel especifico da diversidade (OVREAS, 2000).

1.1.3 Técnicas Moleculares em Ecologia Microbiana

1.1.3.1 T-RFLP - Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism

Os avancos nas tecnicas moleculares, aplicados ao estudo da ecologia de
microrganismos em sistemas complexos tém contribuido significativamente para o
entendimento das comunidades microbianas do solo, inclusive de microrganismos néo
cultivaveis (ROSADO et al., 1997; HANDELSMAN; SMALLA, 2003). Métodos baseados
na amplificacdo de acidos nucléicos por Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR, do inglés
Polymerase Chain Reaction), como a analise de T-RFLP (Terminal Restriction Fragment
Length Polymorphism), permitem aos pesquisadores comparar diferentes comunidades de
microrganismos derivados de diferentes ambientes (MARSH, 1999). Esses métodos precisam

ser rapidos, reprodutiveis, econdmicos e de facil manipulacédo (THIES, 2007).

O T-RFLP ganhou popularidade nos altimos anos devido a alta reprodutibilidade e o
acesso a um grande nimero de unidades taxondmicas operacionais (UTO’s) (OSBORN,
MOORE; TIMMIS, 2000). Esta técnica ja foi empregada para caracterizar as comunidades
microbianas em diferentes ambientes, como solos de floresta, solos poluidos, sedimentos,

estruturas de plantas, trato digestivo de minhocas, entre outros (THIES, 2007).

Como seu nome sugere, a analise de T-RFLP determina o polimorfismo no
comprimento dos fragmentos terminais de uma reacdo de restricdo, provenientes de um
produto de amplificacdo de PCR, sendo um dos primers marcado com fluorescéncia. E um
método muito sensivel a mudancas nas estruturas de comunidades microbianas do solo, além
de possuir alta capacidade de processamento disponivel, permitindo a analise de uma grande
quantidade de amostras (LIU et al., 1997; TIEDJE et al., 1999).

A anélise de T-RFLP utiliza métodos rapidos de extracdo de DNA de comunidades de
microrganismos de amostras ambientais, amplificagdo do gene rrs (gene que codifica para o

16S rRNA), reacdo de restricdo, e analise dos fragmentos terminais de restricdo (T-RFs) em
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seqlienciador automatizado. A técnica pode ser usada como um screening rapido de algum
gene para buscar diferencas entre comunidades em amostras ambientais. Os fragmentos de
restricdo terminal resultantes sdo medidos e comparados entre as amostras, podendo ser

usados para matrizes de similaridade e analise de componentes principais.

Os passos iniciais da técnica de T-RFLP incluem a extracdo de DNA da comunidade
que se deseja analisar, seguido pela amplificacdo por PCR do gene 16S rRNA do DNA da
comunidade utilizando primers especificos do dominio ou grupo, constituidos com o auxilio
de 3000 a 5000 seqiiéncias de bases de dados (TIEDJE et al., 1999). Os primers utilizados sdo
marcados com fluor6foro que pode ser detectado por um seqlienciador automatico ABI. Uma
vez que o marcador estd na extremidade 5’ terminal, somente o fragmento terminal da
digestéo de restricdo é detectado, e seu tamanho determinado pelo seqlenciador automatico.
Alguns diferentes fluoréforos tém sido utilizados com sucesso na analise, incluindo HEX,
FAM e ROX (THIES, 2007). Apés a amplificacdo por PCR o produto é purificado e, em
reacdes individuais, digerido com 2-4 enzimas de restricdo. As enzimas que proporcionam a
méaxima resolucdo, baseado nas analises de restricdo de base de dados, bem como em
comunidades naturais, sdo Hhal, Rsal, e Mspl, mas outras podem utilizadas em circunstancias
especiais (MARSH et al., 2000). Os produtos da digestao sdo carregados em um sequenciador
ABI e a corrida é realizada em um modo de varredura com tamanho interno padrao incluido
em cada linha de leitura (LIU et al., 1997).

Os tamanhos dos T-RFs marcados com o fluor6foro sédo convertidos em um
eletroferograma, onde cada pico representa um T-RF. O processamento dos dados se da pela
conversao dos eletroferogramas em uma matriz, cada coluna representando uma amostra e
cada linha representando uma T-RF que € encontrada em uma amostra. As op¢des de software
incluem o GeneScan™ ou Gene Mapper™ (ABI) e PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems)
ou um software tal como GelComparll (Applied-Maths), que pode importar dados nao
processados de arquivos de eletroferogramas. Estes programas calculam o tamanho do
fragmento de restricdo terminal bem como a intensidade de fluorescéncia (altura ou area do
pico). O comprimento do fragmento de restricdo pode ser determinado pela base de dados
ribossomais completa e, conseqlientemente, proporcionar um ponto de partida filogenético

I6gico. Um esquema completo da analise por T-RFLP é apresentado na Figura 1.2.
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Figura 1.2 - 1) O DNA é extraido da amostra de interesse; 2) O gene de interesse é amplificado usando a técnica
de PCR com um primer marcado com fluorescéncia; 3) Produtos de PCR de tamanho igual ou
similar marcados com fluorescéncia na extremidade final. Apds a purificacdo, os produtos de PCR
sdo digeridos com enzimas de restricdo, que geram fragmentos de diferentes tamanhos. 4) Estes
fragmentos sdo separados em gel de eletroforese ou capilaridade. 5) Um leitor a laser detecta os
fragmentos marcados e gera um perfil baseado no comprimento dos fragmentos. (Modificado de
Grintzig et al., 2002).

Experimentalmente, o comprimento dos fragmentos de restricdo pode ser determinado
abaixo de 1,5 bases, representando uma alta sensibilidade da técnica. Além disso, por medir o
fragmento de restri¢do terminal de cada gene 16S rRNA, a complexidade do padrdo de RFLP
é reduzida e cada banda visivel (fragmento) € representativo de um Unico ribotipo ou unidade
taxonémica operacional (UTO). Assim, em seguida, proporciona uma base quantitativa para a
estimativa da diversidade que, ainda que imperfeita, &€ mais sensivel para medi¢des que outros
métodos (LIU et al., 1997; TIEDJE et al., 1999).

Apesar de algumas limitacGes, a analise de T-RFLP ainda é altamente discriminatoria,
sendo utilizada com sucesso para a caracterizacdo de comunidades microbianas provenientes
de uma ampla variedade de ambientes. Qualquer gene para 0S quais primers possam ser
desenhados pode ser analisado por meio deste método. O nimero de publicacBes as quais 0
uso do T-RFLP tem sido usado para caracterizar comunidades microbianas continua
crescendo, pois a técnica € robusta, altamente reprodutivel, e rende um grande namero de
UTO’s.
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1.1.3.2 ARISA — Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis

Dentre as técnicas moleculares utilizadas para a caracterizagdo de comunidades
microbianas, uma técnica simples e segura € a analise do espacgo intergénico (RISA — rRNA
Intergenic Spacer Analysis), a qual explora a variabilidade do comprimento do espacgo
intergénico entre subunidades do gene rRNA no operon rrn. Uma metodologia automatizada,
denominada ARISA, foi desenvolvida para aperfeicoar a resolucdo e a andlise dos dados,
propiciando resultados mais robustos (FISCHER; TRIPLETT, 1999; RANJARD et al., 2001).

ARISA e T-RFLP sdo técnicas similares, baseadas na marcacdo terminal de um
fragmento de amplificagcdo utilizando primers marcados com fluorescéncia, sendo entdo
analisados diretamente em um seqiienciador automatico para determinar o tamanho do
fragmento em pares de bases (RANJARD et al., 2001).

No T-RFLP, os fragmentos amplificados sdo primeiramente submetidos a uma reacao
de restricdo e entdo somente o fragmento terminal € analisado no seqiienciador, etapa que nao
é necessaria no ARISA, pois a regido amplificada nesta técnica ja apresenta polimorfismos no
seu comprimento (KLAMER, 2002). A anélise de ARISA é baseada na amplificacdo da
regido intergénica entre 16S e 23S para bactérias e na regido do DNA ribossomal que contém
os dois espacos intergénicos transcritos (ITS) e o gene 5,8S rRNA (ITS1-5,8S-1TS2) no caso
de fungos, regides que sdo caracterizadas por uma significante variabilidade no comprimento
e sequéncia de nucleotideos entre diferentes genotipos microbianos (DAFFONCHIO et al.,
2003; DANOVARO et al., 2006).

A técnica de ARISA permite uma rapida investigacdo da estrutura de comunidades
microbianas mesmo quando ha um grande ndmero de amostras disponiveis. Devido a alta
resolucdo e sensibilidade da técnica, o nimero de UTO’s ¢ maior do que a técnica de RISA, o

que permite uma robusta comparacdo entre perfis de comunidades.

1.1.3.3 Bibliotecas Gendmicas

A abordagem mais utilizada para o estudo de comunidades microbianas em amostras
ambientais € a amplificacdo, clonagem e seqiienciamento de genes presentes nos organismos

da comunidade, os quais s&o utilizados para a sua identificagdo (JESUS, 2008). Desta forma,
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as bibliotecas gendmicas consistem em colecdes de seqiiéncias de DNA, construidas
considerando-se material genético de qualquer organismo, bem como em sequiéncias obtidas
de amostras ambientais (TINGRE; RUBIN, 2005).

O gene 16S rRNA se tornou a regido alvo mais utilizada para estudos de filogenia,
fornecendo uma visdo geral da composicdo da comunidade. Os genes rRNAs sédo
universalmente distribuidos nos diferentes grupos de seres vivos, sendo a molécula que
apresenta 0 maior grau de conservacdo existente. Sua variabilidade pode apresentar-se em
maior ou menor extensdao em diferentes regides da molécula (LANE et al., 1985). O gene 16S
rRNA é um fragmento de aproximadamente 1500 nucleotideos, presente em todos os seres
Vivos e gera grande quantidade de informac6es Uteis para inferéncias filogenéticas (AMANN;
LUDWING, 2000). A vantagem da utilizacdo desse gene consiste na disponibilidade de um
grande nimero de sequéncias em bancos de dados, como GenBank, Ribossomal Data Base
Project (RDP), European Molecular Biology Laboratory (EMBL), GreenGenes acessiveis
gratuitamente, permitindo a comparacdo de novas sequéncias obtidas com as seqléncias
depositadas nesses bancos (COUTINHO et al., 1999).

Brevemente, o processo de construcao de bibliotecas gendémicas consiste na extracao do
DNA/RNA dos organismos da comunidade; as seqliéncias de interesse sdo amplificadas por
PCR ou transcriptase reversa (para o caso de RNA); os fragmentos amplificados séo clonados
em vetores, geralmente plasmideos; os plasmideos sdo inseridos em células competentes de
Escherichia coli, onde sdo multiplicados; o vetor € extraido das células e o fragmento clonado
é sequenciado. O seqlienciamento realizado nas diferentes cdpias do gene obtidas por PCR e
sua comparacdo com bases de dados fornecem informacdo sobre a diversidade filogenética

dos organismos presentes no material estudado (JESUS, 2008).

As sequéncias de 16S rRNA geradas a partir do sequenciamento podem ser comparadas
com os bancos de dados publicos. Os bancos de dados do GenBank e o RDP permitem a
determinacdo do organismo com sequéncia mais similar e suas possiveis funcdes no solo,
como também sdo Uteis para o calculo de indices de diversidade, estimadores de riqueza de
espécies, dentre outras metodologias de analise de bibliotecas genémicas (BENSON et al.,
2005; COLE et al, 2007; CURY, 2006). Atualmente, existem varios softwares elaborados
para a analise de bibliotecas gendmicas, incluindo DOTUR, S-Libshuff, FastGroupll,
TreeClimber, SONS e o Unifrac (SINGLETON et al., 2001; SCHLOSS; LARGETE;
HANDELSMAN, 2004; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005; SCHLOSS; HANDELSMAN,
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2006a, 2006b; LOZUPONE; HAMADY; KNIGHT, 2006), os quais se aplicam a diversas
abordagens para comparacao entre bibliotecas e calculos de indices de diversidade.

Os dados gerados a partir da clonagem do gene 16S rRNA tém possibilitado a
caracterizacao das estruturas das comunidades microbianas presentes em amostras ambientais,
como também a identificacdo de espécies predominantes, que podem ser utilizadas como
indicadoras de qualidade do solo (CANNAVAN, 2007).

Estudos recentes tém confirmado que esta forma de analise € uma fonte vasta de
recursos para a prospeccdo de novos produtos biotecnoldgicos (COURTOIS et al., 2003) e,
combinados com técnicas mais répidas e menos onerosas, como Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) e T-RFLP, fornecem informagdes consistentes da composicéo das

comunidades microbianas nos ambientes.
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2 ESTRUTURAS E DIVERSIDADE DE COMUNIDADES MICROBIANAS DO SOLO
NO PERFIL MANGUEZAL-RESTINGA-FLORESTA

Resumo

Os manguezais desempenham um papel fundamental no ecossistema, possuindo
caracteristicas exclusivas que os tornam diferentes dos ambientes adjacentes. O estudo
comparativo das comunidades microbianas de solo de manguezal, restinga e floresta é inédito.
As estruturas e diversidade das comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi presentes no solo
no perfil manguezal-restinga-floresta foram acessadas por meio das técnicas de T-RFLP e
ARISA, e os resultados indicaram mudancgas estruturais na composicdo dessas comunidades
em funcdo do ambiente estudado, agrupando as amostras de acordo com a sucesséo observada
no ambiente natural. As estruturas das comunidades microbianas se correlacionaram com as
propriedades fisico-quimicas dos solos estudados e o pH foi o atributo que melhor se
relacionou com a variacdo dos dados. De maneira geral, as comunidades de Bacteria e Fungi
apresentaram maior riqueza de Unidades Taxondmicas Operacionais em comparagdo com as
comunidades de Archaea; A riqueza de Bacteria e Fungi foi maior nos primeiros 20 cm dos
solos estudados enquanto a riqueza de Archaea foi maior nas camadas mais profundas
amostradas. O manguezal apresentou dados relevantes de riqueza, com a presenca de
organismos exclusivos. Os resultados visaram contribuir com o conhecimento da diversidade
de microrganismos de solo de manguezal, em comparacdo com 0s ambientes de restinga e
floresta, de forma a relevar a importancia da preservacao dessas areas e seu possivel potencial
biotecnologico, por apresentar diversidade e caracteristicas exclusivas para esses
ecossistemas.

Palavras-chave: Ecologia microbiana; Manguezal; Restinga; Floresta; T-RFLP; ARISA
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STRUCTURE AND DIVERSITY OF SOIL MICROBIAL COMUNITIES IN THE
PROFILE MANGROVE-RESTINGA-FOREST

Abstract

The mangroves play a important role in the ecosystem, with exclusive characteristics that
become them different from the adjacent environments. The comparative study of microbial
communities of soil of mangroves, restinga (tropical moist forest) and forest is unpublished.
The structures and diversity of Bacteria, Archaea and Fungi communities presents in the soil
in the profile mangroves-restinga-forest were accessed through the T-RFLP and ARISA
techniques, and the results showed structural changes in those communities composition in
function of the environment studied, grouping the samples in agreement with the succession
observed in the natural environment. The microbial communities’ structures were correlated
with the physiochemical properties of the studied soils and the pH was the attribute that better
linked with the data variation. In general, the communities of Bacteria and Fungi presented
larger richness of Operational Taxonomic Units in comparison with the communities of
Archaea; the richness of Bacteria and Fungi was larger in the first 20 cm of the studied soils
while the richness of Archaea was larger in the lower layers of soil. The mangroves presented
relevant data of richness, with the presence of exclusive organisms. The results sought to
contribute with the knowledge about the diversity of microorganisms in mangroves soil, in
comparison with the restinga and forest, in way to emphasize the importance of the
preservation of those areas and its possible biotechnological potential, for presenting diversity
and exclusive characteristics for those ecosystems.

Keywords: Microbial ecology; Mangroves; Restinga; Forest; T-RFLP; ARISA
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2.1 Introducao

"A mais profunda emocdo que podemos experimentar é inspirada
pelo senso do mistério. Essa € a emoc&o fundamental que inspira

a verdadeira arte e a verdadeira ciéncia".
(Albert Einstein | 1879 — 1955)

O Parque Estadual da Ilha do Cardoso é formado por diversos tipos de vegetacdo, as
quais se encontram em um franco estado de sucessdo ecoldgica com varios mosaicos, desde a
planicie costeira até a regido serrana (BERNARDI et al., 2005). Dentre os diversos tipos de
vegetacdo presentes na llha, encontramos 0s ambientes de manguezais, florestas e restingas.
Muitas dessas areas apresentam um elevado grau de preservacdo, sendo encontrados

praticamente em sua forma natural.

O manguezal desempenha um importante papel dentro de um ecossistema maior,
protegendo a linha costeira de erosdo, danos por tempestades e acdo do mar (YAN; HONG,;
YU, 2006). Os manguezais também ajudam no tratamento de efluentes, provéem areas de
acasalamento e crescimento de diversas espécies, funcionam como reflgio e zonas de
alimentacdo para organismos marinhos, e fornecem uma grande quantidade de matéria

organica para as aguas costeiras adjacentes (RONNBACK, 1999).

As comunidades de microrganismos habitantes desses ambientes desempenham papel
importante na transformacdo dos nutrientes (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001). O
conhecimento dessas comunidades microbianas se tornou uma importante ferramenta para
avaliar a qualidade dos solos, através do estudo das estruturas e da diversidade dessas

comunidades.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo conhecer as estruturas das
comunidades microbianas presentes nos solos de manguezal, procurando entender a sua
importancia na manutencdo desse ecossistema. Neste estudo, foi realizado um levantamento
das comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi do solo de um manguezal preservado e nos
ambientes adjacentes de floresta e restinga, presentes na Ilha do Cardoso. Com a finalidade de
correlacionar a diversidade dessas comunidades no manguezal em relagdo aos ambientes

adjacentes, as estruturas das comunidades microbianas foram determinadas no perfil
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manguezal-restinga-floresta, por meio das técnicas de T-RFLP e ARISA, destacando, assim, a

importancia da preservacdo ambiental dos manguezais.

2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Biologia Celular e Molecular do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sdo Paulo, CENA/USP,
Piracicaba-SP. Uma representacdo explicativa das etapas do trabalho pode ser visualizada na
Figura 2.1.

| Coleta das Amostras |

v

Extracdo do DNA Total

Manguezal
10,20, 30e40cm
3 repeticoes

Floresta e Restinga
10, 20, 30, 40 e 50 cm
3 repeticdes

T-RFLP ARISA
Bacteria (primers 27f e 1492r) Fungi

Archaea (primers 21f e 958r) (primers 3126Tf e 2234Cr)
| |

v

ANALISES ESTATISTICAS
Mangue X Restinga X Floresta

PCA, NMDS, ANOSIM,
SIMPER, PIELOU

Figura 2.1 — Diagrama explicativo das etapas realizadas no trabalho.
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2.2.1.1 Area de Estudo

Amostras de solo de mangue, floresta e restinga foram coletadas no Parque Estadual da
Ilha do Cardoso, situado no sul do litoral do Estado de Séo Paulo no municipio de Cananéia,
entre os paralelos 25°03°05”- 25°18°18” ¢ os meridianos 47°53°48” - 48°05°42” (Figura 2.2).
A llha faz parte do complexo estuarino lagunar de Iguape-Cananéia-Paranagua, com uma area
de aproximadamente 22.500 ha, transformada em Parque Estadual pelo Decreto 40.319 de
1962 (NEGREIROS et al., 1974). Dados climaticos coletados em baixa altitude (<200 m) para
o periodo de dois anos revelam que a média das temperaturas minimas esta em torno de 19°C
e a média das maximas em torno de 27°C. A precipitacdo anual varia entre 1800-2000 mm
(MELO; MANTOVANI, 1994).

e

Cananéia

]

llha do Cardoso

Figura 2.2 - Vista aérea da regido da cidade de Cananéia-SP. O circulo em vermelho representa o detalhe na
figura da direita (Fonte: Google Earth).

