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RESUMO
Diversidade de Bacteria e Archaea em solos de mangue e marisma

Estudos sobre a diversidade de Bacteria em solos de mangue (Brasil) e marisma
(Espanha) sdo escassos. A vegetacdo de mangue, composta por espécies como Spartina
alterniflora, Rhizophora mangle, Avicennia schaueriana e Laguncularia racemosa, pode ser um
dos fatores que determinam a estruturacdo das comunidades de procariotos. Determinagdes das
estruturas das comunidades e de diversidade de Bacteria podem ocorrer em fungio das diferentes
condig¢des fisico-quimicas dos solos, refletindo na configura¢ao dos processos biogeoquimicos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a variagdo das estruturas das comunidades de Bacteria e
Archaea, bem como a diversidade, em solos de mangue e marisma utilizando DGGE e
sequenciamento parcial do rDNA 16S. As estruturas das comunidades de procariotos
apresentaram varia¢des em fungdo de condi¢des de vegetagdo. Proteobacteria e Bacteroidetes
estdo presentes em todos os solos estudados. A comunidade de Bacteria destes ambientes ¢é
dominada por Proteobacteria. Varios dos taxons detectados estdo relacionados com ciclos
biogeoquimicos importantes para os ambientes estudados. As estimativas ndo-paramétricas de
riqueza de espécies (ACE e Chaol) mostram que solos de mangue e marisma podem conter
milhares de espécies de bactérias. As comunidades de Bacteria dos solos de mangue e marisma
sdo significativamene diferentes. Na camada mais superficial do sedimento de mangue
predomina Euryarchaeota metanogénicas enquanto que na camada mais profunda predomina
Crenarchaeota. Bactérias das ordens Desulfobacterales, Desulfovibrionales e Desulfuromonales
podem estar relacionadas com a atividade de sulfato-redug¢do e formagdo de pirita na camada
anaerobia do perfil de solo de marisma. De uma maneira geral, pode-se concluir que a
diversidade e estrutura das comunidades de procariotos de ambientes estuarinos pode variar em
funcdo da vegetacdo estabelecida e do tipo de ambiente. Adicionalmente, solos de mangue e
marisma possuem grande diversidade de procariotos, grande parte da qual ¢ desconhecida,
podendo representar elevado potencial genético para utilizagdo biotecnologica.

Palavras-chave: mangue; marisma; solo; diversidade microbiana; microrganismos; Bacteria;
rDNA 16S; DGGE.



ABSTRACT
Bacterial and Archaeal diversity in mangrove and marisma soils

The bacterial diversity in mangrove (Brazil) and marisma (Espanha) soils are largely
unknown. Bacterial communities participate in biogeochemicals processes that occurs in soils of
estuarine ecosystems. Determinations of the bacterial communities structures and diversity can
occur in function of different physico-chemical conditions, reflecting in the biogeochemical
processes. The aim of this work was to evaluate the variation of bacterial an archaeal
communities structures utilizing DGGE and partial sequencing of 16S rDNA. Bacterial
community structures showed more similarity between repetitions samples than the areas under
different vegetation. Phylogenetic afiliation shows that several sequences were not clamped into
known phyla. Proteobacteria prevails in bacterial communities of mangrove and marisma soils.
Several taxa detected are associated to important biogeochemical cycles that occur in estuarine
ecosystems. Analysis of species richness showed that mangrove and marisma soils can contain
200 to 6000 species of bacteria. Methanogenic Euryarchaeota was found specially in the upper
sample of mangrove sediment analysed whereas the Crenarchaeota was found specially in the
lower. Based on the data obtained, it can be concluded that the vegetation is one of the factors
affecting the structure of bacterial and archaeal communities in mangrove soils. Additionaly, the
effects of edafic factors and seasonal variations have to be considered as determining the
prokaryotic community sctuctures, and bacterial and archaeal communities can respond
independently to the factors that determine their community structures. Bacterial diversity can
vary with the studied estuarine ecosystem. Studies are necessary concerning to diversity of
Bacteria, it variation and correlation with biogeochemical process in the mangrove and marisma
soils. These soils show a great diversity of bacteria, much of than unknown, which represent a
great genetic potential to the biotechnology.

Keywords: mangrove; marisma; sediment; soil; microbial diversity; microorganisms; Bacteria;
Archaea; 16S rDNA.
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1 INTRODUCAO

Os ecossistemas estuarinos sdo formados em regides de interacdo do ambiente terrestre
com rios e oceano e¢ desempenham papel essencial na manutengdo da biodiversidade marinha,
funcionando como bergario e fonte de alimento para peixes e outros animais, ja que sdo
ambientes altamente produtivos devido ao intenso suprimento de nutrientes (GETTER et al.,
1984; SHRIADAH, 1999; McLUSKY; ELLIOT, 2004).

Os mangues e as planicies de maré associadas sdo considerados habitats econdmica e
ecologicamente importantes nas regioes costeiras tropicais. Estdo associados a regides onde ha
encontro de aguas de rios e mar ou que estdo diretamente expostos a linha da costa, as margens
de baias, enseadas, barras, desembocaduras de rios, lagunas e reentrancias das regides de
planicies costeiras ou vales alagados limitados por baixios e a estudrios e deltas. Possuem aguas
ndo perturbadas, ricas em material em suspensdo, constituindo ecossistemas de baixa energia
(VANNUCCI, 1999). Sua formacdo e evolucdo estdo associadas ao aporte de materiais
sedimentares provenientes tanto do mar quanto do continente, tornando-os ambientes de transi¢ao
de alta produtividade (DeLAUNE; PATRICK; BURESH, 1978; WOODWELL et al., 1978). Por
serem ambientes de baixa energia, seus solos apresentam predominancia de fragdes finas (silte e
argila) e elevadas concentragdes de matéria organica e sais soliiveis (CINTRON; SCHAEFFER-
NOVELLI, 1983). No Brasil podem ser encontrados desde o extremo norte, no Amapa, até o sul
de Santa Catarina, na foz do Rio Ararangud, cobrindo uma area de cerca de 25.000 km?, dos
quais, cerca de 231 km® estio localizados no Estado de S3o Paulo (YOKOYA, 1995;
LAMPARELLLI, 1998; SCHAEFFER-NOVELLI et al., 2000).

Ecossistemas igualmente importantse encontram-se no litoral Noroeste da Espanha e sao
denominadas Rias. Esses ecossistemas se caracterizam por extensas reentrancias de até 20 km de
extensdo por 1 a 5 km de largura onde se formam as marismas.

A caracterizacdao da flora e fauna dos ambientes estuarinos tem sido objeto de varios
estudos (MACHADO et al., 2002; PINHEIRO, 2003; BERNINI; REZENDE, 2004; COHEN et
al., 2005; FLEMER; CHAMP, 2006; HATTORI). Nos ultimos anos, varios trabalhos tém sido
feitos para caracterizar os solos de mangue (PRADA-GAMERO, 2001; FERREIRA, 2002, 2006;
FIRME, 2003; SOUZA-SILVA, 2005; SOUZA-JUNIOR, 2006) e marisma (OTERO; MACIAS,

2003), sendo dada, em alguns deles, especial atencdo a importantes processos biogeoquimicos
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caracteristicos destes ambientes. A caracterizagdo biogeoquimica de outros ambientes estuarinos,
principalmentes os chamados ‘“salt marshes”, tem sido realizada (SHERMAN; FAHEY;
HOWARTH, 1998; KRISTENSEN et al., 2000; GLEASON; EWEL; HUE, 2003; NIELSEN;
KRISTENSEN; MACINTOSH, 2003; MARCHAND et al., 2004;).

Um dos processos biogeoquimicos de maior importancia nesses ambientes € a reducao
bacteriana do sulfato e conseqiiente piritizacdo. A reduzida difusdo de O, devido a saturacdo do
solo com 4gua faz com que a matéria organica passe a ser degradada por bactérias que irdo
utilizar receptores de elétrons alternativos na seguinte seqiiéncia termodinimica: NO;” > Mn*" >
Fe*" > S04 > CO, >N, > H" (FROELICH et al., 1979; SCHULZ, 2000). A abundéncia de SO4*
e Fe’" nos solos de mangue e marisma (HILL, 1982) faz com que estes sejam utilizados e
reduzidos a sulfeto e Fe*", que combinados podem formam pirita (FeS,), um mineral estavel
nestas condigdes. Na auséncia de Fe*", o sulfeto produzido pode se difundir para as camadas mais
superficiais do solo, onde a difusao de O, ¢ maior, e ser re-oxidado a sulfato, fechando-se assim
um ciclo biogeoquimico (ZOPFI et al, 2001). Este processo ¢ governado por organismos
distribuidos em varios taxons do dominio Archaea e de filos Proteobacteria, Firmicutes,
Nitrospira e Thermodesulfobacteria do dominio Bacteria.

Apesar de se saber que a organizagdo e funcionamento das comunidades microbianas sdo
responsaveis pela maior parte destes processos biogeoquimicos (LYNCH; BRAGG, 1985),
estudos de caracterizacdo destas comunidades nos sedimentos e solos de mangues e marismas sao
escassos, ao contrario do que ocorre para outros ecossistemas estuarinos (FRANKLIN et al.,
2002; PURDY et al., 2002; BUCHAN et al., 2003; SMITH et al., 2004; LANOIL et al., 2005).
Além disso, ambientes como estes, cujas comunidades microbianas sdo ainda pouco conhecidas,
podem significar grandes bancos genéticos para a pesquisa e desenvolvimento de produtos
biotecnologicos, considerando que os microrganismos representam as formas de vida mais
abundantes e diversificadas do planeta, e detenham a maior propor¢do da diversidade genética
existente (BENLLOCH; MARTINEZ-MURCIA; RODRIGUEZ-VALERA, 1995; LAMBAIS et
al., 2005).

Estudos tém mostrado que os solos em geral possuem uma imensa diversidade e
abundancia de microrganismos (BOHANNAN; HUGHES, 2003), podendo conter dezenas de
milhares de espécies em apenas um grama (@VREAS; TORSVIK, 1998; CURTIS; SLOAN;
SCANNELL, 2002; TORSVIK; @VREAS, 2002; VALINSKY et al., 2002). Segundo estimativas
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de Whitman; Coleman e Wiebe (1998), aproximadamente 4,5 a 6,5% dos procariotos ocorrem na
superficie de ambientes terrestres, 2 a 3% nas aguas dos oceanos € a vasta maioria em sub-
superficies (abaixo de 8 cm em ambientes terrestres ¢ 10 cm em sedimentos marinhos). No
entando, a maior parte das espécies de procariotos presentes nos oceanos € ambientes terrestres
sub-superficiais permanece desconhecida (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998).

Durante muito tempo foi bastante limitada a capacidade de se realizar estudos sobre a
diversidade de procariotos dos solos, j4 que uma pequena porcentagem (0,1% a 0,5%) podia ser
acessada pelos métodos convencionais, com base em cultivo (TORSVIK; GOKSOYR; DAAE,
1990). Esses estudos sdo feitos utilizando-se técnicas independentes de cultivo, através da analise
do DNA metagendmico extraido do ambiente (TORSVIK; @VREAS, 2002), aliadas a
importantes avancos na bioinformatica e estatisticas.

As analises de estrutura de comunidades de procariotos utilizando as informagdes da
seqiiéncia do gene que codificam a subunidade 16S do RNA ribossomico (rDNA 16S) tém se
tornado cada vez mais difundidas. Este gene possui caracteristicas fundamentais que possibilitam
sua utilizagdo em estudos de ecologia, tais como: presenca de regides com seqiiéncia de
nucleotideos hipervariaveis entre regides conservadas; presenca em todos os procariotos; a
aparente auséncia de transferéncia genética lateral; e tamanho considerado satisfatorio, de cerca
de 1500 nucleotideos, para estudos filogenéticos (AMANN; LUDWIG, 2000).

A variabilidade nas sequéncias do rDNA 16S pode ser avaliada através de eletroforese em
gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante (DGGE) ou por sequenciamento de
nucleotideos. A DGGE foi utilizada primeiramente por Muyzer; Waal e Uitterlinden (1993) e
consiste na separagdo dos fagmentos de DNA de mesmo tamanho em um gel de poliacrilamida
contendo um gradiente linear dos desnaturantes formamida e uréia. As variagdes na composi¢ao
de nucleotideos dos diferentes fragmentos de DNA determinam seu comportamento de migragao
no gel, fazendo com que fragmentos com diferentes concentragdes de G + C migrem em posigdes
diferentes.

Nos ultimos anos o sequenciamento do rDNA 16S de procariotos também tem sido muito
utilizado em estudos de diversidade, caracterizagdo de comunidades complexas de procariotos e
taxonomia, levando a existéncia de um consideravel volume de informagdes em bancos de dados
publicos (CHELIUS; TRIPLETT, 2001; DERAKSHANI; LUKOW, LIESACK, 2001;
LAMBALIS et al., 2005).
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As seqiiéncias geradas com a utilizacdo deste método representam uma grande quantidade
de dados que precisam ser processadas com o auxilio de algoritmos especificos (LAMBAIS et
al., 2005) e posteriormente podem ser utilizadas para diferentes tipos de analises. Através de
bancos de dados publicos como o GenBank do NCBI (Nacional Center for Biotechnology
Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ¢ o  Ribosomal Database Project (RDP -
http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp), € possivel comparar seqiiéncias geradas com seqiiéncias
depositadas nos bancos e inferir sua afiliagdo taxondmica. Com este objetivo foi criado por
pesquisadores do SIMO (Sapelo Island Microbial Observatory - http://simo.marsci.uga.edu/) da
Universidade da Geoérgia — EUA o RDPquery (http:/simo.marsci.uga.edu/public_db/
rdp_query.htm), um programa que permite a classificacdo taxondmica de seqiiéncias de rDNA
16S de Bacteria. Este mesmo grupo de pesquisa desenvolveu o LIBSHUFF (SINGLETON et al.,
2001 - http://www.arches.uga.edu/%7Ewhitman/ libshuff.html), um programa que permite fazer
comparacdes de bibliotecas de seqiiéncias de rDNA 16S e determina se as comunidades as quais
elas representam sdo ou ndo estatisticamente diferentes.

Viérias abordagens estatisticas t€ém sido utilizadas para estimar e comparar a diversidade
de procariotos, bem como as estruturas de suas comunidades em diferentes ambientes.
Normalmente a diversidade e a estrutura de comunidades microbianas sdo analisadas em fungao
da ocorréncia de unidades taxondomicas operacionais (UTOs) ou filotipos, ja que o conceito de
espécie, principalmente para os procariotos, ¢ controverso (ROSSELLO-MORA; AMANN,
2001). Essas UTOs podem ser bandas detectadas apés DGGE (FELSKE et al., 1997; LIU et al.,
1997, DUNBAR et al., 1999) ou seqiiéncias de rDNA 16S (BOND et al., 1995; McCAIG;
GLOVER; PROSSER, 1999), sendo esta tltima op¢ao a que apresenta resultados mais confidveis
(SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005). Os critérios para a definicdo das UTOs ndo sdo
consensuais, principalmente quando se discute a distancia evolutiva limite para que uma
seqiiéncia represente uma UTO. Normalmente seqiiéncias com similaridade >97% sdo
consideradas da mesma espécie, >95%, do mesmo género e >80%, do mesmo filo
(STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994; BOND et al., 1995; BORNEMAN; TRIPLETT 1997,
HUGENHOLTZ; GOEBEL; PACE, 1998; EVERETT; BUSH; ANDERSEN, 1999; McCAIG et
al., 1999; SAIT et al., 2002). Schloss e Handelsman (2005) consideram que estes valores de
“cutoff” sdo os que mais se adequam a taxonomia histérica, mas ainda ndo podem ser

considerados rigorosamente validos para uma classificacdo hierarquica precisa. Estes



14

pesquisadores desenvolveram o DOTUR (Distance Based OTU and Richness Determination -
http://www.plantpath.wisc.edu/fac/joh/dotur.html), um programa de agrupamento utilizado para
definir UTOs em um conjunto de seqiiéncias. Métodos nao-paramétricos podem ser utilizados
eficientemente neste contexto para estimar a diversidade a partir de uma pequena amostra da
comunidade. O mais utilizado ¢ o Chaol (CHAO, 1987), que utiliza o nimero de UTOs com um
e dois representantes na amostra para estimar a diversidade total. J& Chao e Lee (1992)
propuseram um algoritmo chamado ACE (““Abundance-based Coverage Estimator”), no qual as
UTOs (espécies) sao separadas em grupos raros ¢ abundantes, € somente 0S grupos raros sao
utilizados para estimar a diversidade ndo-conhecida. Através de programas como o Phylip
(FELSESTEIN, 1993) ou o Paup (SWOFFORD, 2003) podem-se realizar estudos de filogenia
(MARTIN, 2002; BOHANNAN; HUGHES, 2003). Essa abordagem considera a diversidade
genética das comunidades, e pode ser usada para comparar a complexidade genética das mesmas.
Adicionalmente, essa abordagem permite, através da andlise da topologia de arvores
filogenéticas, revelar processos determinantes da estrutura das comunidades (BOHANNAN;
HUGHES, 2003).