2.2.1.2 Amostragem dos Solos

Amostras de solo foram coletadas em pontos demarcados em solos de mangue e em
solos adjacentes (floresta e restinga), no verdo de 2006/2007. Foram amostrados trés
ambientes, sendo: manguezal, floresta e restinga e em cada ambiente foram considerados trés
pontos geograficos. A amostragem de cada ponto geografico foi realizada em profundidades e

em triplicatas, constituindo 3 pontos em cada ambiente (Figura 2.3).
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As amostras de mangue foram coletadas ao longo do gradiente de inundacdo do
manguezal. A transversal tem orientacdo de 180° S, com inicio na margem da Baia de
Trampandé, estendendo-se até o ambiente terrestre (DIAS, 2008). Foram utilizados tubos de
PVC de 50 cm de comprimento por 50 mm de diametro, sendo introduzidos de forma vertical

no sedimento.

Para as amostras de restinga e floresta foram abertas trincheiras de 1 m x 1m e 60 cm de
profundidade, onde as amostras foram coletadas em 5 profundidades diferentes (a cada 10 cm
desde a superficie) com tubos de PVC (5 cm de comprimento por 50mm de diametro)
previamente esterilizados (Figura 2.4).

SR

bre
,llha Compridayf

Cananéia

Floresta
Manguezal .
’ Restinga

Ilha do Cardoso

s

Figura 2.3 - Foto da area de coleta no Parque Estadual da Ilha do Cardoso. Os pontos em vermelho indicam o
local de coleta das amostras de manguezal, restinga e floresta, respectivamente (fonte: Google
Earth). Coordenadas Geograficas: Manguezal 25°05°6,8”’S e 47°57°41,4”W, Restinga 25°04°16,7”S
e 47°55°26,1”W, e Floresta 25°04°16,7”S e 47°55°22,6” W.

Apos a coleta, as amostras foram armazenadas e mantidas sob baixa temperatura (4°C)
em caixas térmicas com gelo e enviadas imediatamente para o Laboratério de Biologia

Celular e Molecular (CENA/USP), a fim de iniciar as analises moleculares.

Uma aliquota das amostras foi armazenada em UltraFreezer (Thermo Forma, Forma
Scientific) a -80° C para a extracdo do DNA gendmico utilizados nas analises moleculares;

outra aliquota foi enviada para o Laboratério de Analises Quimicas do Departamento de
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Ciéncia do Solo, da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ/USP), para a
analise das propriedades fisico-quimicas.

Figura 2.4 — Foto representando a metodologia de coleta das amostras de floresta e restinga. As trincheiras
possuiam 1 m x 1 m por 60 cm de profundidade; os canos possuiam 5 cm de comprimento e 5 mm
de diametro.

2.2.1.3 Extracdo de DNA Gendmico do Solo

Para a extracdo de DNA total de solo foi utilizado o Kit Power Soil DNA (MoBIO,

Carlsbad, CA), e seguiu-se o protocolo de acordo com o fabricante, como descrito a seguir:

Uma amostra de 250 mg de solo foi pesada em uma balanca analitica TC-403 (Denver
Instrument Company) e adicionada ao tubo PowerBead de 2 ml; vortexou-se levemente e
adicionou-se 60 pl da solugdo C1 invertendo o tubo varias vezes; o tubo foi preso ao
Adaptador MoBIO Vortex e vortexou-se por 10 min a velocidade maxima; ap6s o vortex, o
tubo foi colocado para centrifugacdo a 10.000 x g por 30 s; o sobrenadante (aprox. 450 pl) foi
transferido para um novo tubo e entdo foi adicionado 250 pl da solugédo C2 e vortexou-se por
5s; ap0os essa etapa, incubou-se a 4°C por 5 min; apos o tempo de incubacéo, centrifugou-se a
10.000 x g por 1 min e entdo 600 ul do sobrenadante foi transferido para um novo tubo;
adicionou-se 200 pl da solucdo C3 e vortexou-se por 5 s; apds essa etapa, incubou-se
novamente a 4°C por 5 min; ap6s o tempo de incubacdo, centrifugou-se a 10.000 x g por 1
min e transferiu-se 750 ul do sobrenadante a um novo tubo; adicionou-se 1200 ul da solugédo
C4 e vortexou por 5 s; ap0s essa etapa, foi carregado 675 ul da solugdo no tubo contendo a

coluna e entdo foi centrifugado por 1 min a 10.000 x g; a solucdo coletada no tubo foi
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descartada e mais 675 ul foi carregado na coluna e entéo centrifugado por 1 min a 10.000 x g;
a solucéo coletada no tubo foi novamente descartada e finalmente, o restante foi aplicado na
coluna e centrifugado novamente nas condi¢des anteriores; apés, adicionou-se 500 ul da
solugdo C5 na coluna e centrifugou-se a 10.000 x g por 30 s; descartou-se o sobrenadante e
centrifugou-se novamente o tubo vazio por mais 1 min a 10.000 x g; ap0s essa etapa, a coluna
foi transferida para um novo tubo e foi adicionado 100 ul da solu¢do C6 no centro da coluna;

centrifugou-se por 30 s a 10.000 x g e obteve-se 0 DNA extraido das amostras.

Para a quantificacdo da extracdo, uma aliquota de 5 ul do DNA extraido foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) corado com brometo de etideo (0,5 ug/ml de gel) em
tampédo TSB (BRODY; KERN, 2004). Como padrédo molecular foi utilizado 2 ul de Low mass
DNA Ladder (Invitrogen Technology). O gel foi submetido a um campo elétrico de 80 V por

aproximadamente 30 min e entdo foto documentado.

O DNA extraido foi também quantificado em espectrofotdmetro, adotando-se a relagcéo de
1,0 de densidade Gtica a 260 nm (DOzs) como sendo igual a 50 ng de DNA.ul?
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989).

2.2.1.4 Amplificacdo do gene 16S rRNA de Bacteria

Para as reacOes de amplificacdo do gene 16S rRNA de Bacteria, foram utilizados 0s
primers universais 27f (5> AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’) e 1492r (5 ACC TTG
TTA CGA CTT 3’) (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995). Para a deteccdo de
fluorescéncia na analise de T-RFLP, a extremidade 5> do primer 27f foi marcada com 6-
carboxyfluorescein (FAM). A amplificacdo foi feita em solucdo contendo: 2,5 ul de tampéo
para PCR 10X; 1,0 pul de MgCl, 50 mM; 0,5 pl de dNTP 10 mM:; 0,25 pl de BSA 1 ng.ul™;
0,2 pl de Platinum® Taq Polimerase 5 U (Invitrogen); 0,5 ul de cada primer a 5 pmol; 5 pl da
amostra de DNA total de solo; e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para volume final de 25
ul. As reacOes de amplificagcdo foram realizadas em termociclador modelo GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) nas seguintes condigdes: 94°C por 3 min, 35 ciclos de
94°C por 30 s, 59°C por 45 s e 72°C por 1 min; e uma extenséo final de 72°C por 15 min. Uma
aliquota de 5 ul do produto de amplificacdo foi analisada em gel de agarose 1% (p/v) em

tampdo TSB (BRODY; KERN, 2004), utilizando como padrdo molecular 2 ul de Low mass
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DNA Ladder (Invitrogen Technology). O gel foi submetido a um campo elétrico de 80 V por

aproximadamente 30 min e posteriormente foto documentado.

2.2.1.5 Amplificacéo do gene 16S rRNA de Archaea

Para as reacOes de amplificacdo do gene 16S rRNA de Archaea, foram utilizados os
primers ARCH21f (5> TTC YGG TTG ATC CYG CCI GA 3”) e ARCH958r (5° YCC GGC
GTT GA(I/C) TCC AAT T 3’) (DELONG et al., 1992). Para a detecgéo de fluorescéncia na
andlise de T-RFLP, a extremidade 5’ do primer ARCH21f foi marcada com 6-
carboxyfluorescein (FAM). A amplificacdo foi feita em solugdo contendo: 2,5 ul de tampéo
para PCR 10X; 1,5 ul de MgCl, 50 mM:; 0,5 ul de dNTP 10 mM:; 0,25 pl de BSA 1ng.ul™;
0,2 ul de Platinum® Taq Polimerase 5 U (Invitrogen): 1 pl de cada primer a 5 pmol; 1 pl da
amostra de DNA total de solo; e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para volume final de 25
ul. As reacbes de amplificacdo foram realizadas em termociclador modelo GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) nas seguintes condi¢des: 95°C por 5 min, 30 ciclos de
95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 1 min; e uma extensdo final de 72°C por 10 min.
Como controle negativo nas reacdes de PCR foi utilizado 1 ul do DNA de Escherichia coli
(ATCC 25922), cuja cepa foi cedida pelo Laboratério de Materiais de Referéncia da
FIOCRUZ (INCQS). Uma aliquota de 5 ul do produto de amplificacdo foi analisada em gel
de agarose 1% (p/v) em tampdo TSB (BRODY; KERN, 2004), utilizando como padrdo
molecular 2 ul de Low mass DNA Ladder (Invitrogen Technology). O gel foi submetido a um

campo elétrico de 80 V por aproximadamente 30 min e entdo foto documentado.

2.2.1.6 Amplificacdo do Espaco Intergénico Ribossomal 18S-28S rRNA de Fungi

Para as reacOes de amplificacdo do espaco intergénico ribossomal 18S rRNA de
fungos, foram utilizados os primers 3126Tf (5° ATA TGC TTA AGT TCA GCG GGT 3’) e
2234Cr (5 GTT TCC GTA GGT GAA CCT GC 3°) (SEQUERRA et al., 1997). Para a
detec¢ao de fluorescéncia na analise de ARISA, a extremidade 5° do primer 3126Tf foi
marcada com 6-carboxyfluorescein (FAM). A amplificacdo foi feita em solucdo contendo: 2,5
ul de tampdo para PCR 10X; 1,5 ul de MgCl; 50 mM; 0,5 ul de dNTP 10 mM; 0,2 ul de
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Platinum® Taq Polimerase 5 U (Invitrogen); 1 pl de cada primer a 5 pmol; 3 ul da amostra de
DNA total de solo; e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para volume final de 25 ul. As
reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador modelo GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems) nas seguintes condigdes: 94°C por 3 min, 35 ciclos de 94°C por 30
s, 59°C por 45 s e 72°C por 1 min; e uma extensao final de 72°C por 15 min. Uma aliquota de
5 ul do produto de amplificacdo foi analisada em gel de agarose 1% (p/v) em tampéo TSB
(BRODY; KERN, 2004), utilizando como padrdo molecular 2 pl de Low mass DNA Ladder
(Invitrogen Technology). O gel foi submetido a um campo elétrico de 80 V por

aproximadamente 30 min e posteriormente foto documentado.

2.2.1.7 Purificacédo dos Produtos de PCR

Para a purificacdo dos produtos de PCR a serem analisados pelas técnicas de T-RFLP e
ARISA foi utilizado o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare),
seguindo as instrucdes do fabricante. Brevemente, adicionou-se ao produto de PCR 100 nl de
Capture buffer type 2 e a mistura foi transferida para uma coluna GFX (com filtro), sendo
centrifugada a 16.000 x g por 30 s. O filtrado que passou pela coluna foi descartado. Na
coluna GFX adicionou-se 500 ul de Wash buffer type 1 e centrifugou-se a 16.000 x g por 30 s,
descartando o filtrado. A coluna foi transferida para um novo tubo e, para a eluicdo do DNA,
foi adicionado 20 ul do Elution buffer type 4 no centro da membrana. Incubou-se a mistura
por 1 min a temperatura ambiente e centrifugou-se a 16.000 x g por 1 min para recolher o
DNA purificado. Uma aliquota de 5 ul do DNA purificado foi analisada em gel de agarose
1% (p/v) em tampdo TSB (BRODY; KERN, 2004), utilizando como padrdo molecular 2 ul de
Low mass DNA Ladder (Invitrogen Technology). O gel foi submetido a um campo elétrico de

80 V por aproximadamente 30 min e fotodocumentado.

2.2.1.8 Reacdo de Restricdo dos Produtos de PCR para Analise de T-RFLP

Os produtos de PCR de Bacteria e Archaea purificados foram utilizados nas reacOes de
restricdo com as endonucleases Hhal (GCG"C) e Mspl (C*CGG), as quais apresentam

melhores resultados para uso em T-RFLP (MARSH et al.,, 2000). Nas reacdes foram
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utilizados 1,5 pul do Buffer React 10X; 0,15 pul de BSA 1 ng.ul™; 0,06 pl da endonuclease 10U
(Invitrogen); 5 ul do produto de PCR purificado e &gua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para o
volume final de 15 pl. As reacdes de restricdo foram realizadas em termociclador modelo
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) nas seguintes condigdes: 37°C por 3 h e

68°C por 10 min para inativacdo da endonuclease.

2.2.1.9 Precipitacéao dos Produtos de Digestéo

Apos a reagdo de restricdo os produtos digeridos foram precipitados para analise de
fragmentos no seqiienciador automatico. Para a precipitacdo foram adicionados 2 ul de
tampao Acetato de S6dio/EDTA e 60 ul de etanol absoluto a 15 ul do produto da digestdo. A
mistura foi agitada levemente no vortex e centrifugada por 15 min a 12.000 x g, descartando o
sobrenadante. Foram adicionados 150 ul de etanol 70% recem preparado e centrifugou-se a
12.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi eliminado e o precipitado foi seco em concentrador
(Concentrador 5301, Eppendorf) a 45°C por aproximadamente 10 minutos. As amostras foram

armazenadas em freezer a -20°C ate posterior utilizacao.

2.2.1.10 Analise do Polimorfismo dos Fragmentos Terminais de Restri¢do (T-RFLP) do
Gene 16S rRNA de Bacteria e Archaea

A analise dos Fragmentos Terminais de Restricdo (T-RFs) foi feita em sequenciador
automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para o carregamento
das amostras no seqlienciador, o produto precipitado foi ressuspendido em mistura contendo
9,75 pl de Formamida HiDi e 0,25 ul de padrdo de comprimento GeneScan™ — 500 ROX™
Size Standard (Applied Biosystems). Antes do carregamento as amostras foram desnaturadas

por 5 min a 95°C e resfriadas a 0°C por 4 min.
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2.2.1.11 Analise da Variabilidade do Espaco Intergénico Ribossomal (ARISA) 18S-28S
de Fungi

A andlise da variabilidade do espaco intergénico ribossomal foi feita em sequenciador
automético ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para o carregamento
das amostras no seqlienciador foi utilizado 1 ml do produto em mistura contendo 8,75 ul de
Formamida HiDi e 0,25 pl de padrdo de comprimento MegaBACE™ ET900R Size Standard
(GE Healthcare Life Sciences). Antes do carregamento as amostras foram desnaturadas por 5
min a 95°C e resfriadas a 0°C por 4 min.

2.2.1.12 Processamento dos Dados

Apos a realizacdo da analise de T-RFLP e ARISA no sequenciador automatico ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), os dados obtidos foram primeiramente
analisados com o programa PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA), sendo
inspecionados visualmente para conferir a qualidade das corridas. Apds a confirmacgdo da
qualidade das corridas, os dados foram exportados em uma matriz para o programa Excel
(Microsoft) onde foram organizados para a analise multivariada. Para as amostras de
Bacteria, uma linha base limite de 50 unidades de fluorescéncia foi usada para discriminar 0s
“picos verdadeiros” dos ruidos do background proveniente da técnica, e T-RFS menores que
50 pares de base e maiores que 800 foram eliminados de todos os dados (CULMAN et al.,
2008). Para amostras de Archaea foram eliminados os picos menores que 20 e maiores que
800 pares de base, ja para as amostras de fungos foram eliminados abaixo de 50 e acima de
900.

Os dados de altura dos picos (unidades de fluorescéncia) foram transformados em
dados relativos, onde os valores absolutos referentes a intensidade dos picos no
eletroferograma e correspondentes aos comprimentos dos fragmentos foram apresentados na
forma de valores percentuais de detecgdo. Essa transformacdo dos dados foi calculada
dividindo cada valor de tamanho de pico pelo valor total dos picos de uma amostra. 1sso é
analogo em transformar cada altura de pico em dados de porcentagem em relagdo ao total de

valores de altura de pico em uma amostra (CULMAN et al., 2008).
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Apds a montagem da matriz dos dados, esta foi transformada em uma matriz de
distancia, usando a medida de Hellinger (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001). As anélises
estatisticas foram realizadas nos programas Canoco for Windows 4.5 (Biometris,
Wageningen, Holanda) e Primer5 (Plymouth Marine Laboratory, Primer-E, Reino Unido).



52

2.2.2 Resultados e Discussdo

2.2.2.1 Coleta e Caracterizacdo dos Solos

Todas as amostras de solo foram coletadas no Parque Estadual da Ilha do Cardoso, em
regido preservada, de vegetacdo natural. Para o ambiente de manguezal as amostras foram
coletadas nas profundidades 10, 20, 30 e 40 cm; para as amostras de floresta e restinga a
coleta foi realizada nas profundidades 10, 20, 30, 40, e 50 cm. A coleta das amostras de
manguezal ndo conseguiu atingir a profundidade de 50 cm devido ao aspecto lodoso e alagado
do solo, impossibilitando a coleta de uma amostra estruturada até profundidades maiores.
Apos a coleta, as amostras foram enviadas ao Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do
CENA/USP, onde uma aliquota foi armazenada a —80°C para extracdo do DNA e futuras
analises moleculares; outra aliquota foi enviada ao Laboratério de Analises Quimicas da
ESALQ/USP para analise das caracteristicas quimicas das amostras de solo (Tabela 2.1). A
Anélise de Componentes Principais realizada com os dados quimicos do solo revelaram
agrupamentos distintos para os trés ambientes estudados, onde se observa que as amostras de
manguezal apresentaram valores maiores de pH, matéria organica (M.O.), potassio (K) e
magnésio (Mg) e teores menores ferro (Fe) e cobre (Cu) quando comparadas com as amostras
de floresta e restinga (Figura 2.5). Esses valores em destaque para as amostras de manguezal

confirmam os dados ja apresentados por Dias (2008), Nunes (2006) e Cury (2006).

As propriedades do solo possuem um importante papel na nutricdo da flora e fauna dos
ambientes de manguezais (KATHIRESAN; BINGHAN, 2001). Algumas importantes
caracteristicas sdo o pH, troca catibnica, condutividade elétrica e o teor de silte (PEZESHKI,;
DELAUNE; MEEDER, 1997). Porém, o fator mais importante parece ser a concentracdo de
nutrientes, onde, seu fluxo esta intimamente relacionado com a assimilacdo por plantas e a
mineralizacdo microbiana (ALONGI, 1996; MIDDELBURG et al., 1996). Neste estudo, o
teor de nutrientes apresentou uma diminuicdo com o aumento da profundidade, evidenciando

uma maior concentracdo nos primeiros 20 cm amostrados.
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Figura 2.5 - Analise de Componentes Principais baseada nos elementos quimicos dos solos de mangue, floresta e
restinga. Os eixos 1 e 2 apresentaram valores de explicabilidade de 89,4% e 7,1% respectivamente.

2.2.2.2 Extracdo do DNA Gendmico Total do Solo

Foram realizadas trés extracfes de DNA genémico do solo para cada ponto amostral,
totalizando 12 extracdes para 0 ambiente de manguezal e 15 extracfes para 0s ambientes de
restinga e floresta. Algumas amostras ndo apresentaram qualidade na primeira extracédo, sendo
repetido o procedimento para essas amostras. A concentracdo do DNA extraido variou em
cada amostra segundo quantificacdo em espectrometro, de 40 ng.ul™ a 300 ng.ul™. Testes de
amplificacdo foram previamente realizados com as amostras de DNA extraido, onde todas as
amostras apresentaram resultados positivos com uma aliquota diluida 10X, desta forma,

padronizando a diluicdo utilizada na pesquisa.

2.2.2.3 Amplificagéo e Purificacdo dos Fragmentos de DNA

Aliguotas do DNA extraido das amostras de solo diluidas 10X apresentaram melhores
resultados na amplificacdo, gerando produtos de PCR suficientes para a continuidade do

trabalho. Nas reacdes de amplificacdo do gene 16S rRNA do grupo Bacteria foram utilizados
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0s primers 27f-FAM e 1498r, universais para o grupo, que amplificaram regifes do genoma
de tamanho esperado, com aproximadamente 1500 pb. Na amplificacdo do gene 16S rRNA do
grupo Archaea, foram utilizados os primers 21f-FAM e 958r, amplificando regibes do
genoma de tamanho esperado, com aproximadamente 950 pb. Para a amplificacdo da regiéo
do espaco intergénico ribossomal 18S-28S do grupo Fungi foram utilizados os primers
3126Tf-FAM e 2234Cr, também apresentando resultado ideal para a continuacdo das analises.