Foram objetivos deste trabalho a caracterizacdo da diversidade de procariotos e variagdes
de suas comunidades em sedimentos e solos de mangue e marisma utilizando-se PCR-DGGE e

sequenciamento de parte do rDNA 16S.
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2 VARIACOES DAS ESTRUTURAS DAS COMUNIDADES DE BACTERIA E ARCHAEA
EM SOLOS DE MANGUE SOB DIFERENTES VEGETACOES

Resumo

VariacOes das estruturas das comunidades de Bacteria e Archaea em solos de mangue sob

diferentes vegetacoes

Estudos de variacdo das estruturas das comunidades de procariotos em solos de mangue
sdo escassos. No entanto, a vegetacdo de mangue, composta por espécies como Spartina
alterniflora, Rhizophora mangle, Avicennia schaueriana e Laguncularia racemosa, pode ser um
dos fatores que determinam a estrutura¢do destas comunidades. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as variagoes das estruturas das comunidades de procariotos em solo superficial (0-10 cm)
de mangue sob diferentes vegetagdes e em trés épocas, utilizando DGGE de amplicons de rtDNA
16S de Bacteria ¢ Archaea. As comunidades de Bacteria apresentaram maior similaridade de
estrutura entre as repeticdes do ponto amostrado do que entre os pontos sob diferentes condi¢des
de vegetacdo. As comunidades de Bacteria de solo com S. alterniflora apresentaram maior
similaridade entre as repeticdes do que entre as épocas de amostragem. Com base nos resultados
obtidos conclui-se que as estruturas das comunidades de procariotos apresentaram variacdes em
funcao de condi¢des de vegetacdo. Deve-se considerar também a influéncia de fatores edaficos e
da variacdo temporal na determinagdo das estruturas das comunidades de procariotos.
Comunidades de Bacteria e Archaea podem responder de maneira independente aos fatores que
determinam as estruturas de suas comunidades.

Palavras-chave: mangue; solo; diversidade microbiana; microrganismos; Bacteria; Archaea;
rDNA 16S, DGGE.
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Abstract

Shifts in bacterial and archaeal community structures in mangrove soils under different
vegetation

Informations of the variation of prokaryotic community structures in mangrove soils are
scarce. However, mangrove vegetation, composed of species like Spartina alterniflora,
Rhizophora mangue, Avicennia schaueriana and Laguncularia racemosa, may be one of the
factors that determine prokaryotic communities structures in soils. The aim of this work was to
evaluate the prokaryotic community structure variations in mangrove top soils (0-10 cm) under
different vegetation and sampling time, using DGGE of bacterial and archaeal 16S rDNA
amplicons. Bacterial community structures showed more similarity between repetitions samples
than the areas under different vegetation. Bacterial communities of the soil under S. alterniflora
showed more similarity between repetitions samples than the times of sampling. Based on the
data obtained, it can be concluded that the vegetation is one of the factors affecting the structure
of bacterial and archaeal communities in mangrove soils. Additionaly, the effects of edafic
factors and seasonal variations have to be considered as determining the prokaryotic community
sctuctures, and bacterial and archaeal communities can respond independently to the factors that
determine their community structures.

Keywords: mangrove; soil; microbial diversity; microorganisms; Bacteria; Archaea; rDNA 16S,
DGGE.
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2.1 Introducéo

A composi¢do das comunidades microbianas dos ambientes pode ser influenciada por
inimeros fatores bidticos e abidticos. Muitos trabalhos t€ém mostrado que as variagdes nas
condi¢gdes ambientais sdo, em parte, responsaveis pelas variagdes espaciais da diversidade de
microrganismos, apesar de alguns estudos demonstrarem uma distribuicdo mais ubiqua
(MARTINY et al., 2006). O solo, por ser um sistema complexo, que contém uma grande
variedade de microhabitats, os quais sdo caracterizados por propriedades fisicas, quimicas e
biologicas especificas, ¢ um ambiente onde isto pode ocorrer em uma escala espacial
relativamente reduzida. Fatores como materiais de origem, quantidade e qualidade da matéria
organica presente, saturacdo com agua, granulometria, caracteristicas quimicas e vegetacao
controlam a atividade, a diversidade e as estruturas das comunidades microbianas (SESSITSCH
et al.,, 2001; AGNELLI et al., 2004).

Os solos de mangue sdo formados pela deposi¢@o de particulas orgénicas e inorganicas de
origem terrigena e marinha que se movimentam em funcao das correntes das marés, podendo
apresentar caracteristicas diferentes devido a variagdo na intensidade de geragdo e do transporte
deste material (WOODHOUSE; SENECA; BROOME, 1974; VANNUCCI, 1999; STRALHER;
STRALHER, 2000; PRADA-GAMERO, 2001). A vegetagdo do mangue, altamente
especializada, adaptada ao solo periodicamente inundado e com grandes variacdes de salinidade
(MACIEL, 1991), é dominada por espécies como Spartina alterniflora, Rhizophora mangle,
Avicennia schaueriana e Laguncularia racemosa (ilustragdes no Anexo). Essa vegetacdo pode
representar um dos fatores que determinam as estruturas das comunidades microbianas nesse
ambiente. Além disso, deve-se também considerar a variagdo temporal a que uma comunidade
microbiana esta sujeita devido a alteragdes de temperatura, aporte de matéria organica e
disponibilidade de 4gua e nutrientes. As caracteristicas fisico-quimicas dos solos de mangue
podem variar em funcao dos ciclos de marés, das variagdes climaticas e atividade de fauna e flora
(FERREIRA, 2006).

Técnicas moleculares tém permitido estudos mais detalhados sobre a ecologia dos
microrganismos em diferentes ambientes, antes limitados devido a utilizacdo de técnicas
baseadas em cultivo (TORSVIK et al, 1990). Varias delas tém sido utilizadas para a

caracteriza¢ao de comunidades microbianas dos solos (LAMBALIS et al., 2005). Com a utilizagao
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do rDNA 16S e eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante (DGGE) tem-
se avaliado as variacdes das estruturas das comunidades de procariotos em diversos ambientes
(UITTERLINDEN, 1993; @VREAS et al., 1997; CURY, 2002; MUYZER; WAAL; PEDROSO
et al., 2006). No entanto, estudos de microbiologia de solos de mangue sdo escassos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as variacdes das estruturas das comunidades de
procariotos em sedimento e solos de mangue em funcdo das variagdes de vegetagao e temporais

utilizando-se PCR-DGGE e sequenciamento de parte do rDNA 16S.

2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Material e métodos

2.2.1.1 Area de estudo e amostragem

As trés areas do estudo estdo localizadas no complexo estuarino de Iguape e Cananéia, no
litoral Sul do Estado de Sao Paulo (ilustragdes no Anexo), consistindo nas florestas de mangue do
Rio Ipaneminha (25°04°44’S e 47°56°14°°W), Rio Sitio Grande (25°04°48’S e 47°56°54°W) e
Ilha de Pai Matos (24°59°48°S e 47°54’19’W — ilustracdes no Anexo). Nesta regido a
temperatura e precipitagdo média anual sdo de de 21°C e 2.200 mm, respectivamente
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1982; SCHAEFFER-NOVELLI; MESQUITA; CINTRON-
MOLERO, 1990). A amplitude média de maré ¢ de 0,82 m (FERREIRA, 2006). As amostras
foram coletadas no mangue do Rio Ipaneminha e Rio Sitio Grande em Abril de 2003 e as demais
no mangue da Ilha de Pai Matos em Setembro de 2003, Margo de 2004 e Setembro de 2004. Em
um trabalho complementar foram realizadas determinagdes de potencial de oxi-redu¢do (Eh), pH,
granulometria e teor de C organico total, além da caracterizagdo das variagdes dos processos
geoquimicos envolvendo o Fe e o S (FERREIRA, 2006).

As amostras foram transferidas até o laboratorio a 4°C e mantidas a -80°C em tubos de

polietileno de 15 mL até o processamento para a extracdo do DNA.
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2.2.1.1.2 Amostras utilizadas na comparacao de diferentes condicGes de vegetacao

Em Setembro de 2003 foram coletadas amostras, em duplicata, dentro de um quadrante de
1 m® da camada superficial do solo (0-10 cm) do mangue do rio Ipaneminha (ilustragdes no
Anexo) sob os seguintes tipos de vegeta¢do: mangue dominado por Rhizophora mangle (R);
mangue misto, dominado por Rhizophora mangle e Avicennia schaueriana (M); transi¢do entre
mangue misto e area de restinga (T), onde se encontra vegetagcdo estabelecida de mata atlantica,
sendo que a amostragem foi feita em solo tipico de mangue (ponto adjacente e altimetricamente
inferior a area de restinga); area da borda do manguezal (S), dominada por Spartina alterniflora.
Também foi amostrado o sedimento do leito de um canal (L) adjacente ao ponto de amostragem
dominado por Rhizophora mangle (R) e solo de um compartimento dominado por Rhizophora
mangle da floresta do Rio Sitio Grande (R2). No momento da amostragem foram medidos pH e
Eh do solo (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Valores de pH e Eh da camada superficial (0-10 cm) de sedimento de leito de canal (L) e de solo de
mangue com vegetagdo de Rhizophora mangle (R), mista de Rhizophora mangle ¢ Avicennia
schaueriana (M), transi¢ao entre mangue e restinga (T) e Spartina alterniflora (S) do mangue do Rio
Ipaneminha e solo com Rhizophora mangle (R2) do mangue do Rio Sitio Grande

Amostra pH Eh (mV)
R 6,5 -61
M 6.8 -123
T 6,5 -44
S 6,8 8
R2 6,0 100
L 7,2 -138

2.2.1.1.3 Amostras utilizadas na comparagdo da variagdo temporal das estruturas das

comunidades de procariotos de sedimento sem vegetacéo e solo com Spartina alterniflora

Foram utilizadas amostras da camada superficial (0-10 cm) do sedimento sem vegetagao e

solo com S. alterniflora, distando cerca de 3 m, da entrada do mangue da Ilha de Pai Matos
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(ilustragdes no Anexo) coletadas em duplicata, dentro de um quadrante de 1 m?, em Setembro de

2003 (C1), Margo de 2004 (C2) e Setembro de 2004 (C3).

2.2.1.2 Extracdo do DNA

Para a extragdo do DNA do solo, utilizou-se o kit FastDNA Spin for Soil (MP
Biomedicals). Em microtubos contendo granada finamente moida, foi adicionado cerca de 0,6 g
de solo, 978 uL de tampao fosfato e 122 uL de tampao MT. Estes tubos foram agitados
horizontalmente a 4 ms™ por 30 segundos no FP120 FastPrep Cell Disruptor (MP Biomedicals).
Em seguida centrifugou-se por 1 minuto a 13.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um
tubo limpo. A essa solugdo adicionaram-se 250 uL de tampao PPS, agitando-se os tubos 10 vezes
por inversdo. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 13.000 rpm e o sobrenadante
coletado e transferido para um microtubo limpo. Adicionou-se 1 mL de matriz de ligagdo,
agitando-se os tubos durante 2 minutos por inversdao. Em seguida os tubos foram incubados por 3
minutos, a matriz de ligagao foi transferida para um filtro acoplado a um microtubo (Spin Filter —
MP Biomedicals) e os tubos centrifugados por 2 minutos a 13.000 rpm. A matriz de ligagao
retida no filtro foi lavada com 500 pL de uma solugcdo de lavagem (SEWS), e o filtro
centrifugado 2 vezes por 2 minutos a 13.000 rpm. Ap6s 5 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, foram adicionados 50 puL de agua ultrapura ao filtro e centrifugou-se por 2 minutos a
13.000 rpm. O DNA purificado foi recolhido em um tubo limpo e sua quantificagdo feita por
comparacdo com padrdo de massa, apos eletroforese em gel de agarose 1,5% - 0,5x TBE (1x
TBE: 44 mM de Tris-borato e 1 mM de EDTA pH 8,0), utilizando-se um densitometro laser
FluorImagem (Amershan Biosciences) e o programa Fragment Analysis (Amershan Biosciences).
Como padrdo de tamanho e quantidade de DNA foi utilizado o marcador de massa DNA Mass

Ladder (Invitrogen).
2.2.1.3 PCR-DGGE
Para a amplificagdo do rDNA 16S de Bacteria utilizaram-se os iniciadores BA338fGC (5'

GCC CGC CGC GCG CGG CGG GCG GGG CGG GGG CAC GGA CTC CTA CGG GAG
GCA GCA G 3') e UN518r (5' ATT ACC GCG GCT GCT GG 3') (OVREAS et al., 1997). A
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amplificacdo foi feita em solugdo contendo: 2,5 uL de tampao para PCR 10x; 0,2 mM de dNTP;
3,0 mM de MgCly; 1 unidade de Taqg DNA polimerase recombinante (Invitrogen); 1 pL da
amostra de DNA; 5 pmol de cada primer; dgua Milli-Q esterilizada para um volume final de 25
pL. A amplificagdo foi realizada em termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf), nas
seguintes condic¢des: 95°C por 5 minutos; 30 ciclos de 92°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto; 72°C por 10 minutos. A quantificagdo dos amplicons resultantes foi feita por
densitometria, apos eletroforese em gel de agarose 1,5% (TBE 0,5x — gel e tampao de corrida),
utilizando-se um densitometro laser Fluorlmager (Amershan Biosciences) e o programa
Fragment Analysis (Amershan Biosciences). Como padrao de tamanho e quantidade de DNA foi
utilizado o marcador de massa DNA Mass Ladder (Invitrogen). Para a amplificagdo inicial do
rDNA 16S de Archaea utilizaram-se os iniciadores ARCH21f (5' TTC YGG TTG ATC CYG
CCI GA 3") e ARCH958r (5' YCC GGC GTT GA(I/C) TCC AAT T 3") (MOYER et al., 1998).
Os amplicons resultantes foram utilizados como molde para uma nova amplificacdo com os
iniciadores ARCH340fGC (5' CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA
CGG GGG GCC CTA CGG GGY GCA SCA G 3") e ARCH519r (5' TTA CCG CGG CKG CTG
3") (OQVREAS et al., 1997). As amplificagdes foram feitas em solugdo contendo as mesmas
proporgdes de reagentes como descrito para Bacteria. A reacao foi realizada em termociclador
(Mastercycler Gradient, Eppendorf), nas seguintes condigdes: 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de
95°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; 72°C por 6 minutos. A
quantificagdo dos amplicons resultantes foi feita como descrito acima para Bacteria.

Os amplicons do rDNA 16S foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
com gradiente desnaturante (DGGE). Os géis de acrilamida:bisacrilamida (37,5:1, m:m) 8%,
foram preparados com gradiente desnaturante variando de 15% a 55%, usando duas solugdes:
uma solu¢do desnaturante 100%, contendo 7 M de uréia e 40% de formamida e uma solucido 0%,
sem uréia e formamida (@VREAS et al, 1997). A eletroforese foi feita a 60°C e 200 v
constantes, por 3 horas, em um sistema vertical DCode (BioRad), utilizando solu¢ao tampao 0,5x
de TAE (10 mM de Tris-acetato e 0,5 mM de EDTA pH 8,0). Apos a eletroforese, o gel foi
imerso em uma solugdo 10% de 4cido acético glacial por 15 minutos em agitador horizontal. Em
seguida o gel foi lavado trés vezes com agua destilada, imerso em solu¢do de metanol 50% por
15 minutos em agitador horizontal, lavado trés vezes com agua destilada e imerso em solugdo de

SYBR-Green I (Molecular Probes) (1:10.000, v:v) por 30 minutos em agitador horizontal no
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escuro. Apds a coloragdo, o gel foi analisado por densitometria, utilizando-se o densitdometro
laser Fluorlmager e o programa Fragment Analysis (Amershan Biosciences).

A similaridade entre as estruturas de comunidades de Bacteria e Archaea foi determinada
com base na presenca ou auséncia das bandas detectadas no gel com a utilizagdo do programa
Diversity Database (BioRad). A analise de agrupamento hierarquico foi feita com o programa
Systat 8.0, utilizando-se matrizes de similaridade geradas pelo método de concordancia simples

(“simple matching”), algoritmo de Ward e a distancia euclidiana como unidade de medida.

2.2.2 Resultados

2.2.2.1 Comparacdo de diferentes condicdes de vegetacdo

A analise de agrupamento hierarquico dos amplicons de rDNA 16S de Bacteria a partir de
DGGE mostra que as repeticdes das amostras analisadas encontram-se dispostas em pares (Figura
2.1), indicando maior similaridade das comunidades microbianas entre as repeticdes do mesmo
ponto de amostragem. Esses resultados indicam que as variagdes das estruturas das comunidades
de procariotos entre os pontos estudados sao maiores do que entre as repeti¢cdes. Considerando a
média das duas repeticdes utilizadas na comparagdo anterior, pode-se observar no novo
agrupamento hierarquico (Figura 2.2) que a estrutura da comunidade de Bacteria do mangue de
R. mangle do Rio Sitio Grande (R2) apresenta maior distancia em relagdo aos solos do mangue
do Rio Ipaneminha. A Figura 2.2 também mostra maior similaridade entre as comunidades dos
solos com vegetacdo heterogénea (M e T).

A analise de agrupamento hierarquico dos amplicons de rDNA 16S de Archaea a partir de
DGGE (Figura 2.3) também indicam maior similaridade das comunidades microbianas entre as
repetigoes do mesmo ponto de amostragem, neste caso utilizadas apenas para o solo com S.
alterniflora. Considerando apenas uma das repeti¢des utilizadas na comparagdo acima, pode-se
observar no novo agrupamento hierarquico (Figura 2.4) dois agrupamentos principais com L, S e
R e com R2, M e T. Ao contrario do que ocorreu para Bacteria (Figura 2.2), a estrutura da
comunidade de Archaea do mangue de R. mangle do Rio Sitio Grande (R2) ndo apresenta maior

distanciamento em relagdo aos solos do mangue do Rio Ipaneminha (Figura 2.4). Assim como
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Figura 2.1 — Agrupamento hierarquico com base na separacdo de amplicons de rtDNA 16S de Bacteria por
DGGE. As amostras foram coletadas na camada superficial (0-10 cm) de sedimento de leito de
canal (L-1, L-2) e de solo de mangue do Rio Ipaneminha com vegetagdo de Rhizophora mangle
(R-1, R-2), Rhizophora mangle e Avicennia schaueriana (M-1, M-2), transigdo entre mangue e
restinga (T-1, T-2) e Spartina alterniflora (S-1, S-2) e solo de mangue do Rio Sitio com

Rhizophora mangle (R2-1, R2-2). O ntmero antecedido de hifen representa a repeti¢do da
amostragem utilizada na analise
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Figura 2.2 — Agrupamento hierarquico com base na separa¢do de amplicons de rDNA 16S de Bacteria por
DGGE. As amostras foram coletadas na camada superficial (0-10 cm) de sedimento de leito de
canal (L) e de solo de mangue do Rio Ipaneminha com vegetagdo de Rhizophora mangle (R),
Rhizophora mangle ¢ Avicennia schaueriana (M), transigdo entre mangue e restinga (T) e
Spartina alterniflora (S) e solo de mangue do Rio Sitio com Rhizophora mangle (R2)
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Figura 2.3 — Agrupamento hierarquico com base na separagdo de amplicons de rDNA 16S de Archaea por
DGGE. As amostras foram coletadas na camada superficial (0-10 cm) de sedimento de leito de
canal (L) e de solo de mangue do Rio Ipaneminha com vegetagdo de Rhizophora mangle (R),
Rhizophora mangle e Avicennia schaueriana (M), transi¢do entre mangue e restinga (T) e
Spartina alterniflora (S) e solo de mangue do Rio Sitio com Rhizophora mangle (R). O numero
antecedido de hifen representa a repeti¢do da amostragem utilizada na analise
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Figura 2.4 — Agrupamento hierarquico com base na separagdo de amplicons de rDNA 16S de Archaea por
DGGE. As amostras foram coletadas na camada superficial (0-10 cm) de sedimento de leito de
canal (L) e de solo de mangue do Rio Ipaneminha com vegetagdo de Rhizophora mangle (R),
Rhizophora mangle ¢ Avicennia schaueriana (M), transigdo entre mangue e restinga (T) e
Spartina alterniflora (S) e solo de mangue do Rio Sitio com Rhizophora mangle (R)
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ocorreu para Bacteria (Figura 2.2), a maior similaridade é encontrada entre as comunidades dos

solos com vegetacao heterogénea (M e T — Figura 2.4).

2.2.2.2 Comparacéo da variacdo temporal das estruturas das comunidades de procariotos

de sedimento sem vegetacéo e solo com Spartina alterniflora

A analise de agrupamento hierdrquico a partir do DGGE de amplicons de rDNA 16S de
Archaea n3o mostra uma separacdo das repetigdes das amostras coletadas na mesma época em
pares de maior similaridade (Figuras 2.5a, 2.5b e 2.5c), indicando que as estruturas das
comunidades de microrganismos deste dominio ndo sofreram alteracdes sazonais significativas.
Quando a mesma andlise ¢ feita agrupando-se as amostras nas mesmas épocas de coleta (Figuras
2.5d, 2.5¢ e 2.5f), verifica-se que existe separagdo entre as comunidades de Archaea das duas
situacdes apenas na época C3 (Figura 2.5f), mostrando que apenas nessa época parece haver
influéncia da presenca de S. alterniflora na determinagdo da estrutura das comunidades de
Archaea. A analise de agrupamento hierarquico a partir do DGGE de amplicons de rDNA 16S de
Bacteria mostrou que alteragdes temporais ocorrem no solo com S. alterniflora (SP), ja que
houve separagdo das repeticdes das amostras coletadas na mesma época em pares de maior
similaridade (Figura 2.6b), ndo ocorrendo o mesmo no sedimento sem vegetagdo (Figura 2.6¢).
Quando a analise ¢ feita agrupando-se as amostras nas mesmas €pocas de coleta (Figuras 2.6d,
2.6¢ e 2.6f), verifica-se que existe separacgdo entre as comunidades de Bacteria das duas situagdes
nas trés épocas de coleta, mostrando que a influéncia da presenga de S. alterniflora na
determinagdo da estrutura das comunidades de Bacteria pode estar ocorrendo durante todo o

periodo.

2.2.3 Discussao

Os solos possuem caracteristicas fisico-quimicas especificas, determinadas por fatores
como materiais de origem, quantidade e qualidade da matéria organica e granulometria. Estas
caracteristicas, juntamente com a atividade biologica das espécies vegetais, podem controlar a
composicdo ¢ a atividade das comunidades microbianas, determinando suas condi¢des de

sobrevivéncia e crescimento (SESSITSCH etal., 2001; AGNELLI et al., 2004). Porém, a
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Figura 2.5 — Agrupamentos hierarquicos com base na separa¢do de amplicons de rDNA 16S de Archaea por DGGE
(G). As amostras foram coletadas na camada superficial (0-10 cm) de sedimento sem vegetacdo (SD) e
solo de mangue com Spartina alterniflora (SP) em trés épocas: Setembro de 2003 (C1), Marco de
2004 (C2) e Setembro de 2004 (C3). As analises de agrupamento hierarquico foram realizadas com
todas as amostras (A) e separando-as em funcdo da presenca (B) ou auséncia (C) de S. alterniflora e
em fungdo das épocas de coleta C1 (D), C2 (E) e C3 (F). O numero precedido de hifen representa a
repeti¢do utilizada na analise
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Figura 2.6 — Agrupamentos hierarquicos com base na separagdo de amplicons de rDNA 16S de Bacteria por DGGE
(G). As amostras foram coletadas na camada superficial (0-10 cm) de sedimento sem vegetagdo (SD) e
solo de mangue com Spartina alterniflora (SP) em trés épocas: Setembro de 2003 (C1), Margo de
2004 (C2) e Setembro de 2004 (C3). As andlises de agrupamento hierarquico foram realizadas com
todas as amostras (A) e separando-as em fungdo da presenga (B) ou auséncia (C) de S. alterniflora e
em fungdo das épocas de coleta C1 (D), C2 (E) e C3 (F). O numero precedido de hifen representa a
repeticdo utilizada na analise
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heterogeneidade desses atributos pode ser elevada em escala espacial relativamente reduzida
(SEXSTONE et al., 1985), principalmente devido a fatores como acumulo diferencial de material
organico particulado (PARKIN, 1987; VanNOORWIJK et al., 1993; PETERSEN et al., 1996),
excrecdo de substancias por animais (PETERSEN et al., 1996) e exudagdao das raizes
(JOERGENSEN, 2000; PINTON; VARANINI; NANNIPIERI, 2001). Isto possibilita o
surgimento de microssitios com caracteristicas edaficas e microbioldgicas especificas. Tiedje et
al. (2001) sugerem que a competicdo entre as comunidades microbianas da superficie do solo ¢
limitada pelo relativo isolamento espacial dos microssitios. A conectividade entre microssitios
ocorre durante periodos muito curtos de tempo, imediatamente apds a chuva, quando a dgua faz o
papel de ponte entre os agregados de solo. Para Torsvik et al. (2002), estas variagdes sdo as
responsaveis pela dificuldade na definicdo de amostras representativas das comunidades
microbianas dos solos. Porém, estas hipdteses baseiam-se em estudos realizados em solos nao
saturados. Em solos de mangue, que sofrem inundagdes frequentes, a conectividade entre os
microssitios ¢ maior, resultando em maior homogeneidade das estruturas das comunidades
microbianas. Os resultados apresentados nas Figuras 2.1 e 2.2 mostram esta tendéncia, indicando
maior similaridade das comunidades de procariotos entre as repeti¢des dos pontos de amostragem
nas éreas de 1 m” do que entre os pontos de amostragem.

O estabelecimento da vegetagdo no sedimento de mangue pode ser um fator bidtico
importante na determinacdo da estrutura da comunidade microbiana. Utilizando as mesmas
amostras de Setembro de 2003 utilizadas neste estudo, Ferreira (2006) observou consideravel
variacdo de valores de pH e Eh entre as subamostras superficiais (5 cm) do sedimento sem
vegetacdo (SD — pH = 6,9; Eh = 70 mV) e solo com S. alterniflora (SP — pH ~ 5,2; Eh = 370
mV), distantes cerca de 3 m, indicando maior atividade oxidativa com a presenca da vegetacao.
As plantas podem causar variagdes de potencial de oxi-redu¢@o nos solos por serem capazes de
translocar oxigénio para a subsuperficie através das raizes, oxidando seu entorno (McKEE et al.,
1988; McKEE, 1993; CLARK et al., 1998; MARCHAND et al., 2004), e este processo varia com
a espécie vegetal (GLEASON; EWEL; HUE, 2003). Estudos com Spartina demonstram que as
propriedades fisico-quimicas do solo podem ser afetadas devido a condugdo de O, para a
subsuperficie (VALE et al., 1990; MADUREIRA; VALE; SIMOES-GOLCALVES, 1997;
SUNDBY, et al., 1998; SUNDBY et al., 1998). fons Fe*" livres e provenientes da oxidagdo da

pirita se concentram na porcao superficial do solo devido ao fluxo gerado pela evapotranspiracao
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e, ao encontrarem condi¢des mais oxidantes, precipitam como oxidréxidos (CLARK et al., 1998),
o que foi demonstrado pelas maiores quantidades destas espécies de ferro na camada superficial
do solo (0-25 ¢cm) com S. alterniflora (~252 pmolg™) comparado ao sedimento sem vegetagio
(~63 umolg'l) (FERREIRA, 2006). Outra evidéncia de alteragdo geoquimica ¢ a maior
quantidade de Fe-piritico e grau de piritizagdo no solo vegetado (FERREIRA, 2006). Isto pode
estar ligado a um possivel estimulo da reducao bacteriana do sulfato pelos exudatos das raizes e
pela formagdo de espécies de enxofre parcialmente oxidadas devido ao Eh mais elevado,
permitindo a sintese da pirita (RICKARD, 1975; GIBLIN; HOWARTH, 1984; GIBLIN, 1988;
ALONGI et al., 2001). Ja o menor valor de pH no solo com S. alterniflora pode estar associado a
oxida¢ao da pirita (FERREIRA, 2006).

Apesar de ser considerado um dos principais fatores capazes de alterar as condicdes
biogeoquimicas dos solos dos ecossistemas estuarinos (SHERMAN; FAHEY; HOWARTH,
1998; KRISTENSEN et al., 2000; GLEASON; EWEL; HUE, 2003; NIELSEN; KRISTENSEN;
MACINTOSH, 2003; MARCHAND et al., 2004), a vegetacdo nao deve ser considerada a unica
responsavel pela definicdo das diferentes estruturas das comunidades de procariotos encontradas
nos solos de mangue analisados. Como mostrado nas Figuras 2.2 e 2.4, as estruturas das
comunidades de Bacteria e Archaea do solo com R. mangle do mangue do Rio Ipaneminha
apresentam baixa similaridade com aquelas do mangue do Rio Sitio Grande sob R. mangle,
indicando que, além da vegetagdo, outros fatores sdo determinantes para a definicdo das
comunidades de procariotos. Apesar dos dois compartimentos serem dominados pela mesma
espécie vegetal, estes apresentam variagdes de potencial de oxi-reduc¢ao (ano6xico no mangue do
Rio Ipaneminha e subdxica-andxica no mangue do Rio Sitio Grande - Tabela 2.1). Segundo
Ferreira (2006), estes solos também apresentam diferengas de granulometria, sendo mais arenoso
no mangue do Rio Sitio Grande (85% de areia) do que no mangue do Rio Ipaneminha (15% de
areia), além de diferengas nos teores de C total que foi de 1,8% e 8,8%, respectivamente. Além
disso, também foram observadas diferengas relacionadas aos processos biogeoquimicos que
envolvem as reacdes de formas de ferro e enxofre reduzidas pela acdo de bactérias no ambiente
anoxico. Segundo o autor, os valores significativamente maiores de HS™ e menores de Fe piritico
no solo do Rio Sitio Grande sdo um reflexo da limitagdo de fontes de Fe reativo nestes solos, que

pode ser explicada pelo dominio da fragdo areia.
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No estudo de caracterizacao de atributos do solo de mangue da Ilha de Pai Matos sob
diferentes condigdes de vegetagdo e sua variagdo temporal, Ferreira (2006) observou pequenas
alteracdes nos valores de pH da 4gua intersticial da camada superficial (0-10 cm) do sedimento
(~7,4 em C2 e ~7,7 em C3) e do solo com S. alterniflora (~7,0 em C2 e ~7,4 cm C3). Outros
atributos, que podem também influenciar ou refletir alteracdes nas populagdes microbianas,
mostraram variagdo temporal. Maiores valores de grau de piritizagdo e concentracdes de Fe
piritico e da fracdo AVS (sulfetos volateis em meio acido) foram encontrados em Setembro de
2004 (C3) quando comparadas com as de Margo de 2004 tanto no sedimento sem vegetacao (SD)
como no solo com S. alterniflora (SP). Durante a sulfato-redugio realizada pelas bactérias, além
da sintese da pirita (FeS;), pode ocorrer a precipitagdo de outros sulfetos de ferro pouco estaveis,
como a greigita (Fe;Ss) e a mackinawita (FeS), constituintes da fragdo AVS (HOWARTH;
MERKEL, 1984; BREEMEN; BUURMAN, 1998; FERREIRA, 2006). Para Ferreira (2006), as
menores concentragdes de Fe piritico e da fragdo AVS no solo com S. alterniflora (SP) em Margo
de 2004 (verao) sdo explicadas pela maior atividade da vegetacdo e conseqliente aumento da
oxidacdo destes minerais. J& as menores concentragdes no sedimento sem vegetagao (SD) na
mesma ¢época podem ser explicadas pela maior atividade de macrofauna (caranguejos),
aumentando a difusdo de O,. Estes dados, referentes a um dos prcessos biogeoquimicos que
ocorrem nos solos de mangue, podem indicar variacdes na atividade dos microrganismos
envolvidos com os processos de sulfato-redugdo e formagao de minerais da fragdo AVS e pirita,
mas nao podem ser associadas as variagdes temporais encontradas nas estruturas de comunidades
de Bacteria.