Alguns diferentes fluoroforos tém sido utilizados com sucesso na analise de T-RFLP e
ARISA, incluindo HEX, FAM e ROX (THIES, 2007); porém, Ranjard et al. (2001) mostrou
que a fluorescéncia FAM prové uma maior eficiéncia na PCR, apresentando uma maior
intensidade de fluorescéncia total dos perfis, mas também contribuem para o aumento dos
ruidos de fluorescéncia ndo-especifica, o que pode impedir a deteccdo de alguns picos. Neste
estudo somente os primers forward foram marcados com fluorescéncia FAM, pois estas
regides da subunidade menor do rRNA apresentam maior heterogeneidade (MOESENEDER
et al., 2001).

Apos a visualizacdo dos resultados da amplificacdo em gel de agarose 1% as amostras
foram purificadas com o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).
Edel-Hermann et al. (2004) mostraram que a digestdo de produtos de PCR ndo purificados
geraram perfis de T-RFLP ndo consistentes para algumas amostras, nas quais a fluorescéncia
residual de primers poderiam interferir na separacdo correta dos fragmentos terminais de

restricdo pelo seqienciador automatico.

2.2.2.4 Andlise dos Fragmentos Terminais de Restricdo (T-RFLP) de Bacteria e Archaea

Apos a purificacdo dos produtos de PCR, as amostras de Bacteria e Archaea foram
submetidas a uma reacdo de restricdo utilizando as endonucleases Mspl e Hhal, gerando
fragmentos terminais de restricdo (T-RFs). Apos a reacdo de restricdo, as amostras foram
precipitadas e entdo levadas ao seqlienciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Os arquivos gerados foram analisados previamente no programa
PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA) para a avaliagcdo da qualidade das
corridas no seqiienciador e uma matriz foi exportada para o programa Excel (Microsoft), onde
as planilhas de dados foram organizadas para a analise nos programas Canoco 4.5 (Biometris,

Wageningen, Holanda) e Primer5 (Plymounth Marine Laboratory, Primer-E, Reino Unido).
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Como ja mencionado, os dados de altura dos picos (unidades de fluorescéncia) foram
transformados em dados relativos para minimizar as diferencas da quantidade de DNA entre
as amostras (CULMAN et al., 2008). De acordo com Clement et al. (1998), ec6logos
microbianos devem ser cautelosos quando determinam que cada T-RFs seja uma espécie
Unica ou uma Unica UTO, pois multiplos organismos podem compartilhar T-RFs similares ou
mesmo idénticos. Exceto quando se trabalha com um organismo isolado, primers para grupos
especificos apresentam T-RFs freqiientemente ambiguos, limitando o pesquisador de extrair o
maximo de informacdo dos dados. Para minimizar este problema todas as analises foram
realizadas com duas endonucleases. Outros ruidos nos dados, como eficiéncia na purificacdo
do DNA, erros de pipetagem e estrutura das comunidades sdo minimizados quando os dados
séo transformados em valores relativos (DUNBAR; TICKNOR; KUSKE, 2001).

A partir das planilhas organizadas, foram realizadas ordenacfes estatisticas (PCA e

NMDS) e anélise de riqueza.

2.2.2.5 Anédlise da Variabilidade do Espaco Intergénico Ribossomal de Fungi (ARISA)

Para a andlise de ARISA as amostras de Fungi ndo precisam ser submetidas a uma
reacdo de restricdo, pois o fragmento amplificado possui um polimorfismo natural, sendo
possivel uma analise direta no seqlenciador (FISHER; TRIPLETT, 1999). Apds a
purificacdo, as amostras foram ressuspendidas em agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada e, uma

aliquota de 1 ul foi utilizada para a analise no seqlienciador.

Os procedimentos para analise dos dados foram os mesmos utilizados para as amostras
de T-RFLP, como citado no item 2.2.2.5.

2.2.2.6 Resultados da Andlise de T-RFLP de Bacteria e Archaea e ARISA de Fungi

Os resultados dos eletroferogramas das analises de T-RFLP e ARISA das comunidades

de Bacteria, Archaea e Fungi sdo mostrados nas Figuras 2.6, 2.7 e 2.8, respectivamente.
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Figura 2.6 - Eletroferogramas das comunidades de Bacteria dos solos de mangue, floresta e restinga. Resultados
de T-RFLP obtidos com a utilizagdo das enzimas Mspl e Hhal.
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Figura 2.7 - Eletroferogramas das comunidades de Archaea dos solos de mangue, floresta e restinga. Resultados
de T-RFLP obtidos com a utilizagdo das enzimas Mspl e Hhal.
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Figura 2.8 - Eletroferogramas das comunidades de Fungi dos solos de mangue, floresta e restinga obtidos pela
técnica de ARISA.

Uma andlise visual prévia dos eletroferogramas mostrou uma nitida diferenca na
estrutura das comunidades estudadas entre os ambientes de manguezal, restinga e floresta. E
possivel notar a presenca de picos que aparecem no eletroferograma de um ambiente e que
nao estdo presentes em outros, evidenciando UTO’s exclusivas em cada ambiente. Desta
forma, os ambientes estudados foram caracterizados por um perfil de eletroferograma,
mostrando o potencial das técnicas de T-RFLP e ARISA em discriminar as estruturas das
comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi em solos. Os eletroferogramas das comunidades
de Bacteria e Fungi apresentaram uma maior presenca de picos quando comparados com as
amostras de Archaea, sugerindo uma maior diversidade desses grupos, o que ja € esperado,
dado que a diversidade bacteriana e fungica é reconhecidamente maior que a diversidade de
Archaea num mesmo ambiente (ALLER; KEMP, 2008). Diferencas na diversidade nas
amostras ambientais sugerem possiveis diferencas nos papéis ecoldgicos de Archaea, Bacteria
e Fungi.

Apos a analise visual dos eletroferogramas, matrizes de dados foram geradas e, no
programa Canoco 4.5, elas foram convertidas em matrizes de distancia, utilizando o indice de

Hellinger (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001), recomendado para analises de T-RFLP.

Alguns estudos utilizam o indice de Bray-Curtis, porém, matematicamente este indice ndo da
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um grande peso aos dados faltantes (igual a zero), os quais aparecem com muita freqliéncia
nas matrizes geradas pelo T-RFLP e ARISA; dessa forma, o indice de Hellinger é mais
adequado a andlise (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001; PERES-NETO et al., 2006).

Os perfis de T-RFLP e ARISA foram comparados calculando a abundancia relativa dos
fragmentos terminais de restricdo (T-RFs, sendo considerada uma UTO distinta) para os trés
ambientes. As andlises de T-RFLP e ARISA podem dar uma visdo semi-quantitativa da
comunidade por meio da abundancia relativa dos picos, 0s quais representam os membros de
uma comunidade numa reacdo de PCR (BRAKER et al., 2001; SESSITSCH et al., 2001).
Histogramas sdo mostrados para os fragmentos com abundéancia relativa >1% (Figura 2.9),
sendo considerados UTO’s de organismos dominantes nessas comunidades (LEHOURS et al.,
2005).

Para as comunidades de Bacteria, resultados com ambas as enzimas apresentaram 20 T-
RFs com fluorescéncia relativa >1%, representando aproximadamente 60% da fluorescéncia
total. Em geral, tanto para a enzima Mspl quanto para Hhal, as amostras de manguezal
apresentaram alguns T-RFs dominantes, sendo mais abundantes do que outros, diferindo das
amostras de restinga e floresta. Para a enzima Mspl, o perfil dos T-RFs dominantes dos
ambientes de restinga e floresta foram muito semelhantes entre si, indicando uma similaridade
na estrutura das comunidades de Bacteria desses dois ambientes e diferindo do ambiente de
manguezal. Para a enzima Hhal o mesmo ocorre, exceto pelo T-RF de 60 pb, que possui uma
maior abundancia no ambiente de floresta. E possivel notar também a presenca de alguns T-
RFs em um ambiente que ndo aparecem em outros, evidenciando a presenca de algumas
UTO’s exclusivas em cada ambiente. Essas observagdes sugerem uma clara diferenca
estrutural nas comunidades de Bacteria entre os trés ambientes estudados, sendo que o
manguezal apresenta uma caracteristica distinta dos ambientes de restinga e floresta, que se

assemelham em alguns aspectos.
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Figura 2.9 - Abundéancia relativa de T-RFs de comunidades de Bacteria (A) e Archaea (B) do gene 16S rRNA.
Diagramas mostram os resultados depois de clivagem com Mspl e Hhal. (C) Abundancia relativa dos
fragmentos do espacgo intergénico ribossomal 18S-28S de Fungi. Os nimeros na legenda indicam o
tamanho dos fragmentos, em pares de bases, para fragmentos com abundancia relativa >1%.



62

Para as comunidades de Archaea, os resultados com a enzima Mspl apresentaram 17 T-
RFs com fluorescéncia relativa >1%, representando aproximadamente 93% da fluorescéncia
total; resultados com a enzima Hhal apresentaram 19 T-RFs com fluorescéncia relativa >1%,
representando aproximadamente 86% da fluorescéncia total das amostras. E possivel notar
uma menor riqueza de T-RFs dominantes para o dominio Archaea quando comparado com
Bacteria, isso é devido a uma menor quantidade de picos, evidenciando uma menor
diversidade desses organismos nos ambientes estudados, confirmando o que ja foi observado
por Aller e Kemp (2008), onde eles observaram que as comunidades de Archaea sdo menos
diversas que as comunidade de Bacteria num mesmo ambiente. Observag¢fes no histograma
(Figura 2.9) revelam que o ambiente de manguezal apresenta T-RFs dominantes diferentes
daqueles presentes nos ambientes de restinga e floresta, resultados similares aos apresentados
para as comunidades de Bacteria, onde os ambientes de restinga e floresta se assemelham

entre si, mas diferem do ambiente de manguezal.

Para as comunidades de Fungi, 15 T-RFs apresentaram fluorescéncia relativa >1%,
representando apenas 43% da fluorescéncia total. Ao contrario do que aconteceu com as
comunidades de Bacteria e Archaea, os T-RFs dominantes das comunidades de fungos nédo
representam a maioria dos membros dessa comunidade, o que indica uma alta diversidade
fungica nesses ambientes. Porém, a técnica utilizada para analisar essa comunidade foi
diferente da utilizada para as outras. Apesar de as técnicas serem bastante semelhantes quanto
ao procedimento, o T-RFLP se baseia no gene 16S rRNA, enquanto o ARISA se baseia no
espaco intergénico ribossomal. Um estudo realizado com amostras de solo comparou as duas
técnicas e sugeriu que os resultados de ambas as técnicas estdo muito relacionados
(HARTMANN et al.,, 2005). Observacbes no histograma (Figura 2.9) mostram uma
homogeneidade na distribuicdo dos T-RFs dominantes nos trés ambientes estudados, o que

difere dos resultados obtidos para as comunidades de Bacteria e Archaea.

Para testar a diferenca na composicdo das comunidades, a analise de similaridade
ANOSIM e a porcentagem de similaridade SIMPER (ambos os testes calculados com base no
coeficiente de similaridade de Bray-Curtis) foi realizada utilizando o programa Primer5
(CLARKE, 1993). ANOSIM é um teste estatistico baseado em permutacdo, andlogo ao teste
ANOVA, o qual testa a diferenca entre grupos de amostras de diferentes locais e tratamentos
experimentais (YANNARELL; TRIPLETT, 2004; DANOVARO et al.,, 2006). O teste de
SIMPER é um teste estatistico que avalia a diferenca entre grupos expressando os resultados

em valores percentuais de dissimilaridade. Estes dados estdo apresentados na Tabela 2.2.



63

'S9IUBIBJIP BUBLIBINSIIEISS INISONY 8p S3I0[eA,,

"SeJISOWe Se 9JJud apepLIe[IWISSIP © Jorew wabeiusaiod e Jorew ouenb _w_m_n__\/__mQ

"BI1ISIIRISe RAUBISYP Weluasaide OrU G0> 9 ‘S91UBJIBYIP dlusLIRIR|D 0BS BpUIR Sew 0edIsodaiqos
wianssod G'0< 'S8IUBISHP SIUBLLILIIIS]IRISS 0BS G/ ‘0 < S3I0[EA "T00'0>d WOD SOP0) ‘s0SSaIdxa 0Bs .1, 9P S8I0[BA "Selisowe aijus eduaisyip e e1sel INISONV,

%6.'€S €Z1'0 %.T'SS  %6E'€L 89T'0 £62'0 %0S'7E  %9T'VE AV 10€'0 ©1sa10]4 X ebunssy
%G2'2S 092'0 %EB'T6  %VE'V6 %6160 %8160 %8L'8Y  %YE'TS «0V9'0  %8G9'0  ®1sau0ld4 X anbueln
%86'€S €Z1'0 %0G'98  %.G'S. x9€8'0 G120 %66'87  %8E‘TS x0£9'0  %/GL'0  ebunsay X snbue
YAANIS  INISONY leyH 1dsi leyH 1dsin leyH [dsin leyH [dsn
d3AdINIS NISONY d3dNIS NISONVY ausIquIy
16un4 eaeyaly elaoeyg

"215940[} 8 eBUNSA. ‘[ezanBuew ap sojos

sou 1Bun4 8 e3BYDIY ‘BLI9)OEY SOIUIWOQ SO OPUBISPISUOD WYSIYY @ d144- L 8P SEIIUI) Se Opuesn Sopido HIJINIS @ INISONY SPepLIEILUISSIP 8P S8dIpU] — 2'Z BlageL



64

De forma geral, as comunidades microbianas do ambiente de manguezal diferiram dos
ambientes de restinga e floresta, estes que apresentaram certo nivel de semelhanga entre si.
Essa diferenca estrutural de comunidades microbianas pode estar relacionada as diferencas
morfo-fisiologicas do manguezal em relacdo aos outros ambientes. Diferente da floresta e da
restinga, 0 manguezal se caracteriza por apresentar areas alagadas, salinas, de substratos
siltosos inconsolidados e com baixo teor de oxigénio (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 2000).
Outra caracteristica importante de manguezais é a alta producdo de matéria organica,
principalmente serrapilheira. A producéo total de serrapilheira de um manguezal é funcdo da
taxa de renovacdo da agua dentro do ecossistema, que, por sua vez, estd relacionada a
caracteristicas topograficas, maregraficas e forcantes metereologicas (POOL; LUGO;
SNEDAKER, 1975).

Também foi calculado o indice de Pielou (J°) (PIELOU, 2000), que mede a
eqlitabilidade das amostras, indicando a proporcdo dos individuos de cada uma das espécies
presentes em uma comunidade em relagcdo ao total de individuos desta mesma comunidade.
Quanto maior a equitabilidade das amostras, mais robustos sdo os resultados. Através dos
dados apresentados na Tabela 2.3 é possivel notar que todas as amostragens apresentaram um
alto valor de equitabilidade, exceto para a amostragem de comunidades de Archaea no

ambiente de floresta, utilizando a enzima Mspl.

Tabela 2.3 - Equitabilidade® das amostras obtidas usando T-RFLP e ARISA.

Bacteria Archaea

Ambiente Mspl Hhal Mspl Hhal Fungi
Mangue 0,825 0,840 0,855 0,801 0,821
Restinga 0,874 0,878 0,960 0,815 0,793
Floresta 0,896 0,868 0,470 0,809 0,783

3ndice de Pielou, guanto mais préximo de 1 maior é a equitabilidade da amostragem.
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2.2.2.7 Estruturas das Comunidades Microbianas no Perfil Manguezal-Restinga-

Floresta

A anélise de Componentes Principais dos perfis de T-RFLP e ARISA das estruturas de
comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi dos solos de mangue, floresta e restinga sdo
mostradas na Figura 2.10.

Para as comunidades de Bacteria, as amostras foram separadas de forma distinta no
grafico de ordenacdo, sendo a variabilidade das amostras explicada 100% nos dois primeiros
eixos plotados. Os agrupamentos definidos no grafico de ordenacdo demarcaram posicdes
correspondentes a dos ambientes estudados no contexto da paisagem local, onde a restinga
situa-se como um ambiente de transi¢do entre o manguezal e a floresta. A topologia global do
gréfico feito através das duas endonucleases (Mspl e Hhal) foi muito similar, mostrando
confiabilidade nos dados. As amostras de mangue e floresta formaram um agrupamento mais
distinto, sendo o manguezal o mais separado entre os ambientes. As amostras de restinga
foram plotadas préximas as amostras de floresta, revelando uma maior similaridade entre os

dois ambientes.

Para as comunidades de Archaea, as amostras foram plotadas de forma mais dispersa,
porém mantendo a ordenacdo similar a plotada para as comunidades de Bacteria. Desta
forma, a distribuicdo da estrutura das comunidades de Archaea seguiu 0 mesmo padréo que as
comunidades de Bacteria. A topologia global do grafico realizado com a endonuclease Hhal
apresentou uma melhor definicdo dos agrupamentos, porém, ndo muito diferente da enzima
Mspl; em ambos os graficos, os dois primeiros eixos explicaram 100% da variacdo total dos
dados. Para esse grupo, as amostras de restinga foram plotadas entre as amostras de mangue e
floresta, evidenciando o comportamento transicional das comunidades desse ambiente, como

0 observado na paisagem natural.

Para as comunidades de Fungi, as amostras de manguezal apresentaram um
agrupamento mais distinto em relacdo as amostras de floresta e restinga, formando um grupo
bem definido. As amostras de floresta e restinga foram plotadas de forma mais dispersa na
ordenacédo, em alguns casos se sobrepondo, evidenciando uma maior similaridade entre esses

dois ambientes.
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Figura 2.10 - Andlises de Componentes Principais das comunidades microbianas dos solo estudados. (A) PCA

das estruturas de comunidades de Bacteria determinadas por T-RFLP com as enzimas Mspl e
Hhal. (B) PCA das estruturas de comunidades de Archaea determinadas por T-RFLP com as
endonucleases Mspl e Hhal. (C) PCA das estruturas de comunidades de Fungi determinadas por
ARISA. O valor correspondente a explicabilidade de cada eixo se encontra ao lado do grafico.
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De modo geral, a PCA realizada com os dados de T-RFLP e ARISA das comunidades
de Bacteria, Archaea e Fungi revelou diferencas estruturais na composicdo dessas
comunidades nos ambientes estudados, formando grupos claramente definidos para cada
ambiente amostrado. Os resultados de T-RFLP e ARISA também foram sensiveis em revelar
a transicdo das microbianas na transec¢do ambiental estudada, como observado na paisagem
local, onde a restinga se situa numa posicdo de transicdo entre o ambiente de manguezal e o
de floresta. Isso fica mais evidente para as comunidades de Bacteria e Archaea, e um pouco
menos para as comunidades de Fungi. Pode-se notar também que as amostras de floresta e
restinga se agrupam de forma mais préximas entre si, confirmando os dados de ANOSIM e
SIMPER, onde o manguezal difere dos outros ambientes.

2.2.2.8 Relagéo das Comunidades Microbianas com os Atributos dos Solos

Andlises estatisticas multivariadas associadas a técnicas independentes de cultivo tém
sido utilizadas como forma de dimensionar e aumentar a informacao de grupos de organismos
em relacdo as condicGes ambientais, flutuacGes sazonais e diferentes aspectos do local
estudado, como os atributos fisico-quimicos do solo (HITZL et al.,, 1997; XU, 2006;
RAMETTE, 2007).

A analise de NMDS (Non-metric Multidimensional Scaling) é uma técnica de ordenacéo
utilizada em analises ecologicas que tem por objetivo descrever a estrutura de uma matriz
complexa, reduzindo a dimensionalidade da matriz de dados e ordenando 0s objetos num
gréfico. Essa técnica procura garantir que as distancias entre os objetos no espaco plotado seja
proporcional as distancias entre os objetos no espaco multidimensional original, dessa forma,

pontos que foram plotados proximos apresentam maior similaridade entre si.