As andlises de comparagao das estruturas das comunidades de procariotos em sedimento
sem vegetagdo e solo com S. alterniflora indicam que a comunidade de Bacteria pode ser mais
susceptivel as alteracdes causadas por fatores ligados a variagdo temporal e a presenca da
vegetagdo do que a comunidade de Archaea. Considerando também a comparacdo dos diferentes
compartimentos do mangue do Rio Ipaneminha (Figuras 2.2 e 2.4), as aleragdes nas estruturas
das comunidades de Bacteria e Archaea sdo independentes. Em trabalho anterior, com solo de
mangue contaminado com petréleo, observou-se que as variagdes das estruturas das comunidades
de Bacteria estavam mais relacionadas aos diferentes niveis de contaminagdo, enquanto que para
Archaea o fator determinante para as estruturas das comunidades foi o de profundidade de coleta

(CURY, 2002).
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2.3 Conclusdes

As estruturas das comunidades de Archaea e Bacteria do sedimento e solos de mangue
estudados apresentam variagdes espaciais e temporais que podem estar associadas a variagoes de
caracteristicas edaficas e de vegetagao.

As estruturas das comunidades de Bacteria do sedimento de mangue se mostraram mais
susceptiveis a alteracdes devido a presenga de S. alterniflora do que as estruturas das
comunidades de Archaea.

Alteracdes temporais mais pronunciadas foram observadas para as estruturas das
comunidades de Bacteria no solo com S. alterniflora, quando comparado com sedimento sem

vegetacdo, ou comunidades de Archaea nestas duas situagoes.
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3 DIVERSIDADE DE BACTERIA EM SOLOS DE MANGUE E MARISMA

Resumo

Diversidade de Bacteria em solos de mangue e marisma

Estudos sobre a diversidade de Bacteria em solos de mangue (Brasil) e marisma
(Espanha) sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de Bacteria em solos
superficiais (0-10 cm) de mangue sem vegetagdo (sedimento), com Spartina alterniflora,
Rhizophora mangle e Avicennia schaueriana e de marisma com Spartina maritma e Zostera
noltii através de sequenciamento parcial do rDNA 16S. A afiliacdo filogenética das seqiiéncias de
rDNA 16S de Bacteria mostram que: aproximadamente 21% das seqiiéncias ndo puderam ser
classificados em filos conhecidos; aproximadamente 90% das seqiiéncias sdo de géneros ainda
ndo descritos; Proteobacteria e Bacteroidetes estdao presentes em todos os solos estudados; a
comunidade de Bacteria destes ambientes é dominada por Proteobacteria; varios dos taxons
detectados estdo relacionados com ciclos biogeoquimicos importantes para os ambientes
estudados. As estimativas nao-paramétricas de riqueza de espécies (ACE e Chaol) mostram que
solos de mangue e marisma podem conter 200 a 6000 espécies de bactérias e que a riqueza de
espécies ¢ maior em mangue com A. schauerianna do que em solo de mangue com S.
alterniflora. A comparagao das comunidades bacterianas utilizando o S-LIBSHUFF indicam que
o solo de mangue com A. schaueriana apresenta diferencas mais significativas em relagdo aos
outros solos de mangue. Os dados mostram também que as comunidades de Bacteria dos solos de
mangue e marisma sdo significativamene diferentes. Ja os solos de marisma ndo apresentaram
diferenca significativas entre as comunidades de Bacteria. De uma maneira geral, pode-se
concluir que a diversidade e estrutura das comunidades de Bacteria de ambientes estuarinos pode
variar em funcdo da vegetacdo estabelecida e do tipo de ambiente. Adicionalmente, solos de
mangue e marisma possuem grande diversidade de bactérias, grande parte da qual ¢
desconhecida, podendo representar elevado potencial genético para utilizagao biotecnologica.

Palavras-chave: mangue; marisma; solo; diversidade microbiana; microrganismos; Bacteria;
rDNA 16S
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Abstract

Bacterial diversity in mangrove and marisma soils

The bacterial diversity in mangrove (Brazil) and marisma (Espanha) soils are largely
unknown. Aiming to valuate the bacterial diversity and their variations in mangrove soils without
vegetation (sediment) and under Spartina alterniflora, Rhizophora mangle and Avicennia
schaueriana and marisma soils under Spartina maritma and Zostera noltii, partial sequencing of
the 16S rDNA from metagenomic DNA . Phylogenetic afiliation shows that about 21% of
sequences were not clamped into known phyla. About 90% of sequences belong to unknown
genera. Proteobacteria and Bacteroidetes were detected in all soils. Proteobacteria prevails in
bacterial communities of mangue and marisma soils. Several taxa detected are associated to
important biogeochemical cycles that occur in estuarine ecosystems. Analysis of species richness
showed that mangrove and marisma soils can contain 200 to 6000 species of bacteria. Mangrove
soil under A. schauerianna have more bacterial species than mangrove soil under S. alterniflora.
S-LIBSHUFF analysis showed that the mangrove soil under A. schaueriana have more genetical
differences relation to the other mangrove soils, that marisma soils are not statistically different
and that bacterial communities of mangrove and marisma soils are statistically different. We
conclude that the bacterial diversity can vary with the studied estuarine ecosystem and
vegetation. Studies are necessary concerning to diversity of Bacteria, it variation and correlation
with biogeochemical process in the mangrove and marisma soils. These soils show a great
diversity of bacteria, much of than unknown, which represent a great genetic potential to the
biotechnology.

Keywords: mangrove; marisma; soil; microbial diversity; microorganisms; Bacteria; 16S rDNA
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3.1 Introducéo

Apesar dos microrganismos representarem as formas de vida mais abundantes e
diversificadas do planeta, detendo a maior proporcao da diversidade genética existente, a maior
parte das espécies permanece desconhecida (COLEMAN; WIEBE, 1998; ROSSELLO-MORA;
AMANN, 2001; WHITMAN).

Segundo estimativas de Whitman; Coleman e Wiebe (1998), aproximadamente 2 a 3%
dos procariotos ocorrem nas aguas dos oceanos, 4,5 a 6,5% no solo e a vasta maioria em sub-
superficie (abaixo de 8m em ambientes terrestres € 10 cm em sedimentos marinhos). Estudos tém
mostrado que os solos possuem uma imensa diversidade de procariotos, podendo conter dezenas
de milhares de espécies em apenas um grama (TORSVIK, 1998; CURTIS; SLOAN;
SCANNELL, 2002; @VREAS; TORSVIK; @VREAS, 2002).

Durante muito tempo grande parte da diversidade de procariotos dos solos permaneceu
inacessivel, j& que uma pequena porcentagem (0,1% a 0,5%) pode ser estudada pelos métodos
convencionais de cultivo (TORSVIK; GOKSOYR; DAAE, 1990). Técnicas alternativas tém
possibilitado o estudo dos microrganismos baseando-se no DNA extraido diretamente dos
ambientes. Dentre tais técnicas esta o sequenciamento do rDNA 16S que, aliado aos recursos de
bioinformatica e estatistica, nos permite obter informacdes quantitativas e qualitativas da
diversidade de bactérias nos ambientes.

Alguns trabalhos tém revelado que os solos e sedimentos de ecossistemas estuarinos
representam grandes bancos genéticos, contendo grande diversidade de microrganismos ainda
nao estudados (POLYMENAKOU et al., 2005; MARTINY et al., 2006), cuja caracterizacao
genética e funcional serda fundamental para o melhor entendimento dos importantes processos
biogeoquimicos destes ambientes, assim como para a descoberta de novos genes € processos
metabolicos com potencial biotecnologico.

Os papéis da diversidade microbiana em ecossistemas estuarinos sao pouco conhecidos.
No entando, os microrganismos desses ambientes devem ser essenciais para a defini¢do dos
processos geoquimicos predominantes e para a propria manutencdo da estabilidade do
ecossistema. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a diversidade de Bacteria em sedimento e solos

sob diferentes condigdes edaficas e de vegetacdo em mangue do Brasil e Marisma da Espanha.
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3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e métodos

3.2.1.1 Area de estudo e amostragem

A area estudada esta localizada na Ilha de Pai Matos (24°59°48”°S e 47°54°19°W), no
complexo estuarino de Iguape e Cananéia, litoral Sul do Estado de Sao Paulo (ilustragdes no
Anexo). Nesta regido os valores de temperatura e precipitagdo média anual sdo de de 21°C e
2.200 mm, respectivamente (SCHAEFFER-NOVELLI, 1982; SCHAEFFER-NOVELLI et al.,
1990), com amplitude média de maré de 0,82 m (FERREIRA, 2006). Em Mar¢o de 2004 foram
coletadas amostras da camada superficial do solo (0-10 cm) em area sem vegetacao (sedimento —
MGSD) ou sob Spartina alterniflora (MGSP), Rizophora mangle (MGRZ) e Avicennia
schaueriana (MGAYV), ao longo de uma transe¢do de 180 m (ilustragdes no Anexo). Utilizou-se
tubos de PVC de 5 cm de diametro e 50 cm de comprimento, os quais foram hermeticamente
fechados e mantidos em posi¢do vertical sob refrigeracdo (4°C). Em trabalho complementar,
foram realizadas determinag¢des de potencial de oxi-reducdo (Eh) e pH (FERREIRA, 2006). As
amostras de solo de marisma foram coletadas no litoral Noroeste da Espanha, em Julho de 2004,
na camada superficial (0-10 cm) do solo sob vegetagdo de Spartina maritima (MRSP) ou Zostera
noltii (MRZT), distando cerca de 5 m.

As amostras foram transferidas até o laboratdrio a 4 °C e mantidas a -80 °C em tubos de

polietileno de 15mL até o processamento para a extragdo do DNA.

3.2.1.2 Extracdo do DNA

Para a extracdio do DNA do solo, utilizou-se o kit FastDNA Spin for Soil (MP

Biomedicals) como descrito no item 2.2.1.2.
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3.2.1.3 Bibliotecas de rDNA 16S

Para a construg@o de bibliotecas de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria foram utilizados
na PCR os iniciadores PRBA63f (5" GGA TCC CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC 39
(MARCHESI et al., 1998) e UN518r (5' ATT ACC GCG GCT GCT GG 3') (JVREAS et al.,
1997). Os amplicons obtidos foram clonados no vetor pPGEM-T Easy Vector (Promega), segundo
as instrugdes do fabricante. A reagdo de ligagdo dos produtos de PCR ao plasmidio pGEM-T-
Easy foi feita utilizando-se tampao de ligagdo rapida 1X (30 mM de Tris-HCI pH 7.8, 10 mM de
MgCl,, 10 mM de DTT, 1 mM de ATP e 5% de polietileno glicol - PEG) e 3 U de T4 DNA
ligase. Esse material foi incubado a 4°C durante toda a noite. No dia seguinte células competentes
de E. coli DH5a foram transformadas por choque térmico utilizando-se a reacdo de ligagdo
obtida. Apds o plaqueamento das células transformadas em meio LB-agar contendo ampicilina
(50 ugmL'l) e X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactoside), foram selecionadas colonias
contendo o plasmideo recombinante. Estas foram cultivadas em 1 mL de meio LB liquido
contendo ampicilina (50 pgmL™) a 38°C, sob agitacio, durante 22 horas. O meio foi centrifugado
a 4000 g por 5 minutos a 4°C. O pélete foi lavado com solugdo contendo 25 mM de Tris-HC1 pH
8,0, 10 mM de EDTA pH 8,0 e 50 mM de glicose. Em seguida, foi adicionada solu¢ao contendo
1% de SDS, 0,2 N de NaOH e incubada no gelo por 10 minutos. Foi adicionada solu¢do contendo
3 M de acetato de potassio, 10% de acido acético glacial, misturou-se por inversdo, incubou-se
em gelo por 10 minutos e centrifugou-se a 4000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para nova placa, adicionando-se 15 pug de RNase A, e incubou-se a 37°C por 20
minutos. O DNA foi precipitado com isopropanol gelado e incubado em gelo por 5 minutos.
Centrifugou-se a 4000 g por 40 minutos a 4°C e lavou-se o pélete em etanol 70% gelado. O pélete
foi entdo seco e ressuspendido em agua ultrapura esterilizada. A concentracdo de DNA foi
determinada através de espectrofotometria a 260 nm e sua integridade foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1,2% -TBE 0,5X. O DNA foi visualizado por coloracdo com
SYBR-Green I (Molecular Probes) apds varredura em densitdmetro a laser “Fluorlmager SI”
(Amersham Bioscience). Para o sequenciamento utilizou-se uma aliquota de 200-500 ng de DNA
plasmidial. Ao DNA plasmidial foi adicionado 10 pmol do iniciador M13f, 2 ul de "DYEmanic
ET Terminator" (Amersham Biosciences), 2 pl de Save Money (200 mM Tris-HCI pH 9,0 e 5

mM MgCl,.6H,0) e 4gua ultrapura para um volume final de 10 pl. A amplificacdo foi realizada
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nas seguintes condig¢des: 25 ciclos de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 1 minuto a 60°C.
Os produtos de PCR foram precipitados com 1/10 de volume de uma solug@o de acetato de sodio
1,5 M e EDTA 250 mM e 6 volumes de etanol 95%. Centrifugou-se a 4000 g por 45 minutos e
lavou-se o pélete com etanol 70% a temperatura ambiente. O pélete foi seco no escuro por no
minimo 2 horas e ressuspendido em formamida. O seqiienciador utilizado foi o ABI 3100

(Applied Biosystems).

3.2.1.4 Analises das sequiéncias de rDNA 16S

As seqiiéncias foram processadas com o programa PHRED (EWING; GREEN, 1998) para
a remog¢ao de bases com baixa qualidade (parametro de qualidade > 20, menos de um erro em
100 nucleotideos) e seqiiéncias do vetor.

Para a classificacdo taxonoOmica das seqiiéncias utilizou-se o programa RDPquery
(http://simo.marsci.uga.edu/public_db/rdp_query.htm) que compara cada seqiiéncia de rDNA 16S
com as seqiiéncias depositadas no Ribosomal Database Project (RDP — http://rdp.cme.msu.edu/
index.jsp), e, baseado na distancia evolutiva calculada entre as seqiiéncias que serdo classificadas
e aquelas de maior similaridade no banco de dados, define a possivel classificacdo em diferentes
niveis taxonomicos. As seqiiéncias que ndo chegaram a ser classificadas ao nivel de filo por este
método foram analisadas no RDP Classifier (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) utilizando-se o
nivel maximo de restrigdo (Confidence threshold de 95%), além de serem comparadas com
seqiiéncias depositadas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando-se o MEGABLAST.

Para o agrupamento em unidades taxondmicas operacionais (UTOs) foi utilizado o
programa DOTUR (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005). Para tando, utilizou-se uma matriz de
distancia evolutiva calculada com o DNADIST (algoritmo de Jukes-Cantor) do PHYLIP 3.63
(FELSENSTEIN - http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html), a partir do alinhamento
feito no ClustalX 1.83 (THOMPSON et al., 1997), com defini¢cdes de parametros padrdo, exceto
“gap-opening penalty” (10.0) e “gap-extension penalty” (0.1).