Os dados de T-RFLP e ARISA foram correlacionados com os valores das propriedades
quimicas dos solos e ordenados utilizando a analise de NMDS, obtendo-se ordenacdes
espaciais baseadas no indice de Hellinger. As ordenacbes espaciais definidas para cada
comunidade microbiana, combinada com os atributos quimicos do solo sdo mostradas na
Figura 2.11.
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Figura 2.11 - Non-metric multidimensional scaling das comunidades microbianas dos solos estudados. (A)
NMDS das estruturas de comunidades de Bacteria determinadas por T-RFLP com as enzimas
Mspl e Hhal. (B) NMDS das estruturas de comunidades de Archaea determinadas por T-RFLP
com as endonucleases Mspl e Hhal. (C) NMDS das estruturas de comunidades de Fungi

determinadas por ARISA.
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A anélise de NMDS dos perfis de T-RFLP mostrou que as comunidades de Bacteria dos
diferentes ambientes estudados diferem em estrutura e essas diferencas estdo pouco
relacionadas aos atributos quimicos do solo, pois estes explicam apenas 22,1% e 28,3% da
variabilidade total dos dados respectivamente para as endonucleases Mspl e Hhal. Entre os
atributos analisados, o pH, enxofre (S), ferro (Fe) e o potassio (K) sdo os que mais estdo
relacionados com a variabilidade das amostras. As amostras de mangue se relacionaram com
maiores valores de pH, magnésio (Mg) e K, enquanto as amostras de floresta e restinga com

maiores valores de S e Fe.

A anélise de NMDS dos perfis de T-RFLP para as comunidades de Archaea revelou que
as diferengas na estrutura dessas comunidades nos diferentes ambientes estdo bastante
relacionados com os atributos quimicos dos solos, que explicam 74,7% e 59,7% da
variabilidade total dos dados para as endonucleases Mspl e Hhal, respectivamente. Entre os
atributos analisados, o pH, Matéria Organica (M.O.), boro (B) e 0 S s@o 0s que mais estdo
relacionados com a variabilidade das amostras. Para essa comunidade, as amostras de mangue

se relacionaram com maiores valores de pH e Mg.

A analise de NMDS dos perfis de ARISA para as comunidades de Fungi ndo apresentou
agrupamentos muito definidos para os trés ambientes, porém agrupou de uma forma distinta
as amostras de mangue. A variabilidade dos dados esta pouco relacionada com os atributos
quimicos do solo, que explicam apenas 30,7% da variacao total dos dados. Entre os atributos
analisados, o pH, Fe, manganés (Mn), e o zinco (Zn) séo 0s que mais estdo relacionados com
a variabilidade das amostras. Para a comunidade de Fungi, as amostras de mangue mostraram

maior relacdo com maiores valores de Fe e S.

Os resultados mostram que as diferencas nas estruturas das comunidades microbianas
nos solos estudados estdo correlacionadas com as mudancas nos atributos do solo, porém, em
alguns casos como Bacteria e Fungi, a explicabilidade da variacdo foi pouco correlacionada
aos atributos quimicos do solo. Esta correlacdo pode ter sido pequena em funcdo da
amostragem, onde foi realizado um estudo em profundidade, chegando até a 50 cm. Estudos
com comunidades microbianas de solos tropicais mostraram uma alta relacdo com os atributos
do solo, analisando, porém as primeiras profundidades (até 20 cm), onde hd uma maior
concentracdo de nutrientes (FIERER; JACKSON, 2006; CANNAVAN, 2007; JESUS et al.,
2009). Com o aumento da profundidade é normal que ocorra uma diminuicdo do teor de
nutrientes do solo e isso também reflete na diversidade das comunidades microbianas. Neste

estudo observou-se que as comunidades de Bacteria e Fungi apresentaram maior riqueza de
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UTO’s nas primeiras camadas dos solos estudados, o que é corroborado por dados de outros
estudos ja realizados com diversidade microbiana em solos (TORSVIK; GOKSOYR; DAAE,
1990; BORNEMAN; TRIPLETT, 1997; TSAI et al., 2003; FIERER; JACKSON, 2006;
MEDAU, 2007).

Por outro lado, as comunidades de Archaea se correlacionaram bastante com o0s
atributos do solo, visto que esses organismos sdo conhecidamente habitantes de lugares
extremos, adaptando-se a maiores profundidades do solo. Os resultados revelaram uma maior
riqueza de UTQO’s para o grupo de Archaea nas amostragens mais profundas (30 a 50 cm), o

que pode ter sido a razéo da alta correlagdo desse grupo com os atributos do solo.

Em todas as analises realizadas, o pH apareceu como um atributo bastante
correlacionado com a variabilidade dos dados, junto com outros elementos que contribuem
para a alteracdo do pH em solos, como o Fe e o K. Fierer e Jackson (2006), realizaram estudo
de biogeografia e diversidade de comunidades bacterianas em solos da América do Norte e
Sul e observaram que o pH foi, de longe, o atributo que melhor predisse a diversidade e a
riqueza de espécies bacterianas. Em estudo realizado em solos da Amazonia Ocidental, a
diversidade de comunidades bacterianas esteve bastante correlacionada com a acidez do solo,

S

com atributos como pH, [AI°"], potencial de acidez e saturacdo de bases (JESUS et al., 2009).

Em solos de manguezal, a dinamica de nutrientes é diferente dos solos de floresta e
restinga, sendo considerados ecossistemas altamente produtivos devido ao intenso suprimento
de nutrientes, provenientes tanto do mar quanto do continente (GETTER et al.,, 1984,
WOODWEL et al., 1977). Dias (2008), em estudo realizado com o mesmo manguezal
utilizado nesta pesquisa, mostrou que a capacidade de suporte ndo varia com a profundidade,
porém apresentou diferenca na estrutura de comunidades de bactérias em funcdo da
profundidade. Em estudo realizado em ambiente de manguezal contaminado com petrdleo no
Brasil, as estruturas das comunidades de Bacteria variaram de acordo com a contaminacgao,
enquanto as comunidades de Archaea variaram de acordo com a profundidade (CURY, 2002;
NUNES, 2006).

Desta forma, as diferencas observadas nas estruturas de comunidades microbianas nesta
pesquisa refletem as diferencas ambientais observadas nos trés ambientes estudados, pois
estes apresentam caracteristicas fisico-quimicas diferentes. Estas caracteristicas, juntamente

com a atividade bioldgica de espécies vegetais, podem controlar a composicdo e a atividade
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das comunidades microbianas, determinando suas condi¢des de sobrevivéncia e crescimento
(SESSITSCH et al., 2001; AGNELLI et al., 2004).

2.2.2.9 Anélise de Riqueza de Unidades Taxonémicas Operacionais

A partir dos dados obtidos com as técnicas de T-RFLP e ARISA, foram analisados 0s
dados de riqueza de UTO’s, onde, para cada T-RF encontrado no perfil de uma comunidade,
uma UTO foi considerada. Como o0s experimentos foram considerando trés repeticdes
biologicas, se um pico de fluorescéncia estivesse presente em apenas uma das triplicatas, esse
T-RF seria considerado como presente no ambiente, minimizando, assim, o efeito de
organismos dominantes. A Figura 2.12 mostra os graficos de riqueza de UTO’s das
comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi dos trés ambientes estudados no experimento.
Também foram construidos diagramas de Venn (FAUTH et al.,, 1996) para verificar as
intersec¢des ¢ peculiaridades entre os ambientes, identificando o nimero de UTO’s exclusivas

e compartilhadas entre mangue, floresta e restinga (Figura 2.12).

Para as comunidades de Bacteria, as amostras que apresentaram maior riqueza foram de
floresta, mangue e restinga, nessa ordem. Para as amostras de florestas o numero de UTO’s
variou entre 80 e 160; para as amostras de mangue variou entre 140 e 160; e para as amostras
de restinga variou entre 80 e 160. Pode-se notar tambem que as primeiras profundidades (10 e
20 cm) apresentaram os maiores valores de riqueza para os trés ambientes, que foi diminuindo
com o aumento da profundidade, dados que confirmam uma maior diversidade nas primeiras
camadas de solo, como descrito anteriormente por Tsai et al. (2003). Da mesma forma que
aconteceu com a riqueza, o niamero de UTO’s tnicas em cada ambiente foi maior nos
ambientes com maior riqueza, sendo que na floresta 26,1% (Mspl) e 16,8% (Hhal) das UTO’s
encontradas foram exclusivas; no mangue, 20,6% (Mspl) e 23,6% (Hhal) foram exclusivas; e
na restinga 11,4% (Mspl) e 10,8% (Hhal) foram exclusivas para esse ambiente. Interessante
notar que o nimero de UTO’s comuns aos trés ambientes foi de 97 (Mspl) e 103 (Hhal),
revelando o efeito transicional desses trés ambientes, sendo este valor maior que o valor de
UTQO’s unicas. Também ¢ importante ressaltar que o ambiente de mangue compartilha mais
UTO’s com o ambiente de floresta do que com o ambiente de restinga. Os resultados de

ambas endonucleases foram muito semelhantes, evidenciando confiabilidade nos dados.
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Figura 2.12 - Rigueza de Unidades Taxondmicas Operacionais (UTO’s) detectadas com as técnicas de T-RFLP [(Al)
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Para as comunidades de Archaea, a riqueza de UTO’s foi muito menor quando
comparado com a riqueza das comunidades de Bacteria. A riqueza entre 0s ambientes ndo
foram muito discrepantes entre si, sendo que a floresta apresentou uma riqueza um pouco
maior que os ambientes de restinga e mangue. Para as comunidades de Archaea, a maior
riqueza se encontra nas maiores profundidades (30 e 40 cm), diferente do que ocorreu para o
grupo Bacteria e Fungi, 0s quais apresentaram maior riqueza nas primeiras profundidades.
Para a endonuclease Hhal, o nimero de UTO’s na floresta variou de 12 a 28; na restinga de
32 a 25; e no mangue de 29 a 12. A riqueza de UTO’s apresentou grande diferenca entre as
endonucleases utilizadas, sendo que Hhal apresentou um maior nimero quando comparada
com Mspl. Nas comunidades de Archaea, o numero de UTO’s tnicas foi maior do que o
nimero de compartilnadas entre os ambientes, revelando um efeito de sele¢do das
comunidades desse grupo em cada ambiente. Na floresta, 43,7% (Mspl) e 53,7% (Hhal) das
UTO’s encontradas foram exclusivas desse ambiente; para as amostras de restinga, 28,5%
(Mspl) e 28,2% (Hhal) foram exclusivas; e no mangue, 78,9% (Mspl) e 51,28% (Hhal).
Apenas a restinga apresentou uma baixa porcentagem de UTO’s unicas, enquanto em mangue

e floresta esse niumero foi maior que a metade das UTO’s encontradas.

Para as comunidades de Fungi, a riqueza foi aumentando no sentido mangue-restinga-
floresta, sendo o mangue o ambiente que apresentou menor riqueza de UTO’s. O nimero de
UTO’s de mangue variou entre 131 a 146; na restinga variou entre 141 a 275; e na floresta
variou entre 138 a 316. Como aconteceu para as comunidades de Bacteria, a riqueza foi maior
nas primeiras profundidades amostradas, como ja foi descrito por Tsai et al. (2003). O nimero
de UTO’s unicas para a floresta foi de 145, para a restinga 85, e 35 para 0 mangue. Como
aconteceu com as comunidades de Bacteria, o nimero de UTO’s comuns aos trés ambientes
foi bastante significativa, apresentando um valor de 153, revelando um compartilhamento de
espécies entre 0os ambientes, evidenciando a transi¢do que é observada na paisagem natural.
Neste caso também foi observado que o manguezal compartilha mais UTO’s com a floresta

do que com a restinga.

De acordo com os dados, a riqueza de UTO’s dos grupos de Bacteria e Fungi foram
maiores quando comparada com a riqueza de Archaea nos trés ambientes estudados. Como
para Bacteria e Fungi, membros do dominio Archaea ocorrem globalmente, e ndo somente
naqueles ambientes considerados extremos (DeLONG, 1992; ZHANG et al., 2005; TESKE,
2006). Em estudo comparativo foi mostrado que, para a maioria dos ambientes, a diversidade

de membros do dominio Archaea tende a ser relativamente menor do que a diversidade de
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membro do dominio Bacteria, dados que corroboram os resultados obtidos nessa pesquisa
(ALLER; KEMP, 2008).

Supde-se que essa diferenca entre a diversidade dos grupos seja devido ao uso do
ambiente por estes, que é mais restrito para Archaea do que para Bacteria. Membros do
dominio Archaea podem viver em micro-nichos enquanto bactérias vivem mais amplamente
ou em diferentes micro-nichos (ALLER; KEMP, 2008). A diferenca na riqueza de Archaea
foi menor no manguezal, por este ser um ambiente propicio para a sobrevivéncia desse grupo,
por se tratar de um ambiente considerado extremo. O solo de manguezal € composto
basicamente por matéria organica misturada com sedimento, sendo anaerébio, exceto para 0s
sedimentos de superficie (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001). Os ambientes de
manguezais estdo sob forte influéncia de ciclos de inundacdo de marés, apresentando grandes
variacdes de potencial de oxi-reducdo. Ao longo de um perfil de solo variando de 6xico para
anoxico, diferentes processos biogeoquimicos podem alterar a forma como a matéria organica
é utilizada pelos microrganismos, alterando assim as estruturas das comunidades microbianas
(CURY, 2006). Alongi et al. (1998), estudaram trés manguezais na peninsula da Malasia e
constataram que as florestas mais jovens sofrem maior impacto quanto as condi¢cdes aerdbias
e anaerdbias do sedimento. Visto que a vegetacdo influencia as comunidades microbianas, o
ambiente de manguezal possui caracteristicas muito diferentes dos ambientes de floresta e
restinga, as quais sdo responsaveis pelas diferencas estruturais que apresentaram as

comunidades microbianas estudadas.

Para os grupos de Bacteria e Fungi a riqueza de UTO’s foi maior nas primeiras
profundidades (até 20 cm) enquanto que para o grupo de Archaea, a riqueza foi maior nas
amostragens mais profundas (30 a 50 cm), evidenciando um gradiente de selecdo dos grupos
microbianos em funcdo da profundidade. Essas diferencas podem estar relacionadas a baixa
capacidade dos microrganismos do dominio Bacteria e Fungi de se adaptarem a ambientes

anoxicos, ao contrario dos microrganismos do dominio Archaea (OVREAS et al., 1997).

A riqueza de UTO’s das comunidades de Archaea no manguezal ndo foi discrepante
quando comparada com a rigqueza nos ambientes de floresta e restinga, 0 que sugere que a
diversidade de Archaea em manguezais é relativamente alta. Dados semelhantes foram
encontrados por Yan, Hong e Yu (2006), onde foram construidas bibliotecas do gene 16S

rRNA de solos de manguezal e pdde-se constatar uma alta diversidade nesses ambientes.
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Para as comunidades de Fungi, a riqueza de UTO’s no manguezal foi bem menor da
encontrada para os ambientes de restinga e floresta. Porém, os fungos desempenham papel
fundamental no ciclo de nutrientes desses ambientes (HYDE et al., 1995). Pouco se conhece
sobre a fisiologia e a bioquimica de fungos nos ambientes de manguezais, apesar de a maior
parte desses organismos produzirem compostos de interesse biotecnolégico (KATHIRESAN;
BINGHAN, 2001).

Analisando, de forma geral, a riqueza de UTO’s nos ambientes de manguezal, floresta e
restinga, pode-se notar que as diferengas nas estruturas das comunidades de Bacteria,
Archaea e Fungi sdo devido ao ambiente amostrado e também em funcdo da profundidade
(CURY, 2006; NUNES, 2006).

O ecossistema de manguezal, apesar de possuir uma menor diversidade de plantas e
outros organismos quando comparados com a floresta e a restinga, apresenta uma alta
diversidade microbiana, que por sua vez possui papel fundamental na manutencéo e equilibrio

desses ecossistemas.

2.3 Conclusao

O emprego das técnicas de T-RFLP e ARISA revelou diferengas estruturais na
composicdo das comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi que ocorrem nos solos na
sucessdo manguezal-restinga-floresta. A metodologia utilizada foi sensivel ao detectar as
diferencas e o padrédo de distribuicdo dos microrganismos de forma semelhante ao observado
no ambiente natural. Considerando o fato de que foram caracterizados os perfis das
comunidades microbianas no manguezal e ambientes adjacentes, e foram acessados
representantes dos trés Dominios microbianos, permitindo a comparacdo da diversidade
microbiana em trés ambientes, os resultados deste trabalho confirmam e estendem estudos
anteriores revelando a grande diversidade microbiana no ambiente de manguezal sugerindo
que estas comunidades microbianas desempenham papel fundamental no equilibrio do

ecossistema.

Os resultados desta pesquisa visam contribuir com o conhecimento da diversidade de

microrganismos no solo de manguezal, em comparagcdo com 0s ambientes de restinga e
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floresta, de forma a relevar a importancia da preservacao dessas areas e seu possivel potencial

biotecnoldgico, por apresentar diversidade e caracteristicas Unicas para esses ecossistemas.

Adicionalmente, os resultados apontam que ferramentas moleculares poderiam ser
usadas para monitorar o impacto de agbes antropicas sobre as comunidades microbianas

nesses ambientes, de forma a prever os efeitos no ecossistema.
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3 ESTRUTURAS E DIVERSIDADE DE COMUNIDADES MICROBIANAS EM SOLO
DE MANGUEZAL PRESERVADO E ANTROPIZADO

Resumo

Os manguezais sdo considerados ecossistemas altamente produtivos, provendo uma grande
quantidade de nutrientes aos ambientes adjacentes, desempenhando um importante papel na
manuten¢do da vida marinha. Embora os manguezais sejam considerados areas de protecao
ambiental, a destruicdo desses ecossistemas é progressiva, devido as atividades industriais e
portuarias nos estuarios. Este estudo avaliou o efeito da acdo antropogénica sobre as
estruturas e diversidade das comunidades microbianas em solo de manguezal. Amostras
foram coletadas de 0 a 40 cm de profundidade em um manguezal preservado e outro
antropizado, na Ilha do Cardoso-SP. O DNA gendmico foi extraido das amostras e reacdes de
PCR foram realizadas com primers especificos para os grupos de Bacteria, Archaea e Fungi;
os amplicons foram analisados pelas técnicas de T-RFLP e ARISA; adicionalmente foi
construida uma biblioteca gendémica 16S rRNA de Archaea para avaliar os grupos presentes
em cada manguezal. Através de anélises estatisticas dos dados foi possivel revelar que a acao
antropogénica tem efeito sobre as comunidades microbianas alterando suas estruturas e
causando perda de diversidade, e essa variacdo estd relacionada com as alteracfes dos
atributos fisico-quimicos do solo. A analise da biblioteca de clones 16S rRNA de Archaea
mostrou que essas comunidades apresentaram variacdo em funcdo da profundidade
amostrada, onde na camada mais superficial estdo presentes membros do filo Euryarchaeota,
enquanto nas camadas mais profundas estdo os membros do filo Crenarchaeota; também foi
possivel notar a presenca de clones exclusivos em cada ambiente. Este trabalho mostra a
importancia da preservacdo dos ambientes de manguezais, evidenciando os efeitos causados
por acles antropogénicas de poluicdo e desmatamento, e destacando a alta diversidade de
microrganismos e seu possivel potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Ecologia microbiana; Manguezais; T-RFLP; ARISA; Biblioteca gendmica;
gene 16S rRNA.
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3 STRUCUTRES AND DIVERSITY OF MICROBIAL COMMUNITIES IN SOIL OF
PRESERVED AND ATHROPIZED MANGROVE

Abstract

Mangroves are considered ecosystems highly productive, providing a great amount of
nutrients to the adjacent environments, playing an important role in the maintenance of the sea
life. Although the mangroves are considered areas of environmental protection, the
destruction of those ecosystems is progressive, due to industrial and port activities in the
estuaries. This study evaluated the effect of the anthropogenic action over the microbial
communities in mangroves soil. Samples were collected from 0 to 40 cm of depth in a
preserved and anthropized mangrove, in the Ilha do Cardoso-SP. The genomic DNA was
extracted of the samples and PCR reactions were accomplished with specific primers for the
groups of Bacteria, Archaea and Fungi; the amplicons were analyzed by the T-RFLP and
ARISA techniques; additionally a genomic library 16S rRNA gene of Archaea was built to
evaluate the present groups in each mangrove. Through statistical analyses of the data it was
possible to reveal that the anthropogenic action has effect over the microbial communities
altering their structures and causing diversity loss, and that variation is related with the
alterations on the physiochemical soil attributes. The analysis of the clone library 16S rRNA
gene of Archaea showed that those communities presented variation in function of the depth,
where, in the superficial layer, are present members of the phylum Euryarchaeota, while in
the deepest layers are the members of the phylum Crenarchaeota; it was also possible to
notice the presence of exclusive clones in each environment. This work shows the importance
of the preservation of the mangroves ecosystems, evidencing the effects caused by
anthropogenic actions like pollution and deforestation, and detaching the high diversity of
microorganisms and its possible biotechnological potential.

Keywords: Microbial Ecology; Mangroves; T-RFLP; ARISA; Genomic library; 16S rRNA

gene
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3.1 Introducao

"Sempre que reflito sobre a belissima ordem que observamos o
mundo, como cada coisa se origina da outra, sinto-me como se
estivesse lendo um texto divino, escrito ndo com letras mas
com objetos, que dissesse: Homem, amplia a tua razéo, para
que possas compreender".

(Johannes Kepler | 1571 — 1630)

Os ecossistemas de manguezais cobrem aproximadamente 60-75% da linha costeira
tropical e subtropical do mundo. O Brasil, a Indonésia e a Australia possuem as maiores areas
de manguezais do mundo (AKSORNKOAE et al., 1984). Os manguezais sé&o considerados
ecossistemas altamente produtivos, provendo uma grande quantidade de nutrientes aos
ambientes adjacentes, desempenhando um papel importante na manutencdo da vida marinha;
servem tambem como abrigo, fonte de alimento e bercario para crustaceos, moluscos, peixes
de importancia comercial, e aves residentes e migratorias (HOLGUIN; VAZQUEZ,;
BASHAN, 2001).

Embora os manguezais sejam considerados areas de protecdo ambiental, a destruicdo
sistematica desses ambientes tem aumentado, devido a atividades industriais e portuarias nos
estuarios (CURY, 2002). Nesses ambientes, a ciclagem de nutrientes esta diretamente
relacionada as atividades e a diversidade das comunidades microbianas presentes no solo. A
acdo antropica, por meio de poluentes e desmatamento, pode alterar as estruturas das
comunidades de microrganismos, causando desequilibrios ecoldgicos que podem levar a
extincdo de espécies importantes para a manutencdo do ecossistema. Em ultima instancia,
esse processo pode resultar em diminuicdo da ciclagem de nutrientes e alterar o crescimento

de espécies vegetais.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo comparar as estruturas das
comunidades microbianas presentes em solo de manguezal preservado e antropizado. Foi
realizado levantamento das comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi por meio das analises
de T-RFLP e ARISA. Num segundo momento, foi realizada a construcdo de bibliotecas do
gene 16S rRNA de Archaea, a fim de se conhecer os principais organismos residentes nos
dois ambientes e avaliar o efeito da acdo antropogénica sobre a diversidade microbiana em

manguezais, destacando, assim, a importancia da preservacao desses ambientes.
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3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sdo Paulo, CENA/USP,
Piracicaba-SP. Uma representacdo explicativa das etapas do trabalho pode ser visualizada na

Figura 3.1.
Coleta das Amostras
Extragdo do DNA Total
Manguezal Preservado e Antropizado
10,20,30e40cm
3 repeticdes

T-RFLP .
Bacteria (primers 27f e 1492r) BIBLIOTECA GENOMICA
Archaea (primers 21f e 958r) Gene 16S rRNA de Archaea

ARISA (primers 21f e 958r)

Fungi (primers 3126Tf e 2234Cr)

— r

ANALISES ESTATiSTICAS ANALISES ESTATISTICAS
Mangue Preservado X Mangue Antropizado Mangue Preservado X Mangue Antropizado

PCA, NMDS, ANOSIM, DOTUR, S-libshuff, SONS,
SIMPER, PIELOU Clustal X, Mega

Figura 3.1 — Diagrama explicativo das etapas realizadas no trabalho.

3.2.1.1 Area de Estudo

Amostras de solo de mangue preservado e antropizado foram coletadas no Parque
Estadual da Ilha do Cardoso (ver capitulo 2 item 2.2.1).
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3.2.1.2 Amostragem dos Solos

Amostras de solo foram coletadas em pontos demarcados em solos de mangue
preservado e mangue antropizado. Foram coletados seis pontos, sendo trés pontos de mangue

preservado e trés de mangue antropizado (Figura 3.2).

S ) A /

bse
,llha Comprida

Cananéia

Manguezal
Antropizado,

Manguezal
" Preservado

Ilha do Cardoso

g

Figura 3.2 - Foto da area de coleta no Parque Estadual da Ilha do Cardoso. Os pontos em vermelho indicam o
local de coleta das amostras de manguezal preservado e antropizado (fonte: Google Earth).
Coordenadas Geograficas: Manguezal preservado 25°05°6,8”S e 47°57°41,4”W, e manguezal
antropizado (regido do nticleo Perequé 25°03°54,5”S e 47°55°02,8”W).

As amostras de mangue preservado foram coletadas ao longo do gradiente de inundacgéo
do manguezal numa regido sem historico de acdo humana (mesmas amostras utilizadas no
Capitulo 2). As amostras de mangue antropizado foram coletadas no nucleo Perequé, em

ambiente com acdo antrépica.

De acordo com o Atlas de Sensibilidade ambiental do Parque, elaborado por Wieczorek
(2006), a regido onde foram coletadas as amostras de manguezal preservado sofre pouca
influéncia antropogénica, com a presenca de poucas casas e atividades de pesca artesanal. A
regido do manguezal antropizado esta localizada no Nucleo Perequé, um local com forte

influéncia antropogénica, onde nota-se a presenga de muitas casas, locais publicos, trilhas,
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areas desflorestadas, campings, bares, areas praianas com acesso a turistas, como também a
presenca de embarcacdes e atividade de pesca artesanal e esportiva; essa € uma regido por um
intenso tradfego de pessoas devido ao turismo local. Vela lembrar que, de acordo com o
Ministério do Meio Ambiente, as areas de manguezais sdo consideradas 0s ecossistemas mais
sensiveis a derramamento de 6leo, apresentando Indice de Sensibilidade (ISL) de valor10, o
valor méaximo de sensibilidade (BRASIL, 2004). Neste contexto, os dois manguezais
amostrados apresentam diferentes histéricos de preservacdo, possibilitando a comparacéao e o
estudo do efeito antropogénico nas comunidades microbianas nos dois ambientes. A Figura

3.3 resume as acOes antropicas presentes em cada ambiente.

Manguezal Preservado:
@ Casas Pesca Sitio,
L artesanal Histérico

Manguezal Antropizado:

- Nucleo Perequé

Embarcacdes de @ Campin
BEB@ = O o
Locais publicos #Pa%%?goum @ Praia
S
F’esc:?t_ Centro de Pesquisa @ Recreacao
esportiva
- Area deflorestada
@ gr?gggnal @ Comeércio
————— Trilhas

Figura 3.3 - Quadro resumindo a acdo antropogénica nos dois manguezais estudados (modificado de Wieczorek,
2006).

y

Foram utilizados tubos de PVC previamente esterilizados, de 50 cm de comprimento
por 50 mm de diametro, sendo introduzidos de forma vertical no sedimento. Apos a coleta, as
amostras (aproximadamente 400 g por tubo) foram armazenadas e mantidas sob baixa
temperatura (4°C) em caixas térmicas com gelo e enviadas imediatamente para o Laboratorio

de Biologia Celular e Molecular (CENA/USP), a fim de iniciar as analises moleculares.

Uma aliquota das amostras foi armazenada em UltraFreezer (Thermo Forma, Forma
Scientific) a -80°C para a extracdo do DNA gendmico utilizados nas analises moleculares;

outra aliquota foi enviada para o Laboratério de Andlises Quimicas do Departamento de
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Ciéncia do Solo, da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ/USP), para a
analise das propriedades fisico-quimicas.

3.2.1.3 Extracdo de DNA Gendmico do solo e Analises de T-RFLP e ARISA

Os passos de extragdo do DNA gendmico total do solo, as rea¢des de amplificagdo de
regides do DNA, a purificacdo e a analise dos dados de T-RFLP e ARISA seguiram 0s
mesmos padrdes descritos no capitulo 2 (ver se¢des de 2.2.1.3 2 2.2.1.12).

3.2.1.4 Biblioteca 16S rRNA de Archaea

3.2.1.4.1 Amplificacdo do gene 16S rRNA de Archaea

Para as reacdes de amplificacdo do gene 16S rRNA de Archaea, foram utilizados os
primers ARCH21f (5 TTC YGG TTG ATC CYG CCI GA 3’) e ARCH958r (5* YCC GGC
GTT GA(I/C) TCC AAT T 3°) (DELONG et al., 1992). A amplificacdo foi feita em solucéo
contendo: 2,5 ul de tampéo para PCR 10X; 1,5 ul de MgCl, 50 mM; 0,5 ul de dNTP 10 mM;
0,25 ul de BSA 1 ng.ul™; 0,2 pl de Platinum® Taq Polimerase 5 U (Invitrogen); 1 ul de cada
primer; 1 ul da amostra de DNA total de solo; e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para
volume final de 25 ul. As reagdes foram realizadas em triplicata para as profundidades de 10
e 40 cm dos mangues preservado e antropizado. As reacdes de amplificacdo foram realizadas
em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) nas seguintes
condicdes: 95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 1 min; e
72°C por 10 min. Uma aliquota de 5 ul do produto de amplificagdo foi analisada em gel de
agarose 1% (p/v) em tampdo TSB (BRODY; KERN, 2004), utilizando como padrédo
molecular 2 ul de Low mass DNA Ladder (Invitrogen Technology). O gel foi submetido a um

campo elétrico de 80 V por aproximadamente 30 min e entdo foto documentado.
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3.2.1.4.2 Purificagdo dos Produtos de PCR

Para a purificacdo dos produtos de PCR, as triplicatas foram misturadas para a obtencao
de uma amostra composta de cada manguezal (preservado e antropizado) em cada
profundidade (10 e 40 cm). Na purificacdo foi utilizado o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare), seguindo as instru¢des do fabricante. Adicionou-se ao produto
de PCR 100 pl de Capture buffer type 2 e a mistura foi transferida para uma coluna GFX
(com filtro), sendo centrifugada a 16.000 x g por 30 s. O filtrado que passou pela coluna foi
descartado. Na coluna GFX adicionou-se 500 ul de Wash buffer type 1 e centrifugou-se a
16.000 x g por 30 s, descartando o filtrado. A coluna foi transferida para um novo microtubo
e, para a eluicdo do DNA, foi adicionado 20 ul do Elution buffer type 4 no centro da
membrana. Incubou-se a mistura por 1 min a temperatura ambiente e centrifugou-se a 16.000
X g por 1 min para recolher o DNA purificado. Uma aliquota de 5 ul do DNA purificado foi
analisada em gel de agarose 1% (p/v) em tampdo TSB (BRODY; KERN, 2004), utilizando
como padrdo molecular 2 pl de Low mass DNA Ladder (Invitrogen Technology). O gel foi
submetido a um campo elétrico de 80 V por aproximadamente 30 min e posteriormente foto

documentado. O produto purificado foi armazenado a -20 °C até posterior utilizagéo.

3.2.1.4.3 Clonagem dos Produtos de PCR

O produto amplificado e purificado da PCR do gene 16S rRNA de Archaea, dos
manguezais preservado e antropizado, foi clonado em vetor pGEM®-T Easy, de acordo com
as instrucdes do fabricante do Kit pPGEM®-T Easy Vector (Promega). A reacio de ligagdo do
produto de PCR purificado ao vetor foi realizada da seguinte maneira: 1 ul de T4 DNA Ligase
(BU/ul); 5 ul de tampdo T4 Ligase 1X; aproximadamente 100 ng do produto de PCR
purificado e 54 ng do vetor pPGEM®-T. A quantidade necessaria em ng do produto de PCR a

ser utilizado na clonagem foi realizada considerando a formula abaixo (1).

ng do vetor X tamanho do inserto (Kb)

X taxa molar inserto : vetor (1)
Tamanho do vetor (Kb)



93

A taxa molar inserto:vetor utilizada foi de 3:1. A reacdo foi incubada a 4°C overnight
para a obten¢do de uma maior eficiéncia de ligacéo.

3.2.1.4.4 Preparo das Células Competentes de Escherichia coli

Células competentes de E. coli DH5a foram preparadas quimicamente utilizando o
meétodo de Cloreto de Célcio (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989). Células de uma
colonia isolada de E. coli, crescidas anteriormente em placa de Petri contendo meio Luria
Bertani — LB (1% de Triptona; 0,5% de extrato de levedura; 0,25% de NaCl; 4% de agar),
foram inoculadas em 10 ml de meio LB liquido, o qual foi incubado a 37°C por 16 h, sob
agitacdo constante de 200 rpm (New Brunswick Scientific — C24 Incubator Shaker, Edison
NJ, USA). Apos o crescimento da cultura, 100 ul foi adicionado a 25 ml de meio LB liquido
para a reinoculacdo, mantendo-se o frasco incubado a 37°C por aproximadamente 4 h, sob
agitacdo constante de 200 rpm, até atingir uma absorbancia de 0,5 a 600 nm. As células foram
transferidas para tubo de 50 ml e incubadas no gelo por 10 m. O tubo foi centrifugado a 3500
rpm, por 15 min a 15°C. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1/2 volume de uma
solucdo gelada e esterilizada de CaCl,/Glicerol (50 mM de CaCl, e 10% de glicerol). As
células foram incubadas no gelo por 15 min e centrifugadas a 3500 rpm, por 15 min a 15°C.
As células foram gentilmente ressuspendidas em 1/5 do volume da solucdo gelada de
CaCl,/Glicerol. Aliquotas de 100 ml foram transferidas para microtubos e armazenadas a -
80°C.

3.2.1.4.5 Transformacdo de E. coli

A eficiéncia de transformacdo das células foi medida usando protocolo de
transformacdo através de choque térmico (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989) com
plasmideo comercial pGEM T-Easy de concentragdo conhecida. A eficiéncia foi estimada em

10® transformantes por pg de DNA.
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O vetor contendo o inserto foi inserido em células competentes de E. coli DH5a. através
de choque térmico (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989). O processo de
transformacdo foi realizado da seguinte maneira: 2 ul do produto de ligagdo e 50 ul de células
competentes foi adicionado em microtubo, sendo misturados gentilmente e incubados no gelo
por 30 min. Em seguida, o microtubo foi incubado a 42°C em banho-maria por 50 s e
novamente incubado em gelo por mais 2 min. Foi adicionado 450 ml de meio SOC
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989) a temperatura ambiente e incubado por 2 h a
37°C, sob agitacdo de 200 rpm.

As células competentes transformadas foram cultivadas em placas de Petri contendo
meio LB solido, acrescido de ampicilina, X-Gal e IPTG (todos em concentracéo final de 100
ng.mlt). A cultura com as células foi incubada em estufa a 37°C por 16 h e, apés este
periodo, as placas foram armazenadas a 4°C para facilitar a visualizacdo e a selecdo das

col6nias azuis/brancas.

3.2.1.4.6 Selecdo dos Clones e Extracédo do DNA

Apenas as coldnias brancas, as quais devem conter vetor/inserto, foram selecionadas
para a continuacdo do trabalho. As coldnias foram coletadas com auxilio de palitos estéreis e
transferidas para microplaca 96-well, contendo 50 pl de TE (Tris 10 mM pH 8; EDTA 1 mM
pHB8). Para a extracdo do DNA das células em suspensao, a placa foi submetida a 95°C por 10
min em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). As placas

contendo o DNA extraido foi mantida a -20°C até posterior utilizacdo.

3.2.1.4.7 PCR de Inserto e Purificacdo

Para as reacOes de amplificacdo da regido do vetor contendo o inserto do gene 16S
rRNA de Archaea, foram utilizados os primers M13f (5> GCC AGG GTT TTC CCA GTC
ACG A 3’) e M13r (5 GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAG G 3’) (HUEY; HALL, 1989).
A amplificagdo foi feita em solugdo contendo: 3,0 ul de tampéo para PCR 10X; 1,8 ul de
MgCl, 50 mM; 0,6 pl de dNTP 10 mM; 0,15 pl de Platinum® Taq Polimerase 5 U

(Invitrogen); 1,2 ul de cada primer; 1 ul da amostra de DNA extraido das colbnias; e 4gua
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ultrapura (Milli-Q) esterilizada para volume final de 30 ul. As reacdes de amplificagdo foram
realizadas em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) nas
seguintes condicdes: 95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C por 30 s, 52°C por 30 s e 72°C por 1
min; e 72°C por 10 min. Uma aliquota de 5 ul do produto de amplificacdo foi analisada em
gel de agarose 1% (p/v) em tampédo TSB (BRODY; KERN, 2004), utilizando como padréo
molecular 2 ul de Low mass DNA Ladder (Invitrogen Technology). O gel foi submetido a um

campo elétrico de 80 V por aproximadamente 30 min e posteriormente foto documentado.

Apos a verificagdo da amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados adicionando
3 partes de Isopropanol 100% e 1 parte de agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada ao produto. A
mistura foi agitada levemente no vortex e incubado a -20°C overnight. Apos o tempo de
incubagdo, centrifugou-se a mistura a 4000 rpm por 90 min, a temperatura ambiente
(Centrifuga modelo 5804R, Eppendorf). O sobrenadante foi removido e a placa foi
centrifugada invertida, sob papel absorvente, a 900 rpm por 30 s. Foi adicionado 150 ul de
etanol 70% e centrifugou-se a 4.000 rpm, por 90 min a temperatura ambiente. O sobrenadante
foi removido e a placa foi centrifugada invertida, sob papel absorvente, a 900 rpm por 30 s.
As amostras foram secas em termociclador a 40°C por 10 min e ressuspendidas em agua

ultrapura (Milli-Q) esterilizada.

3.2.1.4.8 PCR de Sequienciamento e Precipitacdo

Apos a amplificacdo da regido do inserto foi realizada a reacdo de sequenciamento em
microplaca 96-well, utilizando o Kit DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing
(Amersham, GE Bioscience) e o primer ARCH21f (5 TTC YGG TTG ATC CYG CCI GA
3’) (DELONG et al., 1992). A amplificacdo foi feita em solucdo contendo: 2,0 ul de
DYEnamic; 4,0 ul de tampé&o para PCR 2,5X (400 mM Tris-HCI pH 9,0; 10 mM MgCl,); 1,0
ul do primer a5 pmol; 1 ul do produto de amplificacdo da regido do inserto; e agua ultrapura
(Milli-Q) esterilizada para volume final de 10 pl. As reacGes de amplificacdo foram realizadas
em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) nas seguintes
condicdes: 30 ciclos com desnaturacdo de 95°C por 20 s, anelamento a 53°C por 15 s e

extensdo a 60°C por 1 min.
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Apo6s a reacdo, as amostras foram precipitadas para o sequenciamento conforme
instrucdo do fabricante. Adicionou-se 2 ul de solucdo Acetato de S6dio/EDTA e 60 ul de
etanol absoluto. O material foi misturado em vortex e centrifugado a 4.000 rpm, por 45 min a
temperatura ambiente (Centrifuga modelo 5804R, Eppendorf). O sobrenadante foi removido e
a placa foi centrifugada invertida, sob papel absorvente, a 900 rpm por 30 s. Foi adicionado
150 ul de etanol 70% e centrifugou-se a 4.000 rpm, por 15 min a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi removido e a placa foi centrifugada invertida, sob papel absorvente, a 900

rpm por 30 s. As amostras foram secas em termociclador a 40°C por 10 min.

As amostras foram ressuspendidas em 10 pl de Hi-Di Formamide (Applied Biosystems)
e 0 sequienciamento dos clones foi realizado no seqtienciador capilar automatico ABI PRISM
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

3.2.1.4.9 Analise das Sequéncias

A verificacdo das sequéncias foi realizada com base nos eletroferogramas gerados pelo
software Sequencing Analysis 3.0. As sequiéncias parciais brutas foram analisadas no site
Ribossomal Database Project 11 (RDP Il) versdo 10 (http://rdp.cme.msu.edu/), para edicdo e
remocdo de sequéncias com baixa qualidade (COLE et al., 2009). O nivel de exigéncia
minima foi de 350 bases com qualidade Phrap acima de 20 (1 erro a cada 100 bases lidas),
para posteriores analises. O RDP possui um sistema de classificacdo taxonémica (RDP
Hierarchy) que segue a proposta do Manual Bergeys (GARRITY; BELL; LIBURUN, 2004)
no qual os principais niveis taxondmicos sdo: Dominio, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género

e Espécie.