Os numeros de UTOs e de seqiiéncias de cada UTO foram computados e utilizados com o
programa SPADE para o célculo dos indices de diversidade de Shannon e reciproco de Simpson,
e para a estimativa de riqueza de espécies pelos métodos ndo paramétricos ACE e Chaol (CHAO

e CHEN, http://chao.stat.nthu.edu.tw), além da estimativa da cobertura de amostragem.
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A comparacdo entre as bibliotecas de seqiiéncias de rDNA 16S foi feita utilizando-se o
programa SLIBSHUFF (SINGLETON et al., 2001 - http://www.plantpath.wisc.edu/fac/joh/S-
libshuff.html) apds o alinhamento das seqiiéncias e calculo das matrizes de distdncias evolutivas

conforme descrito acima.

3.2.2 Resultados

A tabela 3.1 mostra a distribui¢do da freqiiéncia dos taxons de Bacteria presentes nos seis
solos estudados. Entre 18,8% e 26,6% das seqiiéncias dos solos de mangue ndo puderam ser
classificadas ao nivel de filo com o RDPquery, enquanto que para os solos de marisma esta
porcentagem ficou entre 21,3% e 22,5% (Tabela 3.1). A Tabela 3.2 mostra a possivel afiliacdo
filogenética dessas seqliéncias e as respectivas seqiiéncias mais similares encontradas no NCBI.
Aproximadamente 96% estdo relacionadas com seqiiéncias geradas a partir de estudos de
ambientes marinhos, estuarinos e sedimentares, com base na similaridade entre elas (Tabela 3.2).
Aproximadamente 80% das seqiiéncias foram classificadas como pertencentes ao dominio
Bacteria. Destas, 17% foram classificadas no filo Bacteroidetes, das quais, 40% na ordem
Sphingobacteriales (Tabela 3.2). Aproximadamente 17% das seqiiéncias que foram classificadas
como pertencentes ao dominio Bacteria com o RDPquery ndo tiveram sua classificacdo
confirmada com o RDP Classifier (Tabela 3.2) apesar de, como citado, mostrarem relagdo com
seqiiéncias encontradas em ambientes correlatos. Destas, 32% ndo apresentaram similaridade
com seqiiéncias depositadas em bancos de dados publicos (Tabela 3.2).

Duas seqiiéncias, pertencentes ao solo de marisma com Zostera noltii (MRZT043 e
MRZTO055 — Tabela 3.2), nao foram classificadas em dominio com o RDPquery ou RDP
Classifier. Apds andlise utilizando o Chimera Check, foi descartada a possibilidade dessas
seqiiéncias representarem quimeras.

Os resultados da afiliagdo filogenética feita com o RDPquery indicam bactérias de onze
filos, sendo que a ocorréncia destes variou em fung¢do do sedimento e solos estudados (Figura
3.1). Dentre os solos de mangue, MGAV e MGRZ foram os que apresentaram maior € menor
nimero de filos, nove e quatro, respectivamente (Figura 3.1). Para MGSD e MGSP estes
numeros foram de seis e cinco, respectivamente. Ja nos solos de marisma foram encontrados oito

e sete filos em MRSP e MRZT, respectivamente (Figura 3.1).



Tabela 3.1 — Freqiiéncias (%) dos diferentes taxons de Bacteria encontrados em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(continua)
Filo Classe Ordem Familia Género MGSD MGSP MGRZ MGAV MRSP MRZT
ND ND ND ND ND 18,8 24,0 24,7 26,6 22,5 21,3
Acidobacteria Acidobacteria ND ND ND 0,0 0,0 0,0 1,4 0,0 0,0
Acidobacteria Acidobacteria Acidobacteriales ND ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
Acidobacteria Acidobacteria Acidobacteriales Acidobacteriaceae ND 0,0 0,0 0,0 1,4 0,0 0,0
Actinobacteria ND ND ND ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Actinobacteria Actinobacteria ND ND ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,6
Actinobacteria Actinobacteria Acidimicrobiales Acidimicrobiaceae ND 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Acidimicrobium 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales ND ND 0,0 0,0 1,3 0,7 0,0 0,6
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Propionibacteriaceae Propionibacterium 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Sporichthyaceae Sporichthya 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Bacteroidetes ND ND ND ND 1.8 1,7 1.3 0,0 3,1 5,6
Bacteroidetes Bacteroidetes ND ND ND 0,0 0,0 2,6 0,0 0,8 0,0
Bacteroidetes Bacteroidetes Bacteroidales Bacteroidaceae Anaerophaga 0,0 0,0 0,0 0,0 3,1 2,5
Bacteroidetes Flavobacteria ND ND ND 0,0 0,0 2,6 3,60 0,0 2,5
Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales ND ND 1,2 0,0 0,0 0,0 2,3 0,0
Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae ND 1,8 5,8 1,3 0,0 8,5 7,5
Chryseobacterium 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Flavobacterium 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,6
Robiginitalea 2,4 0,8 0,0 0,0 0,0 2,5
Bacteroidetes Sphingobacteria ND ND ND 0,6 0,0 0,0 0,7 0,0 0,6
Bacteroidetes Sphingobacteria Sphingobacteriales ND ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
Bacteroidetes Sphingobacteria Sphingobacteriales Flexibacteraceae Roseivirga 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Bacteroidetes Sphingobacteria Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae Sphingobacterium 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Chloroflexi ND ND ND ND 0,6 0,0 0,0 2,2 0,0 0,6
Chloroflexi Anaerolineae ND ND ND 0,0 0,0 3,9 0,7 0,0 0,0
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Tabela 3.1 — Freqiiéncias (%) dos diferentes taxons de Bacteria encontrados em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(continuacdo)

Filo Classe Ordem Familia Género MGSD  MGSP MGRZ MGAV  MRSP MRZT
Chloroflexi Anaerolineae Anaerolinaeles ND ND 0,0 0,0 2,6 0,7 0,0 0,0
Chloroflexi Anaerolincae Anaerolinaeles Anaerolinaeceea ND 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Anaerolinea 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3
Cyanobacteria Cyanobacteria ND ND ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 1,3
Cyanobacteria Cyanobacteria Prochlorales ND ND 0,6 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0
Cyanobacteria Cyanobacteria Prochlorales Prochlorococcaceae Prochlorococcus 1,8 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0
Deferribacteres Deferribacteres ND ND ND 1,2 0,0 0,0 0,0 3,1 0,6
Deferribacteres Deferribacteres Deferribacterales incerto ND 0,0 1,7 0,0 0,0 0,8 0,0

Caldithrix 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Firmicutes ND ND ND ND 0,0 0,0 0,0 1,4 0,0 0,0
Firmicutes Clostridia ND ND ND 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes ND ND ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes Gemmatimonadales ND ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
Nitrospirae Nitrospira ND ND ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales ND ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales Nitrospiraceae Nitrospira 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
Planctomycetes Planctomycetacia ND ND ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Planctomycetes Planctomycetacia Planctomycetales Planctomycetaceae ND 0,0 0,8 0,0 0,0 0,8 0,0
Proteobacteria ND ND ND ND 2.4 0,8 2,6 2,9 1,6 1,9
Proteobacteria Alphaproteobacteria ND ND ND 2,4 3,3 2,6 5,8 0,8 1,3
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales ND ND 2,4 0,0 2,6 5,8 1,6 1,9
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Tabela 3.1 — Freqiiéncias (%) dos diferentes taxons de Bacteria encontrados em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(continuacdo)
Filo Classe Ordem Familia Género MGSD MGSP MGRZ MGAV MRSP  MRZT
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae ND 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Filomicrobium 0,0 1,7 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae ND 2.4 1,7 0,0 0,7 0,0 1,3
Amaricoccus 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Hyphomonas 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Roseobacter 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Sulfitobacter 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales ND ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rickettsiales ND ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales ND ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Erythrobacteraceae Erythrobacter 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
Novosphingobium 0,0 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Betaproteobacteria ND ND ND 0,6 0,0 1,3 0,0 0,0 0,6
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae ND 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Betaproteobacteria Nitrosomonadales Nitrosomonadaceae ND 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
Proteobacteria Deltaproteobacteria ND ND ND 5,5 2,5 7,8 43 2,3 6,9
Proteobacteria Deltaproteobacteria Bdellovibrionales Bacteriovoracaceae ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfobacterales ND ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfobacterales Desulfobacteraceae ND 1,2 1,7 0,0 2,2 7,0 2,5
Desulfosarcina 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfobacterales Desulfobulbaceae ND 2,4 1,7 3,9 0,0 4,7 2,5
Desulfobulbus 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Desulforhopalus 0,6 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfuromonales Desulfuromonaceae ND 0,6 0,8 0,0 1,4 0,8 0,0
Pelobacter 0,0 0,0 0,0 0,7 0,0 0,0
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Tabela 3.1 — Freqiiéncias (%) dos diferentes taxons de Bacteria encontrados em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(conclusdo)
Filo Classe Ordem Familia Género MGSD  MGSP MGRZ MGAV  MRSP MRZT
Proteobacteria Deltaproteobacteria Myxococcales ND ND 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Proteobacteria Deltaproteobacteria Myxococcales Polyangiaceae ND 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3
Chondromyces 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0
Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophobacterales ND ND 0,6 0,8 0,0 1,4 0,8 0,6
Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophobacterales Syntrophaceae ND 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales Helicobacteraceae Sulfurimonas 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,6
Sulfurovum 0,0 0,0 0,0 0,0 2,3 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria ND ND ND 17,6 33,1 19,5 23,7 13,2 17,5
Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales ND ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Colwelliaceae Thalassomonas 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Incertae sedis 7 Marinobacter 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales ND ND 1,8 5,0 1,3 0,0 0,0 1,9
Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Chromatiaceae ND 0,0 0,0 0,0 0,0 2,3 1,3
Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales Ectothiorhodospiraceae ND 42 33 2,6 0,7 6,2 1,3
Thioalkalispira 0,6 0,0 6,5 0,0 0,8 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Methylococcales Methylococcaceae ND 1,2 0,0 1,3 0,0 0,0 0,6
Methylobacter 0,0 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Halomonadaceae Halomonas 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Oceanospirillaceae ND 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
Oceanospirillum 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales ND ND 0,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae ND 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0
Pseudomonas 6,7 1,7 0,0 0,0 0,8 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Thiotrichales ND ND 0,0 0,0 1,3 0,7 0,0 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Vibrionales Vibrionaceae Vibrio 0,6 0,8 1,3 2,9 0,0 0,0

MGSD - sedimento de mangue sem vegetagdo; MGSP — solo de mangue com Spartina alterniflora; MGRZ — solo de mangue com Rhizophora mangle; MGAV
— solo de mangue com Avicennia schaueriana; MRSP — solo de marisma com Spartina maritima (MRSP); MRZT — solo de marisma com Zostera noltii
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Tabela 3.2 — Afiliagdo filogenética de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria encontradas em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(continua)
Seqiiéncia Classificagio*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*’ Organismo / Ambiente
MGSPO081 Flexibacteraceae 94,9 0 AB013834.1 YANAGIBAYASHI et al., 1999 procariotos — sedimento oceanico
MGAV028 ND"® 73,9 8,00E-24 AB015547.1 LI; KATO; HORIKOSHI, 1999 Bacteria — sedimento oceénico
MGRZ068 ND 87,0 1,00E-141 AB175560.1 NAKAGAWA et al., 2005 procariotos — sedimento hidrotermal
MRSP066 ND 77,7 2,00E-50 AB177153.1 INAGAKI et al., 2006 procariotos — sedimento oceanico
MRSP085 Filo Bacteroidetes 90,3 2,00E-174 ABI177293.1 *7
MRZTO11 Filo Bacteroidetes 87,4 2,00E-153 AB239051.1 ARAKAWA et al., 2005 (np)** Bacteria — sedimento oceénico
MGRZ008 Bacteria 83,4 9,00E-103 AF027060.1 HUGENHOLTZ et al., 1998 Bacteria — hidrotermal
MRZT012 Sphingobacteriales 96,1 0 AF365502.1 ROHWER, 2001 (np) procariotos — corais
MRZT142 Bacteria 87,1 9,00E-118 AF365516.1
MGSD113 Bacteria 92,5 0 AF365666.1
MGSP077 Bacteria 89,2 4,00E-136
MGSP088 Bacteria 89,2 4,00E-136 AF365757.1
MGSP091 Bacteria 88,9 2,00E-134
MGRZ018 Bacteria 96,9 0 AF365758.1
MRZTO012 Sphingobacteriales 93,3 0 AF365760.1
MRSP043 Bacteria 94,2 0 AF419664.1 TESKE et al., 2002 procariotos — sedimento hidrotemal
MRZT086 Bacteria 83,8 3,00E-72 AF441963.1 FRIAS-LOPEZ et al., 2002 Bacteria — coral
MGSP009 Bacteria 94,6 0 AJ428452.1 ALEXANDER; IMHOFF, 2002 (np) sulfato redutores — sedimento
MRSP100 Bacteria 90,6 4,00E-131 AJ518229.1 WOBUSet al., 2003 procariotos — sedimento
MGSDO052 Bacteria 85,0 9,00E-73 AJ535229.1 KNITTEL et al., 2003 sulfato redutores — sedimento
MGSDI151 ND 88,3 1,00E-110 AJ567570.1 XU et al., 2003 (np) procariotos — sedimento oceanico
MGSD079 ND 80,5 1,00E-47 AJ810688.1 YAKIMOV et al., 2005 procariotos — sedimento
MRZT160 Bacteria 93,7 1,00E-170 AJ853561.1 HUANG et al., 2005 Bacteria — sedimento
MGSPI121 ND 92,9 4,00E-12 AJ966233.1 DORIGO et al., 2005 (np) Bacteria — sedimento
MGSP105 Bacteria 94,6 0
MGSP118 ND 80,4 5,00E-80 AJ966601.1 XU, 2005 (np) procariotos — sedimento oceénico
MGSP120 Bacteria 943 0
MGAV020 Bacteria 80,8 3,00E-67 AJ969442.1
MRZT145 Bacteria 90,7 1,00E-151 AMO040134.1 procariotos — sedimento
MGAVO015 Bacteria 79,6 1,00E-06 AY046066.1 procariotos — esponja marinha
MGAV060 Bacteria 77,7 8,00E-39 AY214674.1 procariotos — solo
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Tabela 3.2 — Afiliagdo filogenética de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria encontradas em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(continuacao)