O ntmero de Unidades Taxondmicas Operacionais (UTO’s) foi determinado
utilizando-se o programa DOTUR (Distance Based OTU and Richness Determination)
(SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005), considerando-se uma distancia evolutiva de 0,03 (97%
de similaridade) através do algoritmo de furthest neighbor. Para tanto, as seqiiéncias foram
alinhadas utilizando o programa Clustal X 2.0 (THOMPSON et al., 1997; LARKIN et al.,
2007) e editadas com o programa CLC Sequence Viewer 6.1, disponivel gratuitamente no site
http://www.clcbio.com. O alinhamento foi utilizado para se calcular uma matriz de distancia

evolutiva através do DNADIST, programa do pacote PHYLIP 3.63, usando o algoritmo de
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Jukes e Cantor. O programa DOTUR também foi utilizado para a constru¢do da curva de
rarefagéo.

Um diagrama de Venn foi elaborado para verificar as interseccdes e peculiaridades das
bibliotecas obtidas. Para se verificar estatisticamente as diferencas entre as bibliotecas foi
utilizado o programas S-Libshuff versdo 1.22, disponivel em (http://libshuff.mib.uga.edu/)
(SINGLETON et al., 2001).
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3.2.2 Resultados e Discussao

3.2.2.1 Coleta e Caracterizacdo dos Solos

Todas as amostras de solo foram coletadas no Parque Estadual da Ilha do Cardoso, em
regido preservada e antropizada, nas profundidades 10, 20, 30 e 40 cm. Apds a coleta, as
amostras foram enviadas ao Laboratério de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP,
onde uma aliquota foi armazenada a —80°C para extracdo do DNA e futuras andlises
moleculares; outra aliquota foi enviada ao Laboratorio de Anéalises Quimicas da ESALQ/USP
para analise das caracteristicas quimicas das amostras de solo (Tabela 3.1). A Analise de
Componentes Principais realizada com os dados quimicos do solo separaram as amostras em
dois grupos distintos, de acordo com o ambiente (Figura 3.4). O manguezal antropizado
apresentou maiores concentracdes de nutrientes quando comparado com o manguezal
preservado. Isso pode ser explicado pelo fato de que uma acgdo antropica, com efeito poluidor
sobre 0 manguezal, pode agregar valor em termos de adicdo de nutrientes para a flora, fauna e
também para as comunidades microbianas (WICKRAMASINGHE et al., 2009).

As propriedades do solo possuem um importante papel na nutricdo da flora e fauna dos
ambientes de manguezais (KATHIRESAN; BINGHAN, 2001). Algumas importantes
caracteristicas sdo o pH, troca catidnica, condutividade elétrica e o teor de silte (PEZESHKI;
DELAUNE; MEEDER, 1997). Porém, o fator mais importante parece ser a concentracéo de
nutrientes, onde, seu fluxo esta intimamente relacionado com a assimilacdo por plantas e a
mineralizacdo microbiana (ALONGI, 1996; MIDDELBURG et al, 1996). Como ja
mencionado, as amostras de manguezal antropizado apresentaram maior teor de nutrientes,

fato que pode ter ocorrido devido a acdo humana nessa area.
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Tabela 3.1 - Caracterizagdo quimica das amostras dos solos utilizados na pesquisa.

Amostra pH M.O. P S K Ca Mg
Ambiente Profundidade caCl, g.dm=3 mg.dm-3 mmolc.dm-3

10 cm 6.3 93 5 - 4.1 14 58

Mangue 20cm 6.4 67 4 - 3.2 8 50

Preservado 30cm 6.3 54 3 - 3.2 18 53

40 cm 5.9 38 3 - 1.2 10 15

10cm 6.4 116 10 - 2.0 42 55

Mangue 20cm 6.7 104 7 174 1.8 44 53

Antropizado 30 cm 6.4 99.0 6 174 1.8 33 48

40 cm 6.0 67.0 4 175 1.8 31 43

(-) Resultado <0,1 ou ndo determinado.

+*

-1.0

-0.6 1.2

SPECIES

SAMPLES

’ Mangue Preservado + Mangue Antropizado

Figura 3.4 - Analise de Componentes Principais baseada nos elementos quimicos dos solos de manguezal
preservado e antropizado. Os eixos 1 e 2 apresentaram valores de explicabilidade de 89,5% e 9,0%
respectivamente.

3.2.2.2 Extracdo do DNA Gendmico Total do Solo

Foram realizadas coletas em dois ambientes de manguezal, um preservado e outro
antropizado, a cada 10 cm (de 0 a 40 cm de profundidade), totalizando 12 amostras para cada

manguezal e sendo realizado um total de 24 extra¢cdes de DNA total de amostras de solo. A
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concentragdo do DNA extraido variou em cada amostra segundo quantificagdo em
espectrometro, de 40 ng/ul a 300 ng/ul. Testes de amplificagdo foram previamente realizados
com as amostras do DNA extraido e, de maneira geral, todas as amostras apresentaram
resultados positivos utilizando uma aliquota de DNA diluida 10X. Portanto, a diluicdo
utilizada na pesquisa foi padronizada.

3.2.2.3 Amplificacéo e Purificagio dos Fragmentos de DNA

Aliquotas do DNA extraido das amostras de solo diluidas 10X apresentaram melhores
resultados na amplificacdo, gerando produtos de PCR suficientes para a continuidade do
trabalho. Nas reacdes de amplificacdo do gene 16S rRNA do grupo Bacteria foram utilizados
os primers 27f-FAM e 1498r, universais para o grupo, que amplificaram regiées do genoma
de tamanho esperado, com aproximadamente 1500 pb. Na amplificacdo do gene 16S rRNA do
grupo Archaea, foram utilizados os primers 21f-FAM e 958r, amplificando regiGes do
genoma de tamanho esperado, com aproximadamente 950 pb. Para a amplificacdo da regido
do espaco intergénico ribossomal 18S-28S do grupo Fungi foram utilizados os primers

3126Tf-FAM e 2234Cr, também apresentando resultado ideal para a continuacéo das analises.

Alguns diferentes fluoréforos tém sido utilizados com sucesso na analise de T-RFLP e
ARISA, incluindo HEX, FAM e ROX (THIES, 2007); porém, Ranjard et al. (2001) mostrou
que a fluorescéncia FAM prové uma maior eficiéncia na PCR, apresentando uma maior
intensidade de fluorescéncia total dos perfis, mas também contribuem para o aumento dos
ruidos de fluorescéncia ndo-especifica, o que pode impedir a deteccdo de alguns picos. Neste
estudo somente os primers forward foram marcados com fluorescéncia FAM, pois estas
regibes da subunidade menor do rRNA apresentam maior heterogeneidade (MOESENEDER
et al., 2001).

Apos a visualizacdo dos resultados da amplificacdo em gel de agarose 1% as amostras
foram purificadas com o Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).
Edel-Hermann et al. (2004) mostraram que a digestdo de produtos de PCR néo purificados
geraram perfis de T-RFLP ndo consistentes para algumas amostras, nas quais a fluorescéncia
residual de primers poderiam interferir na separacdo correta dos fragmentos terminais de

restricdo pelo sequenciador automatico.
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3.2.2.4 Anélise dos Fragmentos Terminais de Restri¢cdo (T-RFLP) de Bacteria e Archaea

Apds a purificagdo dos produtos de PCR, as amostras de Bacteria e Archaea foram
submetidas a uma reacdo de restricdo utilizando as endonucleases Mspl e Hhal, gerando
fragmentos terminais de restricdo (T-RFs). As duas enzimas utilizadas possuem sitios de
reconhecimento de quatro pares de bases, 0 que garantem uma alta frequiéncia de corte. Essas
enzimas também sdo as mais utilizadas em analises de T-RFLP (BLACKWOOD et al., 2003;
ENGEBRETSON; MOYER, 2003; HAYASHI et al., 2005; HARTMANN; WIDMER, 2006;
CHAN et al., 2006 e 2008; LEE et al., 2008). Ap0s a reacdo de restricdo, as amostras foram
precipitadas e entdo carregadas no seqienciador automéatico ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Os arquivos gerados foram analisados previamente no
programa PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA) para a avaliacdo da
qualidade das corridas no seqtienciador e uma matriz foi exportada para o programa Excel
(Microsoft), onde as planilhas de dados foram organizadas para a analise nos programas
Canoco 4.5 (Biometris, Wageningen, Holanda) e Primer5 (Plymounth Marine Laboratory,
Primer-E, Reino Unido). Como ja mencionado, os dados de altura dos picos (unidades de
fluorescéncia) foram transformados em dados relativos para minimizar as diferencas da
quantidade de DNA entre as amostras (CULMAN et al., 2008). De acordo com Clement et al.
(1998), deve-se ter cautela ao afirmar que cada T-RF seja uma espécie Unica ou uma Unica
UTO, pois multiplos organismos podem compartilhar T-RFs similares ou mesmo idénticos.
Exceto quando se trabalha com um organismo isolado, primers para grupos especificos
apresentam T-RFs frequentemente ambiguos, limitando o pesquisador de extrair o maximo de
informacdo dos dados e podendo subestimar a verdadeira riqueza. Para minimizar este
problema todas as analises foram realizadas com duas endonucleases. Foi mostrado por
diversos grupos de pesquisadores que o uso de mais de uma endonuclease facilita a resolucédo
de populac¢bes microbianas (LIU et al., 1997; MARSH, 1999). Outros ruidos nos dados, como
eficiéncia na purificacdo do DNA, erros de pipetagem e estrutura das comunidades sdo
minimizados quando os dados sdo transformados em valores relativos (DUNBAR et al.,
2001).

A partir das planilhas organizadas, foram realizadas ordenacfes estatisticas (PCA e

NMDS) e anélise de riqueza.
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3.2.2.5 Anélise da Variabilidade do Espaco Intergénico Ribossomal de Fungi (ARISA)

As amostras de Fungi foram analisadas pela técnica de ARISA, a qual ndo necessita ser
submetida a uma reagéo de restricdo, pois o fragmento amplificado possui um polimorfismo
natural, sendo possivel uma analise direta no sequenciador (FISHER; TRIPLETT, 1999).
Apb6s a purificacdo, as amostras foram ressuspendidas em &gua ultrapura (Milli-Q)

esterilizada e, uma aliquota de 1 ul foi utilizada para a analise no seqlienciador.

Os procedimentos para analise dos dados foram os mesmos utilizados para as amostras
de T-RFLP, como citado no item 3.2.2.4.

2.2.2.6 Resultados da Analise de T-RFLP de Bacteria e Archaea e ARISA de Fungi

Os resultados dos eletroferogramas das anélises de T-RFLP e ARISA das comunidades

de Bacteria, Archaea e Fungi sdo mostrados nas Figuras 3.5 e 3.6, respectivamente.

Uma andlise visual prévia dos eletroferogramas mostrou uma nitida diferenca na
estrutura das comunidades microbianas estudadas entre os ambientes de manguezal
preservado e antropizado. Nos eletroferogramas nota-se a presenca de picos exclusivos para
um dado ambiente, evidenciando a presenga de UTO’s Uinicas em cada ambiente. Desta
forma, os ambientes estudados foram caracterizados por um perfil de eletroferograma distinto,
mostrando o potencial das técnicas de T-RFLP e ARISA em discriminar as estruturas das
comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi em solos, evidenciando a alteracdo nessas

comunidades em funcéo da ac¢do antropogénica nesses ambientes.
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Figura 3.5 - Eletroferogramas das comunidades de Bacteria dos solos de mangue preservado e antropizado.
Resultados de T-RFLP obtidos com a utilizagéo das enzimas Mspl e Hhal.
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Resultados de T-RFLP obtidos com a utilizagdo das enzimas Mspl e Hhal. (B) Eletroferogramas das
comunidades de Fungi dos solos de mangue, floresta e restinga obtidos pela técnica de ARISA.
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Apo6s a analise visual dos eletroferogramas para conferéncia da qualidade da corrida,
foram geradas matrizes de dados e, no programa Canoco 4.5, elas foram convertidas em
matrizes de distancia, utilizando o indice de Hellinger (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001;
PERES-NETO et al., 2006).

Os perfis de T-RFLP e ARISA foram comparados calculando a abundéncia relativa dos
fragmentos terminais de restricdo para os dois ambientes. Histogramas sdo mostrados para os
fragmentos com abundancia relativa >1% (Figura 3.7), sendo considerados UTO’s de
organismos dominantes nessas comunidades (LEHOURS et al., 2005).

Para as comunidades de Bacteria, resultados com ambas as endonucleases apresentaram
18 T-RFs com fluorescéncia relativa >1%, representando aproximadamente 70% da
fluorescéncia total. Em geral, tanto para a endonuclease Mspl quanto para Hhal, as amostras
de manguezal preservado apresentaram uma maior quantidade de T-RFs dominantes quando
comparados com 0 manguezal antropizado, o que indica uma maior diversidade; no ambiente
antropizado alguns T-RFs apresentaram uma maior abundancia, o que indica uma menor
diversidade. E possivel notar também a presenca de alguns T-RFs em um ambiente que n3o
aparecem em outros, evidenciando a presenca de UTO’s exclusivas para cada ambiente. Os
resultados com ambas endonucleases foram similares, o que confere robustez na analise.
Essas observacOes sugerem uma clara diferenca estrutural nas comunidades de Bacteria entre
os dois ambientes estudados, evidenciando a influéncia da acdo antropogénica nessas

comunidades.

Para as comunidades de Archaea, 0s resultados com a enzima Mspl apresentaram 17 T-
RFs com fluorescéncia relativa >1%, representando aproximadamente 95% da fluorescéncia
total; resultados com a enzima Hhal apresentaram 15 T-RFs com fluorescéncia relativa >1%,
representando aproximadamente 90% da fluorescéncia total das amostras. E possivel notar
uma menor riqueza de T-RFs dominantes para 0 dominio Archaea quando comparado com
Bacteria, isso é devido a uma menor quantidade de picos, evidenciando uma menor
diversidade desses organismos nos ambientes estudados. Observag6es no histograma (Figura
3.7) mostram a presenca de alguns T-RFs no manguezal preservado que ndo estdo presentes
no manguezal antropizado, o que revela a presenca de alguns grupos em um manguezal que
ndo estdo presentes no outro, evidenciando o efeito da acdo antropogénica sobre as

comunidades de Archaea.
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Para as comunidades de Fungi, 19 T-RFs apresentaram fluorescéncia relativa >1%,
representando apenas 44,9% da fluorescéncia total. Ao contrario do que aconteceu com as
comunidades de Bacteria e Archaea, os T-RFs dominantes das comunidades de fungos nédo
representam a maioria dos membros dessa comunidade, o que indica uma alta diversidade
fungica nesses ambientes. Essa diferenca na diversidade pode estar relacionada a técnica
utilizada, pois para Bacteria e Archaea foi utilizado o T-RFLP e no caso de Fungi foi
utilizado ARISA. Apesar de as técnicas serem bastante semelhantes quanto ao procedimento,
0 T-RFLP se baseia no gene 16S rRNA, enquanto 0 ARISA se baseia no espaco intergénico
ribossomal. Um estudo realizado com amostras de solo comparou as duas técnicas e sugeriu
que os resultados de ambas as técnicas estdo muito relacionados (HARTMANN et al., 2005).
Observacdes no histograma (Figura 3.7) mostram a presenca de um T-RF dominante com alta
abundancia (55 pb) nas amostras de manguezal preservado, o que difere do manguezal
antropizado. De maneira geral, como aconteceu com as comunidades de Bacteria e Archaea,

as comunidades de Fungi também diferenciaram entre os ambientes estudados.

A Tabela 3.2 apresenta os dados da analise de similaridade ANOSIM (teste calculado
com base no coeficiente de similaridade de Bray-Curtis), realizada utilizando o programa
Primer5 (CLARKE, 1993).

Tabela 3.2 - indice de Similaridade de ANOSIM obtidos com a técnica de T-RFLP e ARISA.

. Bacteria Archaea .
Ambiente Mspl Hhal Mspl Hhal Fungi

Mangue Preservado
X 0,775* 0,797* 0,428 0,454 0,996*
Mangue Antropizado
®ANOSIM testa a diferenga entre amostras. Valores de “r” sio expressos, todos com p<0,001.
Valores >0,75 sdo estatisticamente diferentes; >0,5 possuem sobreposi¢do, mas ainda sdo
claramente diferentes; e <0,5 ndo apresentam diferenca estatistica.
*valores de ANOSIM estatisticamente diferentes.

De maneira geral, a analise de ANOSIM revelou diferencas estatisticas significativas
entre 0 manguezal preservado e o0 antropizado para as comunidades de Bacteria e Fungi,
porém ndo apresentando diferenca significativa entre as comunidades de Archaea nos

diferentes ambientes avaliados.

O indice de Pielou (J*) (PIELOU, 2000), apresentado na Tabela 3.3, revelou que todas
as amostragens apresentaram bons resultados de equitabilidade, o que garante confiabilidade e

robustez nas analises.
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Figura 3.7 - Abundéancia relativa de T-RFs de comunidades de Bacteria (A) e Archaea (B) do gene 16S rRNA.
Diagramas mostram os resultados depois de clivagem com Mspl e Hhal. (C) Abundancia relativa dos
fragmentos do espacgo intergénico ribossomal 18S-28S de Fungi. Os nimeros na legenda indicam o
tamanho dos fragmentos, em pares de bases, para fragmentos com abundancia relativa >1%.
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Tabela 3.3 - Equitabilidade® das amostras obtidas usando T-RFLP e ARISA

Bacteria Archaea

Ambiente Fungi

Mspl Hhal Mspl Hhal
Mangue Preservado 0,825 0,840 0,855 0,801 0,821
Mangue Antropizado 0,808 0,803 0,885 0,819 0,910

®Indice de Pielou, quanto mais proximo de 1 maior é a equitabilidade da amostragem.

3.2.2.7 Estruturas das Comunidades Microbianas em Manguezal Preservado e
Antropizado

A analise de Componentes Principais dos perfis de T-RFLP e ARISA das estruturas de
comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi dos solos de mangue preservado e antropizado

sdo mostradas na Figura 3.8.

Para as comunidades de Bacteria, as amostras foram separadas de forma distinta no
gréfico de ordenacdo, formando grupos definidos para cada ambiente analisado; a
variabilidade das amostras foi explicada 100% nos dois primeiros eixos plotados. A topologia
global do grafico feito através das duas endonucleases (Mspl e Hhal) foi muito similar,
mostrando confiabilidade nos dados. As amostras de manguezal antropizado foram agrupadas

mais proximas entre si, revelando uma homogeneidade entre as réplicas.

Para as comunidades de Archaea, as amostras foram plotadas de forma mais dispersa,
porém mantendo a ordenacdo similar a plotada para as comunidades de Bacteria, onde ha uma
clara separacéo entre os dois grupos. Desta forma, a distribuicdo da estrutura das comunidades
de Archaea seguiu 0 mesmo padrdo que as comunidades de Bacteria, revelando diferencas
estruturais nessas comunidades em decorréncia da acdo antropogénica. Em ambos os graficos,
utilizando as duas endonucleases, 0s dois primeiros eixos explicaram 100% da variacéo total

dos dados.

Para as comunidades de Fungi, as amostras foram plotadas de forma similar as
comunidades de Bacteria e Archaea, porém apresentando dois grupos mais definidos. Da
mesma maneira que o grafico de ordenacdo de Bacteria, as amostras de mangue antropizado

foram agrupadas mais proximas entre si, revelando uma homogeneidade entre as réplicas.

De modo geral, as analises de PCA realizadas com os dados de T-RFLP e ARISA das

comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi revelaram diferengas estruturais na composi¢ao
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dessas comunidades nos ambientes estudados, formando grupos definidos para o manguezal
preservado e para 0 manguezal antropizado. Apesar de a analise de ANOSIM ndo apresentar
uma diferenca estatistica significativa entre as comunidades de Archaea dos manguezais
estudados, fica evidente no grafico de ordenacdo da PCA que essas amostras apresentam
estruturas diferentes, pois se agruparam de maneira distinta. Para as comunidades de Bacteria
e Fungi, os valores de ANOSIM confirmam o que foi observado nas ordenagdes da PCA.
Dessa forma, os dados corroboram a hip6tese de que o efeito antropogénico no manguezal

altera as comunidades microbianas presentes no solo.
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Figura 3.8 - Analises de Componentes Principais das comunidades microbianas dos solo estudados. (A) PCA das
estruturas de comunidades de Bacteria determinadas por T-RFLP com as enzimas Mspl e Hhal. (B)
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Mspl e Hhal. (C) PCA das estruturas de comunidades de Fungi determinadas por ARISA. O valor

correspondente & explicabilidade de cada eixo se encontra ao lado do grafico.
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3.2.2.8 Relagéo das Comunidades Microbianas com os Atributos dos Solos

Os dados de T-RFLP e ARISA foram correlacionados com os valores das propriedades
quimicas dos solos e ordenados utilizando a analise de NMDS, obtendo-se ordenacdes
espaciais baseadas no indice de Hellinger (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001; PERES-
NETO et al., 2006). As ordenacdes espaciais definidas para cada comunidade microbiana,

combinada com os atributos quimicos do solo sdo mostradas na Figura 3.9.