Clone Classificag@o 1D (%) e-value Acesso Autor Organismo / Ambiente
MGSP027 Bacteria 93,0 4,00E-166 AY225641.1 LOPEZ-GARCIA et al., 2003 Bacteria — sedimento hidrotermal
MGAVO016 Bacteria 98,6 0 AY242806.1 GREMION; CHATZINOTAS; HARMS, 2003 Bacteria — solo
MRZT088 ND 97,3 4,00E-07 AY251224.1 VANBROEKHOVEN et al., 2003 (np) procariotos — biorreator
MGSP040 Filo Bacteroidetes 96,9 0 AY254973.1 KIM et al., 2004 Bacteria (Chloroflexaceae) — sedimento
MRSP088 Filo Bacteroidetes 91,1 0
MGSD134 Bacteria 94,0 1,00E-176 AY254982.1
MGRZ064 Bacteria 95,7 0 AY254988.1
MGSD023 Bacteria 89,6 1,00E-140
MGSD139 Bacteria 95,9 0 AY304371.1
MGSD149 Bacteria 95,9 0
MGSD138 Bacteria 96,1 0 AY304372.1
MRSP078 Bacteria 94,1 2,00E-158
MRZT139 Bacteria 94,5 0 AY304373.1
MGSD161 Bacteria 95,0 0 AY304374.1
MGSDO078 Bacteria 100 5,00E-06 AY351641.1 WONG et al., 2004 Bacteria (Alphaproteobacteria) — lodo ativado
MRSP026 Bacteria 94,2 0 AY354188.1 NERCESSIAN et al., 2005 procariotos — sedimento
MRSP033 Bacteria 94,0 0
MRSP116 Filo Bacteroidetes 92,6 1,00E-165 AY381283.1 TIAN et al., 2003 (np) procariotos — sedimento
MGAV024 Bacteria 86,1 2,00E-98
MGAV026 Bacteria 88,0 4,00E-146
MGAV047 Bacteria 88,4 1,00E-151 AY435187.1 BURNS et al., 2004 procariotos — sedimento
MGAV063 Bacteria 87,6 9,00E-108
MGAV094 Bacteria 87,0 2,00E-104
MRSP103 Bacteria 99,0 0 AY456984.1 Bacteria — sedimento oce4nico
MGAV072 ND 100 2,00E-04 AYS512254.1 Bacteria — matéria organica
MGSP023 Bacteria 92,5 0
MGSP028 Bacteria 92,5 0 AY533894.1 Bacteria — sedimento
MGSP057 Bacteria 91,1 0
MRSP087 Bacteria 91,5 0
MGSDO037 Bacteria 91,4 5,00E-155
MGSP045 Bacteria 93,1 0 AY533905.1
MGSP064 Bacteria 93,1 0
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Tabela 3.2 — Afiliagdo filogenética de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria encontradas em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(continuacao)
Clone Classificag@o 1D (%) e-value Acesso Autor Organismo / Ambiente
MGSP038 Bacteria 89,0 2,00E-124 AY534056.1
MGSP042 Bacteria 89,0 2,00E-124
MGSP050 Bacteria 89,0 2,00E-124
MGAVO053 Bacteria 93,1 0
MGAV070 Bacteria 93,0 0 AY534062.1
MGSDO053 Bacteria 94,9 6,00E-169
MGAV041 Bacteria 96,0 0 AY568762.1 CHO; HYUN; LEE, 2004 (np) Bacteria — sedimento
MGSP001 Bacteria 98,3 0
MRSP092 Bacteria 94,0 0 AY568849.1
MRZT107 Bacteria 96,6 0
MGRZ067 Bacteria 96,2 0 AY568890.1
MGSD156 Bacteria 90,9 6,00E-154 AY568933.1
MGRZ076 Bacteria 91,7 1,00E-175 AY592152.1 HEIJS; Van der WIELEN; FORNEY, 2004 (np) procariotos — sedimento vulcanico
MRSP110 Bacteria 92,4 5,00E-180
MRZT091 Bacteria 92,4 0 AY592326.1
MGSP002 ND 86,7 1,00E-101 AY592650.1
MGSDO013 Bacteria 90,0 2,00E-138 AY651285.1 DABERT; DELGENES; GODON, 2005 Bacteria — lodo ativado
MRZT064 Filo Bacteroidetes 91,6 6,00E-149 AY701461.1 GREEN; BOLCH, 2004 (np) Bacteria — oceano
MGAV008 Bacteria 96,0 5,00E-180 AY710434.1 MORAN; WHITMAN; YE., 2004 (np) procariotos — salt marsh
MRZT100 Bacteria 95,9 0 AY710443.1
MRSP047 Bacteria 95,2 0 AY710451.1
MGSP067 Bacteria 89,6 1,00E-145 AY710477.1
MRSPO016 ND 81,7 6,00E-50 AY710503.1
MGRZ058 Bacteria 89,7 1,00E-160 AY710524.1
MRZT047 Sphingobacteriales 96,7 0 AY710526.1
MRZTO075 ND 88,9 2,00E-44 AY710527.1
MRSP062 Bacteria 91,0 6,00E-154 AY710554.1
MRZTO087 Bacteria 86,6 4,00E-106 AY710582.1
MGRZ028 Filo Bacteroidetes 93,9 1,00E-165 AY710588.1
MGSDO003 Filo Bacteroidetes 99,5 0 AY710615.1
MGAV124 Bacteria 90,8 5,00E-140
MGSP065 Bacteria 92,1 6,00E-164

123



Tabela 3.2 — Afiliagdo filogenética de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria encontradas em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(continuacao)
Clone Classificag@o 1D (%) e-value Acesso Autor Organismo / Ambiente

MRSPO018 Bacteria 97,1 0 AY710627.1
MRSP042 Bacteria 98,5 0

MRSP101 Bacteria 96,9 0

MRSP115 Bacteria 94,6 0

MGAV138 Bacteria 82,9 4,00E-76 AY710634.1
MGSD049 ND 85,4 2,00E-98

MRZT012 Sphingobacteriales 92,1 0 AY710651.1
MGSDO065 Bacteria 95,1 4,00E-161 AY710663.1
MRSPO057 Bacteria 98,2 0 AY710792.1
MGRZ056 Bacteria 96,5 0

MGSD007 Bacteria 96,3 0

MGSDO085 Bacteria 96,1 0 AY710807.1
MGSP086 Bacteria 95,5 0

MRZT160 Bacteria 95,0 6,00E-179

MGAVO013 Bacteria 92,8 3,00E-157 AY710808.1
MGSD048 Filo Bacteroidetes 99,8 0 AY710818.1
MRSP044 Bacteria 95,3 6,00E-179 AY710838.1
MGSD140 Bacteria 98,2 0 AY710860.1
MGSP082 Bacteria 98,8 0

MGSP100 Bacteria 99,2 0

MGAVO017 Bacteria 88,0 1,00E-115 AY710872.1
MRZT151 Bacteria 93,4 7,00E-124 AY710942.1
MGAVI111 ND 85,7 1,00E-111 AY710984.1
MGSD141 Bacteria 96,3 5,00E-160 AY711005.1
MGSDI126 Flexibacteraceae 100 0 AY711020.1
MRZTO012 Sphingobacteriales 98,7 0 AY711066.1
MRZT138 Bacteria 97,0 0 AY711163.1
MGAV091 Bacteria 95,1 4,00E-171 AY711233.1
MRSP045 Filo Bacteroidetes 90,3 2,00E-148 AY711285.1
MRZT068 Filo Bacteroidetes 91,0 2,00E-148 AY711339.1
MGSP061 Bacteria 95,7 0 AY711388.1
MRZT012 Sphingobacteriales 94,7 0 AY711441.1
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Tabela 3.2 — Afiliagdo filogenética de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria encontradas em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(continuacao)

Clone Classificag@o 1D (%) e-value Acesso Autor Organismo / Ambiente
MRZT109 Filo Bacteroidetes 97,9 0 AY711593.1
MRZT143 Bacteria 98,7 0 AY711646.1
MRZT104 Bacteria 91,8 2,00E-153 AY711698.1
MGAV109 Bacteria 88,3 1,00E-106 AY711725.1
MGAV131 Bacteria 89,1 1,00E-135 AY711734.1
MRSP094 Bacteria 92,3 0
MRZT130 Bacteria 98,1 0 AY711739.1
MRZTO012 Sphingobacteriales 98,9 0 AY711778.1
MRZT141 Bacteria 75,9 1,00E-36
MGRZ069 Bacteria 93,9 0 AY711807.1
MGAVO035 ND 82,0 9,00E-68 AY711875.1
MRZTO012 Sphingobacteriales 91,5 0 AY711922.1
MGSD020 Bacteria 96,8 0 AY712362.1
MGSD040 Bacteria 96,8 0 AY712362.1
MGAV105 Bacteria 82,6 2,00E-79 AY712439.1
MRZTO012 Sphingobacteriales 96,7 0 AY712439.1
MGSP075 Bacteria 90,9 2,00E-153 AY712452.1
MRZT135 Filo Bacteroidetes 93,5 2,00E-173 AY768987.1 procariotos — sedimento
MGRZ062 Bacteroidetes 92,6 6,00E-159 AY795722.2 procariotos — sedimento
MRZTO076 Bacteria 80,3 3,00E-58 AY940520.1 procariotos — sedimento
MGSD097 Bacteria 86,4 3,00E-87 BX294883.1 Bacteria — lodo
MRZT065 ND 100 8,00E-04 DQ103637.1 Bacteria — hipersalino
MGAV032 ND 98,8 3,00E-33 DQ112471.1 Bacteria — sedimento
MGRZO015 ND 87,9 4,00E-96 DQ138962.1 procariotos — solo
MGAV082 ND 73,3 6,00E-15 DQ145124.1 Proteobacteria — sedimento
MGRZ048 Bacteria 91,1 1,00E-150 DQ154813.1 Procariotos — hipersalino
MGRZ051 Bacteria 89,9 3,00E-142
MRZT132 Bacteria 92,5 2,00E-169 DQ154824.1
MGSDO051 ND 78,6 2,00E-29 DQ190797.1 Bacteria — solo
MRSP120 ND 76,1 8,00E-29 DQ211460.2 Bacteria — fluvial
MGAVO010 Bacteria 80,8 3,00E-78 DQ228757.1 ndo especificado
MGAV100 Bacteria 89,8 6,00E-164 DQ329894.1 procariotos — hipersalino
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Tabela 3.2 — Afiliagdo filogenética de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria encontradas em sedimento de mangue e solos de mangue e marisma

(conclusdo)
Clone Classificag@o 1D (%) e-value Acesso Autor Organismo / Ambiente
MGSD130 Bacteria 92,6 0 DQ330016.1
MGRZ004 Bacteria 94,4 4,00E-171 DQ330146.1
MRZT042 Filo Bacteroidetes 93,3 0 DQ351801.1 GILLAN; PERNET, 2006 (np) procariotos — sedimento
MGSD159 Bacteria 97,8 0 DQ351811.1
MGRZ077 Bacteria 96,5 0 DQ394964.1 ZHANG; QIAN, 2006 (np) procariotos — sedimento
MRZT050 Bacteria 91,3 5,00E-155 DQ394979.1
MGAV006 Bacteria 84,9 3,00E-107 DQ395374.1 PENN et al., 2006 (np) ndo especificado
MGAVO075 Bacteria 79,6 1,00E-46
MRZT012 Bacteria 91,7 0 DQ415767.1 MACALADY et al., 2006 (np) procariotos — biofilme em caverna
MRSP064 Filo Bacteroidetes 90,1 1,00E-176 DQ415815.1
MGRZ037 Bacteria 86,2 2,00E-148 DQ444076.1 ZHAO; REN; WANG, 2006 (np) procariotos — sedimento
MGRZ065 Bacteria 76,7 4,00E-27 DQ450176.1 PICCINI et al., 2006 (np) Bacteria — agua de estuario
MGAVO052 ND ndo encontrado - - - -
MGAV056 ND
MGAV068 ND
MGAV086 ND
MGAV087 ND
MGAV103 ND
MGSD050 ND
MGSP084 ND
MRSP060 ND
MRZT020 ND
MRZTO031 ND
MRZT043 ND
MRZTO055 ND

MGSD - sedimento de mangue sem vegetagdo; MGSP — solo de mangue com Spartina alterniflora; MGRZ — solo de mangue com Rhizophora mangle; MGAV
— solo de mangue com Avicennia schaueriana; MRSP — solo de marisma com Spartina maritima (MRSP); MRZT — solo de marisma com Zostera noltii. *1 —
Menor taxon definido com o RDP Classifier do RDP (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) com nivel maximo de restricdo (Confidence threshold — 95%); *2 —
Valor de identidade entre as seqiiéncias estudada e a de maior similaridade no banco de dados; *3 — e-value entre as seqiiéncias estudada e a de maior
similaridade no banco de dados; *4 — Numero de acesso da seqiiéncia de maior similaridade no banco de dados; *5 — Autores do trabalho do qual se originou a

seqiiéncia de maior similaridade; *6 — Ndo determinado; *7 — A linha em branco representa a repeti¢do da linha anterior; *8 — Trabalho ndo publicado.

LS
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MGSD - 1 Proteobacteria
1 Acidobacteria

MGSP -_ B Actinobacteria
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Figura 3.1 — Ocorréncia relativa de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria, classificadas com o RDPquery, dos
diferentes filos em sedimento de mangue sem vegetagdo (MGSD), solo de mangue com Spartina
alterniflora (MGSP), Rhizophora mangle (MGRZ) e Avicennia schaueriana (MGAV) e em solo de
marisma com Spartina maritima (MRSP) e Zostera noltii (MRZT)

Bactérias do filo Proteobacteria sdo as mais freqiientes, representando aproximadamente
de 50% a 60% do total de seqiiéncias, seguidas por bactérias do filo Bacteroidetes, com 5% a
20% do total das seqiiéncias, dependendo do solo (Figura 3.1). Esses filos foram os dois tnicos
encontrados em todos os solos de mangue e marisma estudados. De uma maneira geral, a
propor¢do de seqiiéncias representando Proteobacteria foi menor no solo de marisma do que em
mangue, enquanto que a propor¢do de seqiiéncias representando Bacteroidetes foi maior (Figura
3.1).

Considerando Proteobacteria, a clase Gammaproteobacteria representa aproximadamente
52% a 77% das seqiiéncias encontradas em mangue, dependendo do solo (Figura 3.2a). Para
Deltaproteobacteria esses valores ficaram entre 18% e 23%. Nos solos de marisma cerca de 48%
das seqliéncias foram classificadas como Gammaproteobacteria enquanto que para
Deltaproteobacteria estes valores foram de aproximadamente 30% e 35% em MRZT ¢ MRSP,
respectivamente. Epsilonproteobacteria foi encontrada apenas nos solos de marisma (Figura

3.2a).
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Figura 3.2 — Ocorréncia relativa de seqiiéncias de tDNA 16S de Bacteria, classificadas com o RDPquery, das
classes de Proteobacteria (A) e Bacteroidetes (B) em sedimento de mangue sem vegetagdo (MGSD),
solo de mangue com Spartina alterniflora (MGSP), Rhizophora mangle (MGRZ) e Avicennia
schaueriana (MGAYV) e em solo de marisma com Spartina maritima (MRSP) e Zostera noltii (MRZT)
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Considerando o filo Bacteroidetes, a clase Flavobacteria representa aproximadamente
50% a 82% das seqiiéncias encontradas em mangue, dependendo do solo (Figura 3.2b). A classe
Bacteroidetes foi encontrada apenas em MGRZ, com uma freqiiéncia de 32%, enquanto que
Sphingobacteria foi encontrada em MGSD e MGAV, representando aproximadamente 10% e
30% das seqiiéncias, respectivamente (Figura 3.2b). Seqiiéncias classificadas como Bacteroidetes
(classe) e Sphingobacteria ndao foram encontradas em MGSP. Nos solos de marisma,
Bacteroidetes (classe) representou entre 11% e 22% das seqiiéncias de Bacteroidetes (filo), sendo
que Sphingobacteria foi encontrada apenas em MRZT, com uma freqiiéncia de aproximadamente
3% (Figura 3.2b). Apenas em MRZT foram encontradas seqiiéncias classificadas nas trés classes
de Bacteroidetes encontradas (Figura 3.2b).

Na Tabela 3.3 sdo apresentados os indices de diversidade, estimativa de nimero de UTOs
(espécies) e estimativa de cobertura de amostragem, considerando-se distancias evolutivas de
0,01 e 0,03 para a defini¢cao das UTOs.

A riqueza de UTOs aumenta nos solos de mangue com vegetacdo mais estruturada, sendo
estatisticamente diferente entre MGSP e MGAYV, considerando o intervalo com 95% de confianca
(Tabela 3.3). Estas diferengas podem ser observadas entre os solos de mangue, para outras
distancias evolutivas, na Figura 3.3a, onde sdo apresentados os numeros de filotipos estimados
pelo algoritmo Chaol. Os valores dos indices de Shannon e Simpson também indicam maior
diversidade em MGAYV, sendo estatisticamente diferentes de MGSP, com variacdo de
significancia estatistica em func¢ao do indice e do solo, considerando o intervalo (Tabela 3.3).

Nos solos de marisma ndo houve diferenca significativa de riqueza de UTOs entre MRSP
e MRZT (Tabela 3.3 e Figura 3.3b). Os valores de indice de Shannon indicam maior diversidade
em MRZT, ndo havendo diferenca significativa entre os valores de indice de Simpson (Tabela
3.3).

Considerando d = 0,01, o numero de UTOs ¢ maior nos solos de mangue, havendo
inversdo destes valores a partir de d = 0,03, ndo havendo, porém, diferenca significativa se
considerarmos os intervalos (Tabela 3.3 e Figura 3.3c).

A Tabela 3.4 mostra as comparagdes multiplas entre as bibliotecas usando o S-
LIBSHUFF. MGAYV foi estatisticamente diferente de MGSP (P<0,01) e MGSD (P<0,05), ndo
diferindo de MGRZ (Tabela 3.4). MGRZ também nao diferiu de MGSD e MGSP (Tabela 3.4).
MGSD e MGSP diferiram estatisticamente (P<0,05). As comunidades de Bacteria dos solos de



Tabela 3.3 — Estimativas de riqueza de UTOs, indices de diversidade e cobertura de amostragem calculados a partir de bibliotecas de rDNA 16S de Bacteria de
sedimento de mangue e solos de mangue e marisma.

Comunidade NS* NU® Estimativa de Riqueza de UTOs Indices de Diversidade ECA°®
ACE Chaol Shannon® 1/D?

D=0,01

MGSD 165 133 566 (383; 884) 511 (339; 829) 4,80 (4,74; 4,87) 108,5 (93,4; 129,4) 0,333
MGSP 121 91 233 (172; 339) 200 (147; 302) 443 (4,36;4,51) 76,6 (66,3; 90,9) 0,455
MGRZ 77 74 2702 (572; 13947) 2666 (565; 13760) 428 (4.23;434)  57,5(56,3;91,6) 0,065
MGAV 139 130 1254 (659; 2520) 1193 (612; 2473) 4,84 (4,80, 4,88) 121,5 (104,0; 146,2) 0,122
MRSP 129 116 1314 (617; 2983) 1261 (579; 2949) 4,70 (4,64; 4,77) 102,4 (86,2; 125,2) 0,171
MRZT 160 147 2120 (978; 4831) 2051 (928; 4788) 4,95 (4,90;5,00)  131,9 (113,1; 158,2) 0,137
MG' 502 413 2055 (1587; 2711) 1880 (1428; 2532) 5,94 (5,90;5,98)  335,6 (305,8; 373,1) 0,301
MR® 289 260 3309 (1886; 5979) 3188 (1786; 5878) 5,50 (5,46; 5,55) 222,7 (196,1; 257,7) 0,163
D=0,03

MGSD 165 124 500 (337; 789) 451 (297; 740) 4,69 (4,60;4,78) 89,8 (73,2; 116,4) 0,400
MGSP 121 87 221 (162; 317) 190 (139; 293) 437 (4,29;4,45) 71,4 (61,9; 84.5) 0,496
MGRZ 77 71 853 (333; 2400) 819 (313; 2387) 422 (4,14;430) 62,4 (49,0; 85.8) 0,130
MGAV 139 126 1325 (662; 2811) 1267 (618; 2769) 4,79 (4,73; 4,85) 110,2 (92,8; 136,4) 0,158
MRSP 129 108 587 (354; 1041) 541 (318; 998) 4,61 (4,53;4,68) 89,9 (75,9; 110,4) 0,279
MRZT 160 138 969 (571; 1731) 907 (522; 1677) 4,85 (4,77, 4,92) 109,4 (88,4; 143,5) 0,225
MG 502 383 1855 (1417, 2478) 1697 (1275; 2318) 5,81 (5,8; 5,86) 271,0 (236,4; 317,5) 0,371
MR 289 227 1336 (909; 2029) 1238 (826; 1934) 531(524;537)  162,1 (130,2; 214.6) 0,302

MGSD - sedimento de mangue sem vegetagdo; MGSP — solo de mangue com Spartina alterniflora; MGRZ — solo de mangue com Rhizophora mangle; MGAV
— solo de mangue com Avicennia schaueriana; MRSP — solo de marisma com Spartina maritima (MRSP); MRZT - solo de marisma com Zostera noltii.
“Numero de seqiiéncias. "Numero de UTOs determinado pelo DOTUR. “Estimador de maxima semelhanga. Reciproco do indice de Simpson (estimador de
maxima semelhanga). °Estimativa de cobertura de amostragem 'Todas as seqiiéncias de solo de mangue. *Todas as seqiiéncias de solo de marisma. Valores entre
parénteses representam o intervalo com 95% de confianca
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Figura 3.3 — Numero de filotipos de Bacteria estimado para diferentes distincias evolutivas em sedimento de
mangue (MGSD), solo de mangue com Spartina alterniflora (MGSP), Avicennia schaueriana
(MGAV) e Rhizophora mangle (MGRZ) e solo de marisma com Spartina maritima (MRSP) e Zostera
noltii (MRZT) utilizando-se o estimador ndo-paramétrico Chaol. As barras representam o intervalo
com 95% de confianga

Tabela 3.4 — Valores de p calculado nas comparagdes multiplas entre as bibliotecas de rDNA 16S das comunidades

de Bacteria usando o S-LIBSHUFF.

X
MGSD
MGSP
MGRZ
MGAV
MRSP
MRZT

Y
MGSD MGSP MGRZ MGAV MRSP MRZT
- 0,0006 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,0009 - 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,9535 0,2672 - 0,2974 0,7931 0,9233
0,0008 0,0000 0,0007 - 0,0000 0,0000
0,0000 0,0002 0,0000 0,0000 - 0,0248
0,0005 0,0004 0,0000 0,0000 0,0319 -

MGSD - sedimento de mangue sem vegetacdo; MGSP — solo de mangue com Spartina alterniflora; MGRZ — solo
de mangue com Rhizophora mangle; MGAV — solo de mangue com Avicennia schaueriana; MRSP — solo de
marisma com Spartina maritima (MRSP); MRZT — solo de marisma com Zostera noltii. X homologo na coluna e Y
homologo na linha. Valores minimos para diferenca significativa: 0,0003 ¢ 0,0017 para 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente.
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marisma nao diferiram estatisticamente (Tabela 3.4).

A comparagao simples usando o S-LIBSHUFF mostrou que as comunidades de Bacteria
de mangue e marisma sao estatisticamente diferentes (P<0,01), com valores de p = 0,0003 e p =
0,0000 para MG e MR homodlogos, respectivamente (com p minimos para diferenca significativa

de 0,005 e 0,025 para 1% e 5% de probabilidade, respectivamente).

3.2.3 Discussdo

3.2.3.1 Grupos taxondmicos de Bacteria encontrados em solos de mangue e marisma

Para entender o funcionamento das comunidades bacterianas e sua relacdo com os
processos biogeoquimicos de ambientes como mangue e marisma seria necessario conhecer os
processos especificos associados a cada taxon.

A seguir sdo descritas algumas caracteristicas dos taxons encontrados nos solos de

mangue € marisma.

3.2.3.1.1 Acidobacteria

Este filo, que possui poucos representantes isolados e caracterizados, ¢ composto de
espécies acido-tolerantes e contém apenas trés géneros, em uma familia e ordem (GARRITY;
HOLT, 2001). Segundo Quaiser et al. (2003), este grupo de bactérias tem sido detectado, apos o
advento de técnicas moleculares, em varios ambientes, especialmente em solos, onde chegam a
representar entre 30 a 50% das seqiiéncias de uma biblioteca. Dentre os compartimentos da
transecdo da Ilha de Pai Matos, Acidobacteria foi encontrado somente no solo vegetado com A.
schaueriana (MGAYV), o qual é o menos influenciado pelas inundagdes das marés, por estar em
um plano altimétrico superior, ¢ que apresenta valores de pH mais baixos nas camadas
superficiais (0-10 e 10-20 cm), comparado com os demais compartimentos (Ferreira, 2006).
Estudos mais detalhados serdo necessarios para identificar se estes fatores contribuem para uma
maior abundancia deste grupo em solos de mangue nestas condigdes. Duas seqiiéncias puderam

ser classificadas como representantes da familia Acidobacteriaceae (ordem Acidobacteriales).
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3.2.3.1.2 Actinobacteria

O filo Actinobacteria, encontrado em todas as amostras exceto MGSP, possue uma unica
classe, subdividida em quatro ordens, e ¢ reconhecido como um grupo com alta diversidade
morfologica, fisiologica e genética, sendo encontrado principalmente nos solos (GARRITY;
HOLT, 2001). Bactérias da ordem Acidimicrobiales foram encontradas apenas em MGSD, sendo
uma seqiiéncia representante do género Acidimicrobium (familia Acidimicrobiaceae), o qual
possui uma espécie (Acidimicrobium ferooxidans) envolvida na oxidagao de formas reduzidas de
Fe. A ordem Actinomycetales foi encontrada em todas as amostras exceto MGSP ¢ MRSP. Uma
seqiiéncia detectada em MGSD foi classificada como pertencentes ao género Propionibacterium
(familia Propionibacteriaceae), envolvido na degradacdo de celulose em solos (MARGULIS;
SCHWARTZ, 1998). Uma seqiiéncia detectada em MRZT pertence ao género Sporichthya
(familia ~ Sporichthyaceae), também encontrada em solos (SUZUKI; OKUDA,;
KOMATSUBARA, 1999), mas sem fungao definida.

3.2.3.1.3 Bacteroidetes

Este filo, cujos membros podem representar entre 6% a 30% das bactérias encontradas
nos oceanos (COTTRELL; KIRCHMAN, 2000; EILERS et al., 2000) e que representaram entre
10% e 20% das bactérias dos solos de mangue e marisma estudados, possui trés classes:
Bacteroidetes, Flavobacteria e Sphingobacteria. Cada uma das classes foi encontrada em pelo
menos trés dos seis solos estudados (Tabela 3.1). A classe Bacteroidetes foi encontrada em
MGRZ, MRSP e MRZT. Em MGRZ nao pdde ser classificada em tdxons menores. Nos solos de
marisma, seqiiéncias foram classificadas até o género Anaerophaga (ordem Bacteroidales,
familia Bacteroidaceae), representado por bactérias anaerdbias quimiorganotroficas de
metabolismo fermentativo (DENGER et al., 2002). A classe Flavobacteria, ubiqua em ambientes
marinhos (KIRCHMAN, 2002) e que possui também importantes bactérias patogé€nicas de
animais marinhos (LaFRENTZ et al., 2004), foi detectada em todos os solos estudados. Dentre as
trés familias de sua tnica ordem (Flavobacteriales), apenas géneros de Flavobacteriaceae foram
detectadas. O género Chryseobacterium, encontrado ndo apenas em ambientes marinhos, como

também em solo, agua doce e alimentos (BEER et al., 2006), foi detectado em MGSD. Ja o
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género Flavobacterium, considerado um abundante e importante grupo envolvido na ciclagem de
matéria organica de ambientes marinhos (VanTRAPPEN et al., 2004) foi detectado em MGSP e
MRZT, enquanto que o género Robiginitalea, caracterizado recentemente (CHO;
GIOVANNONI, 2004), foi detectado em MGSD, MGSP e¢ MRZT. Bactérias da ordem
Sphingobacteriales, unica da classe Sphingobacteria, ubiqua em ambientes marinhos, de dgua
doce, sedimentos e solos (LYDELL et al., 2004), foram detectadas em MGSD, MGAV e MRZT.
Seqiiéncias encontradas em MGSD ¢ MRZT foram classificadas até o género Roseivirga (familia
Flexibacteraceae), caracterizado recentemente (NEDASHKOVSKAYA et al., 2005), enquanto
que uma seqiiéncia encontrada em MGSD foi classificada até o género Sphingobacterium

(YABUUCHI et al., 1983).

3.2.3.1.4 Chloroflexi

O filo Chloroflexi ¢ prepresentado por bactérias verdes ndo-sulfurosas, como sdo
classicamente chamadas, e formam um grupo complexo de bactérias recentemente reclassificadas
em cinco classes (HUGENHOLTZ; STACKEBRANDT, 2004). Dessas classes apenas uma,
Anaerolineae, que possui apenas a ordem Anaerolinaeles e a familia Anaerolinaeaceae, foi
detectada em MGSD, MGRZ, MGAV E MRZT (Tabela 3.1). Duas seqiiéncias encontradas em
MRZT foram classificadas como pertencentes ao género Anaerolinea, descrito como sendo um

grupo de bactérias anaerdbias termofilicas (SEKIGUCHI et al., 2003).

3.2.3.1.5 Cyanobacteria

Considerado o maior grupo taxondmico dentre as bactérias, engloba bactérias gram-
negativas fotoautotroficas dotadoa de dois fotossistemas (PSII e PSI), as quais utilizam o CO,
como fonte de carbono e H,O como agente redutor (WOESE et al., 1985; GARRITY; HOLT,
2001). Seqiiéncias representando Cyanobacteria foram encontradas em todos os solos estudados
exceto MGRZ e MRSP, sendo que apenas em MGSD e MGSP as seqiiéncias de rDNA 16S
puderam ser classificadas até género (Prochlorococcus, ordem Prochlorales, familia
Prochlorococcaceae). Considerados os organismos fotossintéticos de vida livre com o menor

genoma até entdo conhecido, com 1,7 a 2,4 Mb, as espécies de Prochlorococcus tém distribuig¢ao
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ubiqua nos ambientes marinhos e vém sendo estudadas para um melhor entendimento das
relacdes existentes entre as variacdes genéticas e de condi¢des dos ambientes onde sdo

encontrados (COLEMAN et al., 2006).

3.2.3.1.6 Deferribacteria

Este pequeno grupo, que retine bactérias anaerobias redutoras de Fe, Mn, S, Co e nitrato,
disponiveis nos ambientes estudados, foi encontrado em todos os solos estudados exceto MGRZ
e MGAYV. Possui apenas uma classe ¢ uma ordem, apresentando alguns géneros ainda nao
situados em familias definidas, como ¢ o caso do género Caldithrix (C. abyssi), produtor de

amonia a partir de nitrato (MIROSHNICHENKO et al., 2003), o qual foi detectado em MRSP.

3.2.3.1.7 Firmicutes

Neste filo, dividido em trés classes, detectado em MGAV, MRSP e MRZT, estdo
classificadas as bactérias gram-positivas com baixa relagdo de G+C (GARRITY; HOLT, 2001).
Segundo Desvaux (2005), 80% das bactétias celuloliticas sao Actinobacteria ou Firmicutes gram-
positivas, sendo as anaerobias encontradas neste Ultimo grupo, principalmente na familia

Clostridiaceae, encontrada em MRZT (Tabela 3.1).
3.2.3.1.8 Gemmatimonadetes

Este filo foi originalmente proposto com base em seqiiéncias de rDNA 16S detectadas em
ambientes marinhos, sedimentos, solos e lodo industrial, existindo apenas uma espécies isolada,
(Gemmatimonas aurantiaca), descrita como gram-negativa, aerobia e mesofilica (ZHANG et al.,
2003).

3.2.3.1.9 Nitrospirae

Segundo Garrity e Holt (2001), este filo, que possui apenas uma familia, engloba bactérias

gram-negativas metabolicamente diversificadas, sendo a maioria aerébia quimiolitotroficas,
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incluindo algumas espécies nitrificadoras e redutoras de sulfato. Representantes deste grupo
foram encontrados em MGAYV e MRSP (Tabela 3.1), sendo uma seqiiéncia de MRSP classificada
como Nitrospira, a qual desempenha importante papel no ciclo do N, realizando a oxidagdo do
nitrito a nitrato. Segundo Kin e Kin (2006), em ambientes com cencentragdes elevadas de nitrito,
Nitrobacter representa o género dominante, enquanto que em ambientes com concentragdes mais

baixas, Nitrospira ¢ dominante ¢ principal responsavel pela nitrificagdo.

3.2.3.1.10 Planctomycetes

Este filo possui apenas uma familia (Planctomycetaceae, ordem Planctomycetales, classe
Planctomycetacia) e varios géneros de importdncia ambiental. Um genoma completo de
Planctomycetes (Rhodopirellula baltica) ja foi seqiienciado (GLOCKNER et al., 2003), havendo
também um projeto de sequenciamento de Blastopirellula marina iniciado em Fevereiro de 2006
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Muito embora Planctomycetes tenham sido encontrados em
baixa freqiiéncia neste estudo (Tabela 3.1), este grupo ¢ considerado abundante em ambientes
terrestres € marinhos (GLOCKNER et al., 2003). Seus representantes participam de importantes
processos biogeoquimicos como os ciclos do C e N, além de apresentar caracteristicas unicas
como a auséncia de peptideoglicano na parece celular, caracteristica divergente daquelas de
microrganismos do dominio Bacteria, e outras caracteristicas envolvendo organizacgdo celular e
composi¢do de acidos graxos dos fosfolipidios da parede (GLOCKNER et al., 2003). Esses
microrganismos podem representar um ancestral dos atuais metanogénicos do dominio Archaea e
metanotroficos do filo Proteobacteria, conferindo aos Planctomycetes um papel central nas
transformacdes do ciclo do metano (CHISTOSERDOVA et al., 2004).