A anélise de NMDS dos perfis de T-RFLP mostrou que as comunidades de Bacteria dos
diferentes ambientes estudados diferem em estrutura e essas diferencas estdo diretamente
relacionadas aos atributos quimicos do solo, pois estes explicam 62,4% e 75,1% da
variabilidade total dos dados, respectivamente, para as endonucleases Mspl e Hhal. Entre os
atributos analisados, 0 K e 0 Ca sdo os que mais estdo relacionados com a variabilidade dos
dados. As amostras de manguezal antropizado apresentaram maiores valores para os atributos

analisados.

A analise de NMDS dos perfis de T-RFLP para as comunidades de Archaea revelou que
as diferencas na estrutura dessas comunidades nos diferentes ambientes estdo bastante
relacionados com os atributos quimicos dos solos, os quais explicam 63,6% e 57,4% da
variabilidade total dos dados, respectivamente, para as endonucleases Mspl e Hhal, porém,
essa variabilidade é menos explicada pelos atributos quimicos do que para as comunidades de
Bacteria. Entre os atributos analisados, a M.O., o K e Ca sdo 0s que mais estdo

correlacionados com a variabilidade dos dados.

A analise de NMDS dos perfis de ARISA para as comunidades de Fungi apresentou
agrupamentos muito definidos para os dois ambientes, sendo que a variabilidade dos dados
estd bem relacionada com os atributos quimicos do solo, que explicam 56,5% da variacao
total dos dados. Como ocorreu no caso das comunidades de Archaea, entre os atributos
analisados, M.O., K e Ca sdo 0s que mais estdo correlacionados com a variabilidade dos

dados das comunidades de Fungi.
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Figura 3.9 - Non-metric multidimensional scaling das comunidades microbianas dos solos estudados. (A) NMDS
das estruturas de comunidades de Bacteria determinadas por T-RFLP com as enzimas Mspl e Hhal.
(B) NMDS das estruturas de comunidades de Archaea determinadas por T-RFLP com as
endonucleases Mspl e Hhal. (C) NMDS das estruturas de comunidades de Fungi determinadas por
ARISA.
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Em todas as analises, o pH ndo apareceu como atributo em destaque na explicacdo da
variabilidade dos dados, isso pode ter ocorrido devido a pequena diferenca nos valores de pH
para os dois ambientes (ver Tabela 3.1), 0 que revela que a a¢do antropica nao afetou o pH do
manguezal. Por outro lado, o K esteve bastante correlacionado com a explicabilidade da
variagdo dos dados. Estudos com comunidades microbianas de solos tropicais mostraram uma
alta relacdo com os atributos do solo, analisando, porém as primeiras profundidades (até 20
cm), onde hd uma maior concentracdo de nutrientes (FIERER; JACKSON, 2006;
CANNAVAN, 2007; JESUS et al., 2009).

Nesse trabalho, a profundidade amostrada foi até 40 cm, e, com 0 aumento da
profundidade, ¢ comum que ocorra uma diminuicdo do teor de nutrientes do solo e isso
também reflete na diversidade das comunidades microbianas. Neste estudo observou-se que
as comunidades de Bacteria e Fungi apresentaram maior riqueza de UTO’s nas primeiras
camadas dos solos estudados, o que corrobora dados de outros estudos ja realizados com
diversidade microbiana em solos (TORSVIK; GOKSOYR; DAAE, 1990; BORNEMAN;
TRIPLETT, 1997; TSAI et al, 2003; FIERER; JACKSON, 2006; MEDAU, 2007;
CANNAVAN, 2007).

Os solos de manguezais apresentam uma dinamica de nutrientes diferente de qualquer
outro ambiente. Eles sdo considerados ambientes altamente produtivos devido ao intenso
suprimento de nutrientes, provenientes tanto do mar quanto do continente (WOODWEL et al.,
1977; GETTER et al., 1984). Embora os ecossistemas de manguezal sejam ricos em matéria
organica, em geral eles sdo deficientes em alguns nutrientes, principalmente nitrogénio e
fosforo (ALONGI; CHRISTOFFERSEN; TIRENDI, 1993; VAZQUEZ et al., 2000). Apesar
disso, manguezais sdo altamente produtivos, e isso pode ser explicado pela eficiéncia no
sistema de ciclagem de nutrientes, onde nutrientes essenciais sdo retidos e novos sao
regenerados da decomposicdo de material vegetal (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN,
2001). Nesses ambientes, as comunidades microbianas sdo 0s maiores responsaveis pela
ciclagem de nutrientes. Alongi (1988) afirma que, em manguezais tropicais, as comunidades
de Bacteria e Fungi constituem 91% de toda a biomassa microbiana, o que também explica a
menor diversidade de membros do Dominio Archaea. O efeito antropogénico sobre esses
microrganismos pode alterar a estrutura dessas comunidades, rompendo com o equilibrio do

ecossistema.

Alguns estudos foram realizados avaliando o efeito de poluentes sobre as comunidades
microbianas em solo de manguezais (CURY, 2002; NUNES, 2006; GOMES et al., 2007
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GOMES et al., 2008; TAKETANI et al., 2009). Entre os principais poluentes, 0s compostos
de petréleo sdo 0s mais nocivos, produzindo danos imediatos aos organismos; 0S manguezais
séo especialmente afetados por estes poluentes, devido a derramamento por embarcagdes e a
proximidade de regides portuarias (LEWIS, 1983; NANSINGH; JURAWAN, 1999). Taketani
et al. (2009), estudando comunidades microbianas de manguezal, avaliou a resposta dessas
comunidades a um derramamento simulado de petr6leo, mostrando que membros dos
Dominios Bacteria e Archaea divergiram com relacdo ao controle ndo impactado. Outros
estudos também mostraram que as estruturas de comunidades microbianas divergiram em
repostas a poluentes (LABBE et al., 2007).

Os dados dessa pesquisa revelam que as estruturas das comunidades de microrganismos
avaliadas divergiram em fungdo da acdo antropogénica. Em alguns casos houve perda de
rigueza no ambiente impactado. Essa diferenca estd relacionada as mudangas nas
propriedades quimicas do solo, as quais podem ser decorrentes da presenca humana em areas

de manguezais, como mostrado na Figura 3.4.

3.2.2.9 Anélise de Riqueza de Unidades Taxondmicas Operacionais

A partir dos dados obtidos com as técnicas de T-RFLP e ARISA, foram analisados 0s
dados de riqueza de UTO’s, onde, para cada T-RF encontrado no perfil de uma comunidade,
uma UTO foi considerada. Como os experimentos foram realizados em triplicatas, se um pico
de fluorescéncia estivesse presente em apenas uma das triplicatas, esse T-RF seria
considerado como presente no ambiente, minimizando, assim, o efeito de organismos
dominantes. A Figura 3.10 mostra os graficos de riqueza de UTO’s das comunidades de
Bacteria, Archaea e Fungi dos manguezais preservado e antropizado. Também foram
construidos diagramas de Venn (FAUTH et al., 1996) para verificar as interseccdes e
peculiaridades entre os ambientes, identificando o nimero de UTQO’s unicas e compartilhadas

entre os manguezais (Figura 3.10).
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Para as comunidades de Bacteria, as amostras de manguezal preservado apresentaram
uma riqueza muito maior quando comparada com o0 manguezal antropizado. Para a
endonuclease Hhal, o nimero de UTO’s das amostras de manguezal preservado variou entre
112 e 141; para as amostras de mangue antropizado variou entre 43 e 81. Em geral, primeiras
profundidades (10 e 20 cm) apresentaram 0s maiores valores de riqueza para o manguezal
antropizado, que foi diminuindo com o aumento da profundidade, dados que confirmam uma
maior diversidade nas primeiras camadas de solo, como descrito por Tsai et al. (2003); no
manguezal preservado, as profundidades de 10 e 30 cm apresentaram maior riqueza. Da
mesma forma que aconteceu com a riqueza, o nimero de UTO’s unicas em cada ambiente foi
maior nos ambientes com maior riqueza, sendo que no mangue preservado 61,2% (Mspl) e
53,2% (Hhal) das UTO’s encontradas foram exclusivas; no mangue antropizado apenas
10,4% (Mspl) e 14,8% (Hhal) foram exclusivas. O nimero de UTO’s comuns aos dois
ambientes foi de 60 (Mspl) e 86 (Hhal), revelando que grande parte dos membros presentes
na comunidade sdo comuns aos dois ambientes. Os resultados de ambas endonucleases foram

muito semelhantes, evidenciando confiabilidade nos dados.

Para as comunidades de Archaea, a riqueza de UTO’s foi muito menor quando
comparado com a riqueza das comunidades de Bacteria. A riqueza entre os ambientes ndo
foram muito discrepantes entre si, sendo que com a endonuclease Hhal a riqueza foi maior no
manguezal preservado, porém, com a endonuclease Mspl, a riqueza foi maior no manguezal
antropizado. Para as comunidades de Archaea, a maior rigueza se encontra nas maiores
profundidades (30 e 40 cm), diferente do que ocorreu para o grupo Bacteria e Fungi, 0s quais
apresentaram maior riqueza nas primeiras profundidades. Para a endonuclease Mspl, o
numero de UTO’s no manguezal preservado variou de 6 a 12; no manguezal antropizado de
11 a 17; para a endonuclease Hhal, o nimero de UTO’s no manguezal preservado variou de
12 a 29; no manguezal antropizado de 16 a 23. A riqueza de UTO’s apresentou grande
diferenca entre as endonucleases utilizadas, sendo que Hhal apresentou um maior namero
quando comparada com Mspl. No manguezal preservado, 47,3% (Mspl) e 43,5% (Hhal) das
UTO’s encontradas foram exclusivas desse ambiente; para as amostras de restinga, 56,5%
(Mspl) e 31,2% (Hhal) foram exclusivas. Os resultados revelam que quase a metade dos
membros das comunidades de Archaea presentes no ambiente de manguezal preservado e
antropizado sdo exclusivos, revelando que o efeito antrdpico seleciona alguns membros

dessas comunidades.
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As comunidades de Fungi apresentaram uma estrutura semelhante as comunidades de
Bacteria, onde a riqueza foi maior nas primeiras profundidades amostradas, como ja foi
descrito por Tsai et al. (2003). O numero de UTO’s do manguezal preservado variou de 131 a
146; no manguezal antropizado variou de 119 a 172. O niimero de UTO’s tUnicas para o
manguezal preservado foi de 118, e para 0 manguezal antropizado foi de 59. De maneira
geral, a riqueza de UTO’s foi bem menor no ambiente antropizado, revelando uma perda de

diversidade com a acdo antrdpica nesses ambientes.

De maneira geral, comunidades de Bacteria e Fungi apresentaram maior riqueza de
UTO’s nas camadas mais superficiais, enquanto as comunidades de Archaea apresentaram
uma maior riqueza nas maiores profundidades. Ovreas et al. (1997), estudando a diversidade
microbiana em um lago com gradiente de salinidade e oxigenacdo, encontrou maior
diversidade de Bacteria em amostras mais superficiais e maior diversidade de Archaea nas
amostras mais profundas. Os mesmos resultados foram encontrados por Cury (2002),
estudando as comunidades de Bacteria e Archaea de um manguezal contaminado por

petréleo. Esses estudos corroboram os dados encontrados nessa pesquisa.

De acordo com os dados, a riqueza de UTO’s dos grupos de Bacteria e Fungi foram
maiores quando comparada com a riqueza de Archaea nos trés ambientes estudados. Como
para Bacteria e Fungi, membros do dominio Archaea ocorrem globalmente, e ndo somente
naqueles ambientes considerados extremos (DeLONG, 1992; ZHANG et al., 2005; TESKE,
2006). Em estudo comparativo foi mostrado que, para a maioria dos ambientes, a diversidade
de membros do dominio Archaea tende a ser relativamente menor do que a diversidade de
membros do dominio Bacteria, dados que corroboram os resultados obtidos nessa pesquisa
(ALLER; KEMP, 2008).

Supde-se que essa diferenca entre a diversidade dos grupos seja devido ao uso do
ambiente por estes, que é mais restrito para Archaea do que para Bacteria. Membros do
dominio Archaea podem viver em micro-nichos enquanto bactérias vivem mais amplamente
ou em diferentes micro-nichos (ALLER; KEMP, 2008).

Os resultados também apontam uma perda de diversidade ocasionada pela acao
antropogénica nesses ambientes, como aconteceu de forma clara para as comunidades de

Bacteria e Fungi.

Através da analise dos diagramas de Venn (Figura 3.10), é possivel notar grande

quantidade de UTQO’s tnicas para cada ambiente, revelando que a a¢dao antropogénica mudou
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as estruturas das comunidades microbianas presentes no manguezal. Estudos realizados com
derramamento de 6leo mostraram que o efeito desse contaminante leva as comunidades de
manguezais a divergirem em relacdo a um ambiente ndo impactado (LABBE et al., 2007;
TAKETANI et al., 2009).

As comunidades de Archaea ndo apresentaram uma grande variacdo na riqueza de
UTO’s, porém apresentaram estruturas diferentes. Em manguezais, que sdo ambientes
anaerobios, a maior parte das atividades de Archaea pode ser atribuida aos organismos
metanogénicos e oxidadores de amdnia (JORGENSEN, 1982). Esses dois grupos ndo usam
complexos de hidrocarbonetos (presentes em 6leos) como fonte de carbono, visto ser esses 0s
maiores contaminantes de ambientes de manguezais (MUYZER; STAMS, 2008). Esta
separagao de nicho pode explicar a pequena divergéncia na riqueza de UTO’s quando

comparados os dois ambientes.

Os resultados de riqueza de UTO’s utilizando as técnicas de T-RFLP e ARISA
mostraram que houve perda de riqueza para as comunidades de Bacteria e Fungi no
manguezal antropizado. Porém, para as comunidades de Archaea, a riqueza de UTO’s nao
divergiu muito entre os ambientes. Dessa forma, fica evidenciado que o manguezal sob
influéncia antrdpica sofre alteracdo nas comunidades microbianas, tanto na estrutura como

também na diversidade dessas comunidades.

3.2.2.10 Biblioteca Gendmica do Gene 16S rRNA de Archaea

3.2.2.10.1 Amplificacdo e Purificacdo do Gene 16S rRNA de Archaea

A partir dos DNAs obtidos foram realizadas reacdes de amplificacdo com os primers
21f e 958r (DeLONG et al., 1992), especificos para o gene 16S rRNA para o Dominio
Archaea. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em triplicatas para as profundidades 10
e 40 cm dos manguezais preservado e antropizado. Os produtos de PCR amplificados geraram
fragmentos de DNA de aproximadamente 950 pb, com rendimento suficiente para a
realizacio da clonagem. As triplicatas foram homogeneizadas e purificadas com o Kit GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). As triplicatas foram homogeneizadas
para minimizar os problemas de viés das reacoes de PCR.
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3.2.2.10.2 Construgéo da Biblioteca 16S rRNA de Archaea

Neste estudo foram construidas bibliotecas gendmicas do gene 16S rRNA de Archaea
com o objetivo de comparar essas comunidades presentes no solo de manguezal preservado e
de manguezal antropizado. Testes preliminares revelaram uma maior diferenga na estrutura
das comunidades de Archaea entre as profundidades de 10 e 40 cm. Dessa forma, foram
construidas quatro bibliotecas a partir dos produtos de PCR, utilizando o vetor pGEM-T,
sendo duas bibliotecas para 0 manguezal preservado, nas profundidades 10 e 40 cm; e duas
bibliotecas para 0 manguezal antropizado, nas profundidades 10 e 40 cm. Para cada amostra
de solo, amplificada com os primers especificos para o gene 16S rRNA de Archaea, foram
selecionados 192 clones transformantes. No total foram selecionados 768 clones (oito placas

de 96 clones) divididos entre as quatro bibliotecas.

Apos a selecdo dos clones, foi realizada a extracdo do DNA das células em solugéo de
TE a uma temperatura de 95°C por 10 min . Apo0s essa etapa, foi realizada uma reacdo de PCR
utilizando os primer M13f e M13r (HUEY; HALL, 1989), para amplificacdo da regido do
vetor contendo o inserto de interesse. Apds essa reacdo, a confirmacdo da presenca o inserto
foi feita através de gel de agarose 1%, checando a presenca do fragmento do tamanho

desejado.

3.2.2.10.3 Sequienciamento Parcial dos Clones e Analise das Sequiéncias

A extracdo do DNA das colbnias, a reacdo de PCR da regido do inserto e a reacdo de
sequenciamento foram feitas em larga escala, com 96 amostras por placa. Um total de 768
clones de 16S rRNA foram seqlienciados e analisados, sendo 192 pertencentes a cada

biblioteca:
a) solo de manguezal preservado 10 cm (MP10);
b) solo de manguezal preservado 40 cm (MP40);
¢) solo de manguezal antropizado 10 cm (MAL0);

d) solo de manguezal antropizado 40 cm (MA40).
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Todos os clones foram seqiienciados utilizando o primer 21f. O sequenciamento parcial
é justificado uma vez que o objetivo é avaliar a diversidade e ndo realizar um estudo evolutivo
detalhado.

Apb6s o seqlienciamento, as amostras foram inseridas no site do RDP, onde foram
analisadas com base na qualidade do seqlienciamento, obtendo-se 109, 145, 107 e 87 clones
para o estudo das bibliotecas MP10, MP40, MA10 e MA40, respectivamente (Tabela 3.4),
resultando em 448 clones. O tamanho minimo das seqiiéncias dos clones com qualidade Phred
acima de 20 foi de 350 pares de bases. O nimero de Unidades Taxondmicas Operacionais
(UTO’s) foi determinado utilizando-se o programa DOTUR (Distance Based OTU and
Richness Determination) (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005), considerando-se uma
distancia evolutiva de 0,03 através do algoritmo de furthest neighbor. O nimero de UTO’s
encontradas na biblioteca MP10 foi 35, na biblioteca MP40 foi 37, na biblioteca MA10 foi 40
e na biblioteca MA40 foi 33 (Tabela 3.4). As sequéncias foram alinhadas utilizando o
programa Clustal X 2.0 (LARKIN et al., 2007). O alinhamento foi utilizado para se calcular
uma matriz de distancia evolutiva através do DNADIST, programa do pacote PHYLIP 3.63,

usando o algoritmo de Jukes e Cantor.

As seqliéncias geradas apos a andlise utilizando-se o programa DOTUR resultaram em

um total de 374 sequiéncias.

Para a verificacdo quanto as diferencas entre as bibliotecas, foi usado o programa S-
Libshuff versdo 1.22 (disponivel em: http://libshuff.mib.uga.edu/) (SINGLETON et al.,
2001). Através deste programa as bibliotecas MP10, MP40, MA10 e MA40 foram
comparadas entre si, resultando num valor de p<0,05, indicando que as bibliotecas séo

estatisticamente diferentes entre si.

3.2.2.10.4 Analise da Diversidade das Comunidades de Archaea

O dominio Archaea engloba microrganismos que se desenvolvem em ambientes
especificos, incluindo aqueles com altas temperaturas e salinidade, extremos de pH e auséncia
de oxigénio. Esse Dominio é atualmente composto por quatro filos: Crenarchaeota,
Euryarchaeota, Korarchaeota e Nanoarchaeota. Estes dois Ultimos ainda ndo sdo bem
definidos, enquanto a maioria das espécies descritas se enquadra nos dois primeiros filos. O

filo Euryarchaeota € considerado o mais diversificado fisiologicamente e inclui os
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microrganismos metanogénicos, que crescem em nichos estritamente anaerdbios, além do
hal6fitos e termofilos. O filo Crenarchaeota € mais restrito, incluindo organismos terméfilos
extremos que metabolizam o enxofre liberado por fontes hidrotermais (VETRIANI et al.,
1999).

Através da classificacdo no RDP, das 374 seqiiéncias analisadas, 360 pertencem ao
Dominio Archaea e 12 ndo foram classificadas. Em todas as bibliotecas, o0 maior nimero de
seqliéncias identificadas foi de microrganismos ndo-cultivaveis. Dos quatro filos de Archaea
ja caracterizados (Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota e Nanoarchaeota), apenas
dois, Crenarchaeota e Euryarchaeota foram detectados nas amostras dos manguezais (Figura
3.11).

Dos 360 clones classificados pertencentes ao Dominio Archaea, 35,28% foram
classificados pertencendo ao filo Crenarchaeota, composto pela classe Thermoprotei; 30,28%
dos clones foram classificados pertencendo ao filo Euryarchaeota, sendo alguns classificados
dentro classe Methanomicrobia e a maioria ndo foi classificada ao nivel de classe; e 34,44%
dos clones nao foram classificados dentro dos filos, apesar de serem classificados no Dominio
Archaea. Nenhum clone classificado dentro dos filos Korarchaeota e Nanoarchaeota, o que é
facilmente compreendido, pois os organismos desses grupos foram todos isolados de

ambientes com altas temperaturas.

Os dados mostraram que para ambos 0s manguezais, os clones classificados no filo
Euryarchaeota foram mais abundantes na profundidade de 10 cm, enquanto os clones
classificados no filo Crenarchaeota foram mais abundantes na profundidade de 40 cm (Figura
3.11). Massana et al. (1997 e 1998), estudando a distribuicdo vertical de Archaea em
ambiente marinho, verificou que o filo Euryarchaeota é mais abundante na superficie e o
Crenarchaeota em profundidade. Cury (2006), estudando a diversidade de Archaea em
manguezal também encontrou a mesma distribuicdo de filos nas profundidades, o que

corrobora os resultados encontrados nesta pesquisa.
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Figura 3.11 — Classificacdo filogenética dos clones de Archaea sequenciados no estudo. (A) amostras
classificadas ao nivel de Filo. (B) amostras classificadas ao nivel de familia. MP10 — manguezal
preservado 10 cm; MP40 — manguezal preservado 40 cm; MAL10 — manguezal antropizado 10
cm; MA40 — manguezal antropizado 40 cm.

O filo Crenarchaeota € composto por organismos encontrados em ambientes extremos,
como altas temperaturas e salinidades (BUCKLEY; GRABER; SCHMIDT, 1998; CHABAN;
NG; JARREL, 2006; PAGALING et al.,, 2007; BUHRING et al., 2009), em ambientes
marinhos (DeLONG, 1992; MASSANA et al., 1997; KARNER; DeLONG; KARL, 2001),
solos (JURGENS; SAANO, 1999; BORNEMAN; TRIPLETT, 1997; NICOL; GLOVER;
PROSSER, 2003), sedimentos de &gua doce (SCHLEPER; HOLBEN; KLENK, 1997;
CLEMETINO et al., 2006), como também sedimento estuarino e de manguezal (HOLGUIN;
VAZQUEZ; BASHAN, 2001; KIM et al., 2005; CLEMENTINO et al., 2006; CURY et al.,
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2006; YAN; HONG; YU, 2006). O filo Euryarchaeota, também amplamente distribuido nos
ambientes naturais, € um grupo mais diversificado filogeneticamente e inclui microrganismos
halofiticos, termofilicos e metanogénicos, entre outros (PESARO; WIDMER, 2002; HUANG
et al., 2003; GIRGUIS et al., 2003).

Apesar de ser conhecida grande diversidade de organismos do Dominio Archaea em
amostras ambientais, ainda ndo se sabe ao certo quais as fungdes que estes microrganismos
desempenham no ambiente encontrado. Um dos grupos mais estudados até o0 momento € dos
metanogénicos, classificados dentro do filo Euryarchaeota. Esses microrganismos Ssao
fundamentais na degradacdo anaerdbica de restos organicos com producdo final de metano,
um gas importante no aquecimento global, mas também com possivel utilizacdo como
combustivel ndo fossil (LUTON et al., 2002). A producdo de metano (CH,) ocorre quando a
decomposicdo da matéria organica & feita em condi¢cbes anoxicas e ocorre intensamente
quando ndo ha aceptores de elétrons preferenciais como NO3, Fe** e SO,? (ACHTNICH;
BAK; CONRAD, 1995).

Os manguezais constituem ambientes ideais para a presenca de organismos
metanogénicos, por se tratar de um ambiente anaerobio. Apesar de sedimentos marinhos
serem reconhecidamente ricos em sulfatos, tém sido detectadas atividades metanogénicas e
microrganismos responsaveis por ela nesses ambientes (MUNSON; NEDWEL; EMBLEY,
1997). A manutencdo da producdo de metano no caso de ambientes ricos em sulfatos pode ser
garantida pela capacidade de espécies de metanogénicas utilizarem substratos alternativos,
ndo utilizados por bactérias sulfato-redutoras, como metanol, metilaminas e metionina
(KING, 1984).

A funcdo metanogénica atribuida as Archaea explica a presenca de uma grande
quantidade de clones das bibliotecas pertencentes ao filo Euryarchaeota (30,28%), onde
também foram classificados clones pertencentes a classe Methanomicrobia, com membros das
familias Methanomicrobiaceae e Methanosarcinaceae (Figura 3.11). Em ambos o0s
manguezais, clones pertencentes a familia Methanomicrobiaceae foram detectados apenas na
profundidade de 40 cm, enquanto clones pertencentes a familia Methanosarcinaceae foram
detectados nas duas profundidades amostradas em ambos os manguezais. Os membros da
familia Methanomicrobiaceae utilizam somente H, para o crescimento e a producdo de
metano (BALCH et al., 1979).
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Os resultados também indicam uma diminuicdo da frequéncia de sequéncias
pertencentes ao filo Euryarchaeota com o aumento da profundidade. Cury (2006), estudando
Archaea presentes em solos de mangue e marisma também apresentou resultados
semelhantes, onde foi observada uma diminuigédo de seqliéncias tanto de Euryarchaeota como
dos seus representantes metanogénicos com a profundidade. Cadillo-Quiroz et al. (2006),
encontraram as maiores diferencas nas estruturas das comunidades de Archaea a partir de 40
cm de profundidade, onde o pH sofre um pequeno aumento e a quantidade de matéria
orgénica facilmente degradavel passa a ser menor. De acordo com 0s autores, apesar de ndo
haver grande variacdo do numero de sequéncias de 16S rRNA de Archaea, as amostras das
camadas mais profundas apresentaram grande variacdo na atividade e estrutura das
comunidades de metanogénicos, com expressiva reducdo da presenca de DNA de
microrganismos das ordens Methanomicrobiales e Methanosarcinales (classe

Methanomicrobia).

Apesar de haver o aparecimento de uma familia na profundidade de 40 cm
(Methanomicrobiaceae) que ndo estd presente na profundidade de 10 cm, de maneira geral
houve uma diminuicdo de clones pertencentes ao filo Euryarchaeota e, consegiientemente,

dos clones de organismos metanogénicos.

Dessa forma, nota-se que ndo houve alteracdo na distribuicdo dos filos de Archaea entre
0 manguezal preservado e antropizado, porém houve alteracdo em funcédo da profundidade, o
que também € corroborado pela andlise dos amplicons 16S rRNA pelo S-Libshuff, que

mostrou diferenca significativa entre as profundidades.

A Figura 3.12 mostra a arvore filogenética obtida com o programa MEGA4 (TAMURA
et al.,, 2007), usando o método de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987); as distancias
evolutivas foram computadas usando o método Maximum Composite Likehood (TAMURA,;
NEI; KUMAR, 2004) e estdo em unidades do numero de substituicdo de base por sitio. O
valor de confianca dos bracos da arvore foi determinado usando andlise de bootstrap baseada
em 1000 reamostragens. A arvore foi construida com base nas 100 UTO’s determinadas pelo
programa SONS (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2006) e classificadas no site GreenGenes
(http://greengenes.Ibl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi).
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De acordo com a Arvore Filogenética, a maior parte das seqiiéncias obtidas para ambos
0s manguezais na profundidade de 40 cm foram classificadas dentro do filo Crenarchaeota, ja
as sequéncias das bibliotecas da profundidade de 10 cm foram classificadas como
pertencentes ao filo Euryarchaeota. E possivel notar que algumas UTO’s apareceram somente
em um ambiente, o que revela a presenca exclusiva dessa UTO no ambiente amostrado. De
maneira geral ndo houve diferenca clara entre 0s manguezais preservado e antropizado, porém

¢ notado a exclusividade de algumas UTO’s em um manguezal ou outro.

Siboni et al. (2008) estudando Archaeas em amostras marinhas, associadas a corais,
encontraram uma grande quantidade de membros da classe Thermoprotei, constituindo a
maioria dos clones de Crenarchaeota, o que explica a grande quantidade de clones dos

manguezais classificados nessa classe, de acordo com a Arvore Filogenética.

Yan, Hong e Yu (2006) estudando a diversidade de membros do dominio Archaea em
um manguezal da China encontrou 80,4% de clones pertencentes ao filo Crenarchaeota e
19,6% pertencentes ao filo Euryarchaeota. Porém, foi feita uma amostragem dos primeiros 30
cm, sendo homogeneizadas as amostras. Eles também verificaram que as comunidades de
Archaea de manguezal parecem ser uma mistura de organismos encontrados em uma
variedade de ambientes, com a maioria pertencente ao ambiente marinho. Ananda e Shridar
(2002) afirmam que a microflora de manguezais € composta de uma combinacdo de
microrganismos terrestres, marinhos e de rios, confirmando os resultados encontrados nesta
pesquisa. Como ja discutido no capitulo 2, 0 manguezal preservado utilizado nesta pesquisa
compartilha espécies presentes nos ambientes de restinga e floresta. A arvore filogenética
representada na Figura 3.12 apresentou um grupo préximo a espécie Cenarchaeum
symbiosum, encontrada em oceanos (PRESTON et al., 1996); também agrupou amostras
dentro de um clado dos organismos metanogénicos, como por exemplo, 0s géneros
Methanobacterium e Methanolobus, encontradas em lugares salinos, confirmando os
resultados encontrados por Yan, Hong e Yu (2006). Ja é conhecido que os dois maiores filos
Crenarchaeota e Euryarchaeota podem corresponder a mais de um terco de todas as células
procariontes encontradas nos oceanos (KARNER; DeLONG; KARL, 2001), o que explica a

presenca de organismos marinhos no sedimento de manguezal.
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3.2.2.10.5 Estimativa de Riqueza e Indices de Diversidades

A estimativa do valor maximo de UTO’s em um nivel filogenético pode ser feita
utilizando-se métodos estatisticos capazes de extrapolar a relagdo de UTO’s em fungdo do
namero de sequéncias a partir da curva de rarefagdo ou de métodos ndo paramétricos. Neste
trabalho a riqueza de filotipos foi verificada por meio do método de rarefacéo ao nivel de 97%
de similaridade e pelos métodos ndo-paramétricos de estimativa ACE (CHAO; MA; YANG,
1993) e CHAOL1 (CHAO, 1984 e 1987) (Figura 3.13 e Tabela 3.4).

Esses resultados indicam que o numero de seqliéncias 16S rRNA ndo amostrou
completamente a riqueza de filotipos das comunidades bacterianas. No entanto, tais curvas
revelam as diferencas entre as bibliotecas a partir de 70 seqiiéncias avaliadas. E possivel notar
claramente uma maior riqueza de UTO’s na biblioteca MP10 em comparacdo com a
biblioteca MP40. Para 0 manguezal antropizado, a riqueza permaneceu a mesma entre as
bibliotecas MA10 e MA40. De maneira sutil observa-se uma riqueza maior para a biblioteca

MP10 em comparagdo com as bibliotecas do manguezal antropizado (MA10 e MA40).
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Figura 3.13 — Andlise de rarefagdo gerada para o gene 16S rRNA de Archaea de bibliotecas gendmicas das
amostras coletadas dos manguezais. Os clones foram agrupados em filotipos baseados na
similaridade das sequiéncias com nivel de similaridade >97%.
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Tabela 3.4 — Estimativas de riqueza de UTO’s e indices de diversidade calculados a partir das bibliotecas de 16S
rRNA de Archaea de solo de manguezal preservado e antropizado.

_ Estimativas de Riqueza de UTO's indices de Diversidade
Bibliotecas " *
NS NU ACE Chaol JackKnife Simpson Shannon
MP10 109 35 53.3 (41,7)(84,8) 56,8 (14,8)(46,5) 58,4 15,3 0,0273 3,63 10,18
MP40 145 37 56,4 (44,3)(87,8) 47,5 (40,1)(72,4) 52,0 £10,7 0,0663 3,07 0,18
MA10 107 40 70,3(52,3)(114,2) 59,0 (46,4)(95,8) 60,38 +12,6 0,0382 3,35+0,18
MA40 87 33 55,0 (41,1)(92,5) 58,5 (41,0)(113,7) 62,97 19,6 0,0319 3,27 +0,19

MP10 — manguezal preservado 10 cm; MP40 — manguezal preservado 40 cm; MA10 — manguezal antropizado 10
cm; MA40 — manguezal preservado 40 cm. NS — nimero de seqiéncias; NU — ntimero de UTO’s. *ACE e Chaol —
0s nmeros nos parénteses sdo referentes aos valores minimos e maximos do intervalo de confianca.

Os valores do indice de diversidade de Shannon revelaram maior diversidade na
biblioteca MP10 e menor na biblioteca MP40. Essa diferenca entre amostras do mesmo
manguezal pode ser explicada pelo fato de que o manguezal preservado encontra-se em sua
forma natural, sem histérico de perturbacdo, 0 que mantém o padrdo de diversidade
encontrado em solos, onde as primeiras camadas apresentam uma maior diversidade (TSAI et
al., 2003). De maneira geral, as profundidades de 10 cm de ambos 0s manguezais
apresentaram maior diversidade quando comparadas com as profundidades de 40 cm. A
mesma relacao de diversidade de UTO’s foi estabelecida entre as bibliotecas com os valores

obtidos pelo indice de diversidade de Simpson.

Os valores obtidos com os metodos ndo-paramétricos ACE, CHAOL e Jackknife para a
estimativa de riqueza de UTO’s revelou uma interpretacdo inversa a obtida com os indices de
diversidade. A justificativa para tal interpretacdo pode estar no nimero de sequéncias
analisadas e na equacdo utilizada em cada estimador, por exemplo, o estimador Jackknife usa
o valor de UTOQO’s unicas para o calculo da estimativa de riqueza. Mas, de maneira geral, a
profundidade de 10 cm em ambos 0s manguezais apresentou maior estimativa de riqueza
quando comparadas com a profundidade de 40 cm. Esses dados apresentam resultados
semelhantes aos estudos de comunidades microbianas em solos, onde a maior diversidade é
encontrada nas primeiras camadas do solo (TORSVIK; GOKSOYR; DAAE, 1990;
BORNEMAN; TRIPLETT, 1997; TSAI et al., 2003; FIERER; JACKSON et al., 2006;
MEDAU, 2007).

Foram construidos diagramas de Venn (FAUTH et al.,, 1996) para verificar as

intersecg¢des e peculiaridades entre os ambientes, identificando o nimero de UTO’s unicas €
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compartilhadas entre as profundidades dentro de um mesmo manguezal e entre os manguezais

preservado e antropizado numa mesma profundidade (Figura 3.14)

A
Manguezal Preservado Manguezal Antropizado
40 cm
e 28 o
Profundidade 10 cm Profundidade 40 cm

Mangue Mangue
Antropizado Preservado Antropizado

30 22

Figura 3.14 — Diagramas de Venn baseados nas UTO’s das bibliotecas 16S rRNA de Archaea para 0s
manguezais preservados e antropizados. (A) diagramas entre as profundidades num mesmo
mangue; (B) diagramas comparando 0s manguezais numa mesma profundidade. As interseccGes
mostram o nimero de UTO’s compartilhadas.

Através da analise dos diagramas de VVenn ¢ possivel notar uma maior riqueza de UTO’s
no manguezal preservado em relacdo ao manguezal antropizado. E interessante notar também
que hd mais UTO’s comuns compartilhadas entre os diferentes manguezais (Figura 3.14) do
que dentro de um mesmo manguezal, revelando uma alteracdo das estruturas das comunidades
de Archaea com o aumento da profundidade. O ambiente de manguezal se caracteriza por um
alto dinamismo, pois o solo esta permanentemente saturado com agua, a qual se movimenta
com os fluxos e refluxos da maré, afetando principalmente a superficie, o que explica a
diferenca dessas comunidades em fungdo da profundidade do solo amostrado (ZHOU et al.,
2002).

Os dados obtidos nessa pesquisa mostram uma alterag&o na estrutura das comunidades

de Archaea em funcdo da acdo antropogénica nesses ambientes, revelando uma pequena perda
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de diversidade. Essa menor diversidade pode estar relacionada com os atributos fisico-
quimicos dos solos, que por sua vez podem ser alterado em funcdo da agdo antropica. Apesar
dessa diferenca na diversidade ser pequena, a analise realizada com o programa S-libshuff
apontou diferenca significativa entre as bibliotecas, indicando que a a¢do antropogénica pode
influir nas estruturas das comunidades de Archaea, sem alterar de forma expressiva a riqueza
de espécies. Yun et al. (2008) sugerem que microrganismos presentes em solo de manguezais
sejam altamente bioativos, com capacidade de se adaptarem a ambientes desfavoraveis. Por
outro lado, a eliminacdo de espécies em resposta a um distdrbio favorece o aumento da
populacdo de outros microrganismos presentes neste solo, resultando em uma alteracdo na
composicao das espécies (DIAZ-RAVINA; BAATH, 1996).

A acdo antropica pode estar ligada a eventos de desmatamento e contaminagdo do
sedimento de manguezal, porém, um estudo mais detalhado pode contribuir com informacées

importantes para a preservagdo desse ecossistema.

Nas ultimas décadas, um interesse maior tem sido dado a preservacdo de areas de
manguezais, devido as suas muitas funcGes desempenhadas no ambiente. Porém, para ser
aproveitado de maneira socio-econdmica, a atividade microbiana deve ser conhecida. Apesar
do recente interesse (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001; BEMAN; FRANCIS, 2006;
YAN; HONG; YU, 2006; LIANG et al., 2007; TAKETANI et al., 2009), nosso conhecimento
ainda é insuficiente sobre o envolvimento de varios taxas em processos especificos. As
comunidades de bactérias e fungos residentes nos ecossistemas de manguezais desempenham
0s principais papeis na transformacdo de nutrientes (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN,
2001). Enquanto a importancia desses dois grupos nos ciclos biogeoguimicos é bem
estabelecida e conhecida, nosso conhecimento das comunidades de Archaea nos manguezais
ainda é extremamente limitado (YAN; HONG; YU, 2006). Dessa forma, este trabalho
contribuiu com informacdes a cerca da presenca de microrganismos do Dominio Archaea em

solos de manguezal e sua possivel utilizacdo na analise da qualidade ambiental.

Para aumentar a eficiéncia das politicas de preservacdo, principalmente em paises em
desenvolvimento, hd uma necessidade de demonstrar a multi-funcionalidade dos manguezais
combinando a mitigacdo de poluicdo e degradacdo com a educacdo ambiental

conservacionista.
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3.3 Conclusao

O emprego das técnicas moleculares de T-RFLP, ARISA, clonagem e sequenciamento
revelou que a acdo antropogénica em ambientes de manguezais tem efeito sobre as
comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi, alterando as estruturas dessas comunidades e
causando perda de diversidade.

Adicionalmente, este trabalho revelou que as estruturas das comunidades microbianas
estdo relacionadas aos atributos fisico-quimicos do solo, os quais sofrem influéncia de acbes
antropogénicas de poluicdo e desmatamento; as comunidades microbianas também

apresentam distribuicdo diferenciada em funcéo da profundidade amostrada.

Os resultados apontam que o uso de ferramentas moleculares no estudo de comunidades
microbianas de solo pode ser Gtil para 0 monitoramento do impacto de agcdes antropicas nos
ambientes de manguezais, contribuindo com o conhecimento da diversidade de

microrganismos e avaliando o efeito da agcdo antropogénica sobre essas comunidades.

Em suma, os dados dessa pesquisa relevam a importancia da preservagdo dessas areas e
seu possivel potencial biotecnologico, fornecendo informacdes para o uso sustentavel e a

preservacdo desses ecossistemas.
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