3.2.3.1.11 Proteobacteria

O Filo Proteobacteria ¢ um grupo de morfologia ¢ metabolismo muito diversificado
(MARGULIS; SCHWARTZ, 1998), incluindo microrganismos autotroéficos e heterotréficos
aerobios e anaerobios. Pela elevada diversidade fisiologica, ¢ o filo predominante em sistemas
que possuam uma grande variedade de condigdes ambientais para o estabelecimento das

populacdes de procariotos, como € o caso dos solos de mangue.
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Subdivide-se em 5 classes: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Epsilonproteobacteria. Todas essas classes foram
encontradas em solos de mangue ou marisma (Figura 3.1).

Dentre as seis ordens da classe Alphaproteobacteria, as bactérias marinhas estdo
principalmente distribuidas em Caulobacterales, Rhodobacterales e Sphingomonadales
(GIOVANNONI; RAPPE, 2000; CHO; GIOVANNONI, 20003). No presente estudo,
representantes de Rhodobacterales e Sphingomonadales foram detectados (Tabela 3.1). Segundo
Lee et al. (2005), Rhizobiales, que inclui grupos de microrganismos relacionados com o ciclo do
N, encontrada em todos os solos deste estudo, ¢ a mais heterogénea dentre as ordens de
Alphaproteobacteria, sendo encontrada principalmente em solos e agua doce, com poucos
representantes em ambientes marinhos (CHO; GIOVANNONI, 2003). Esta ordem ¢ dividida em
11 familias (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004), das quais uma delas (Hyphomicrobiaceae)
detectada em MGSD e MGSP. Bactérias do género Filomicrobium, encontrado em MGSP, tém
sido isodadas de dguas com salinidade intermediaria (0,5%o0 — 30%o), tipicamente encontrada em
ambientes estuarinos (SCHLESNER, 1987; LEE et al., 2005). A ordem Rhodobacterales ¢é
dividida em duas familias, sendo uma delas, Rhodobacteraceae, que possui um grande niimero de
géneros ja caracterizados, encontrada na maioria dos solos estudados (Tabela 3.1). As seqiiéncias
representando Rhodobacteraceae, encontradas principalmente nos solos de marisma, foram
classificadas como: Amaricoccus, caracterizado a partir de isolados de lodo de estagdo de
tratamento de esgoto (MASZENAN et al., 1997); Hyphomonas, caracterizado pela primeira vez
em 1957 e comum em ambientes marinhos e estuarinos (WEINER et al., 2000); Roseobacter,
comum em ambientes marinhos, tem sido estudado para a produgdo de antibidticos (MARTENS
et al., 2006); Sulfitobacter, encontrado em ambientes marinhos costeiros e mar aberto ¢ participa
de processos oxidativos do ciclo do enxofre (IVANOVA; FLAVIER; CHRISTEN, 2004). Em
MGSD e MGRZ foram encontrados dois géneros de bactéria que ja possuem espécies com o
genoma seqlienciado (GALPERIN, 2006), sdo eles: Erythrobacter e Novosphingobium,
representantes da ordem Sphingomonadales, familias Erythrobacteraceae e Sphingomonadaceae,
respectivamente. Bactérias do género Erythrobacter, encontrado em MGSD, sédo
fotoheterotroficas encontradas nos ambientes marinhos (KOBLIZEK et al., 2003), enquanto as do
género Novosphingobium, encontrado em MGRZ, tém sido isoladas de solos e sdo consideradas

importantes degradadores de hidrocarbonetos aromaticos (GALPERIN, 2006). Duas seqiiéncias
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classificadas na ordem Rhodospirillales foram encontradas em MRZT, sendo uma delas
classificada na familia Acetobacteraceae, de grande interesse para induastrias que utilizam
processos fermentativos (JOJIMA et al., 2004). Apenas uma seqiiéncia, encontrada em MGAV,
foi classificada na ordem Rickettsiales, um grupo taxondémico ainda pouco consolidado
(GARRITY; HOLT, 2001), representado por bactérias endosimbiontes e, por vezes, patogénicas
de peixes e outros animais marinhos.

Seqiiéncias classificadas na classe Betaproteobacteria foram encontradas em todos os
solos exceto MGSP (Tabela 3.1). Estas puderam ser classificadas apenas no nivel de familia,
sendo uma seqiiéncia de MRSD classificada em Comamonadaceae (ordem Burkholderiales) e
outra de MGAV em Nitrosomonadaceae (ordem Nitrosomonadales), representando duas das seis
ordens de Betaproteobacteria (GARRITY; HOLT, 2001). Apesar de relagdes filogenéticas bem
definidas entre seus membros, a familia Comamonadaceae apresenta uma grande diversidade
fenotipica, sendo encontradas em diferentes ambientes como solo, adguas residudrias, lodo de
esgoto, ¢ ambientes contaminados com hidrocarbonetos. Essa familia de bactérias, tem
importante papel na biodegradagdo de compostos naturais ou xenobidticos, ja que ¢ capaz de
utilizar uma grande variedade de substratos (WILLEMS et al., 1992). A importancia da familia
Nitrosomonadaceae esta no seu papel no ciclo do N, inclusive na oxidagdo da amonia, em
sedimentos marinhos (FREITAG; PROSSER, 2004).

Segundo Garrity e Holt (2001), a taxonomia da classe Deltaproteobacteria, encontrada
em todos os solos estudados, ainda ¢ muito dinamica e esta susceptivel a reclassificagdes
constantes. Dentre as sete ordens desta classe, cinco foram encontradas nos solos de mangue e
marisma estudados. Uma seqiiéncia, encontrada em MRZT, foi classificada na ordem
Bdellovibrionales (familia Bacteriovaracaceae), a qualcontém bactérias predadoras de bactérias
gram-negativas (DAVIDOV; JURKEVITCH, 2004). Bdellovibrionales possui distribuic¢do
ubiqua na natureza, podendo ser encontadas em ambientes como solos, rizosfera, mares, rios,
biofilmes e esgoto (WILLIAMS et al., 1995; JURKEVITCH et al., 2000). Bactérias da ordem
Myxococcales foram encontradas em MGSP, MRSP e MRZT. Uma seqiiéncia, encontrada em
MRSP, foi classificada até no género Chondromyces (Polyangiaceae / Sorangineae), importante
pela capacidade de producdo de metabolitos secundarios, incluindo antibidticos (JANSEN et al.,
2002). Proteobactérias sulfato-redutoras, presentes em todos os solos estudados, estdo

distribuidas nas outras trés ordens encontradas: Desulfobacterales, Desulfuromonales e
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Syntrophobacterales. Trés géneros de Desulfobacterales foram encontrados: Desulfosarcina
(Desulfobacteraceae), Desulfobulbus (Desulfobulbaceae) e Desulforhopalus (Desulfobulbaceae).
A ordem Desulfuromonadales, encontrada em todos os solos exceto MGRZ e MRZT, teve uma
seqiiéncia classificada no género Pelobacter (Desulfuromonaceae), o qual também esta envolvido
na redugio do Fe’™ (LOVLEY; PHILLIPS; LONERGAN, 1995). Ja a ordem
Syntrophobacterales, encontrada em todos os solos exceto MGRZ, teve uma seqiiéncia,
classificada na familia Syntrophaceae.

A classe Epsilonproteobacteria, encontrada apenas nos solos de marisma, ¢ o subgrupo de
Proteobacteria mais recentemente definido, possuindo apenas duas familias ¢ uma ordem
(GARRITY; HOLT, 2001). Na familia Helicobacteraceae, os géneros Sulfurimonas (detectado
em MRSP e MRZT) e Sulfurovum (detectado em MRSP) compreendem bactérias oxidantes de
enxofre (INAGAKI et al., 2003, 2004).

Bactérias da classe Gammaproteobacteria, encontradas com grande freqiiéncia nos solos
estudados (Tabela 3.1 e Figura 3.2), estdo distribuidas em treze ordens (GARRITY; HOLT,
2001), sendo sete delas detectadas neste trabalho. Seqiiéncias representando bactérias da ordem
Alteromonadales, comumente isoladas de ambiente marinho (IVANOVA; FLAVIER;
CHRISTEN, 2004) foram detectadas em MGSD e MRZT, sendo que algumas de MGSD foram
classificadas como Thalassomonas (Colwelliaceae) ¢ Marinobacter (“Incertae sedis 7). O
género Thalassomonas foi criado para situar a bactéria aerobia estrita, halofilica e
quimiorganotréfica Thalassomonas viridans, isodada da costa mediterranea de Valéncia, Espanha
(MACIAN et al., 2001). Ja Marinobacter é um grupo de desnitrificadores halofilicos, com vérias
espécies ja isoladas (YOSHIE et al.,, 2006). A ordem Chromatiales engloba as bactérias
fototroficas purpuras do enxofre, caracterizadas pela formagao de grumos de enxofre devido ao
processo de oxidacdo de sulfetos e tiosulfatos (GORLENKO et al., 2004). Est4 subdividida nas
familias Chromatiaceae, encontrada somente nos solos de marisma, a qual apresenta acimulo
intracelular de enxofre, e Ectothiorhodospiraceae, encontrada em todos os solos, a qual apresenta
acumulo extracelular de enxofre (PRANGE et al., 2004). Seqiiéncias encontradas em MGSD,
MGRZ ¢ MRSP puderam ser classificadas no género Thioalkalispira (Ectothiorhodospiraceae),
recentemente caracerizado (SOROKIN et al., 2002). A presenga de tdxons contendo bactérias que
utilizam diferentes formas de enxofre nos solos estudados sugere um importante pepel das

transformacdes deste elemento em ambientes estuarinos. Em superficie, estes processos podem
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ser mais ativos e complexos do que em profundidades maiores devido a maior quantidade de
fontes de energia e carbono para as bactérias sulfato-redutoras. O sulfeto produzido podera entdo
ser oxidado a sulfato por bactérias purpuras do enxofre.

Bactérias metanotroficas (Methylococcaceae) foram encontradas em MGSD, MGRZ e
MRZT, sendo uma seqiiéncia de MGRZ classificada no género Methylobacter (BOWMAN et al.,
1993). A importancia ecologica dessas bactérias estd no fato de elas degradarem o CHy4, um
importante gas do efeito estufa. Bactérias da ordem Oceanospirillales, que se subdivide em duas
familias, foram detectadas em MGSD, MGSP e MRZT, sendo que em MGSD e MGSP foram
detectadas seqiiéncias que puderam ser classificadas nos géneros Halomonas (Halomonadaceae)
e Oceanospirillum (Oceanospirillaceae), os quais incluem espécies halofilicas, ubiquas em
ambientes salinos (HEYRMAN et al.,, 2002; ROMANENKO et al., 2002; MARTINEZ-
CANOVAS et al., 2004; DIMITRIU et al., 2005). Algumas espécies de Halomonas sio
importantes por produzirem exopolissacarideos, apresentando grande potencial biotecnologico
(VENTOSA; NIETO, 1995; MARGESIN; SCHINNER, 2001). O género Pseudomonas
(Pseudomonadales, Pseudomonadaceae), considerado o grupo bacteriano mais diversificado e
ubiquo (SPIERS; BUCKLING; RAINEY, 2000), foi detectado em MGSD, MGSP ¢ MRSP
(Tabela 3.1). O género Vibrio (Vibrionales, Vibrionaceae), um grupo bastante diverso de
bactérias heterotroficas marinhas e que inclui espécies simbidticas e patogénicas (THOMPSON
et al., 2004), foi detectado em MGSD, MGRZ ¢ MGAYV. Seqiiéncias classificadas na ordem
Thiotrichales, que também possui bactérias envolvidas na oxida¢do de formas reduzidas de

enxofre, foram encontradas em MGRZ ¢ MGAV.

3.2.3.2 Diversidade de Bacteria em solos de mangue e marisma

Os métodos baseados na analise das seqiiéncias de rDNA 16S para estudos de diversidade
de bactérias apresentam uma série de limitagdes, tais como o viés da PCR em favor de grupos
mais dominantes, a variabilidade genética do fragmento do gene analisado e o numero de
seqiiéncias analisadas em relagdo a riqueza de espécies, por exemplo. No entando, sdo capazes de
fornecer informagdes que outros métodos baseados em cultivo ndo fornecem.

Assim, apenas uma fracdo da diversidade existente ¢ efetivamente analisada, e as

estimativas do nimero de filotipos e indices de diversidade sdo aproximagdes muitas vezes
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grosseiras. Isto fica mais claro se atentarmos para as grandes amplitudes dos intervalos de
confianga das estimativas (Tabela 3.3).

Mesmo considerando as ressalvas apontadas, os dados obtidos mostram que a estrutura
das comunidades e diversidade dos solos estudados varia em fun¢do do tipo de vegetagdo
dominante e da posi¢do geografica do ambiente estuarino. Os valores de estimativa de UTOs e
indices de diversidade de Bacteria para os solos de mangue com S. alterniflora (MGSP) e com A.
schauerianna (MGAV), com menor e maior diversidade respectivamente, sdo estatisticamente
diferentes. Da mesma forma, essas duas comunidades sdo significativamente diferentes
(SLIBSHUFF, P<0,01). As seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria do solo de mangue com A.
schauerianna (MGAYV) foram classificadas em nove filos enquanto que as do solo de mangue
com S. alterniflora foram classificadas em cinco, sendo que dois deles, Planctomycetes e
Deferribacteres, s6 foram detectados em MGAV. Segundo Martiny et al. (2006) apesar de
diferencas de diversidade entre comunidades microbianas serem reflexo da abundancia relativa
de taxons, podendo-se considerar inclusive a presenga de um tdxon em uma comunidade e sua
auséncia em outra, na pratica ainda ¢ impossivel demonstrar conclusivamente que um taxon nao
estd presente em um determinado ambiente ou comunidade. As estimativas da Tabela 3.3
mostram que a diversidade em MGSP nao ¢ significativamente diferente daquela estimada para
MGSD. No entando, a diversidade genética determinada pelo S-LIBSHUFF foi
significativamente diferente entre essas comunidades de Bacteria (P<0,05), indicando que a
presenca da vegetagdo pode influir na estrutura das comunidades de Bacteria, sem alterar a
riqueza de espécies. Ao contrario do esperado, o sedimento sem vegetagao ndo apresentou uma
diversidade significativamente menor do que os solos com vegetacdo. J4, as comunidades dos
solos de marisma (MRSP e MRZT), cuja distancia entre os pontos amostrados ¢ similar aquela
entre os pontos de MGSP e MGSD, nao apresentaram diferenca significativa quando comparados
pelo S-LIBSHUFF (Tabela 3.4), estando as maiores diferengas na diversidade, sendo, porém,
significativamente maior em MRZT apenas para o indice de Shannon (Tabela 3.3).

Tem sido demonstrado que comunidades de microrganismos apresentam variagdes de
abundancia, distribui¢do e diversidade em variadas escalas espaciais e taxonomicas, devido a
influéncia de uma grande quantidade de fatores bioticos e abioticos (MARTINY et al., 2006).
Estudando as variagdes de abundancia e estrutura das comunidades de Bacteria na margem de

canal de “salt marsh” e sedimento adjacente, Franklin et al. (2002) encontraram variagdes
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espaciais na escala de algumas dezenas de centimetros, sendo estas mais correlacionadas com a
variagdo fisiografica vertical na margem, onde existe maior variagdo de potencial redox devido
ao regime de inundagdo e drenagem, do que com a variacdo horizontal no sedimento adjacente.
Diferencas de localizacdo fisiografica vertical (elevagdo), que variaram de 0 a 40 cm entre os
compartimentos do presente estudo, pode ser um importante fator na determinagdo das
comunidades de Bacteria por definirem os regimes de inunda¢do e consequentemente as
variagoes de condi¢des de oxi-reducao.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que as comunidades de Bacteria dos
compartimentos de mangue variam em escala espacial relativamente reduzida, assim como
variam os valores de atributos edaficos como pH, Eh, C da biomassa microbiana, massa de raizes,
porcentagem de areia, carbono organico, S, Fe e Mn totais, concentragdes das fragdes AVS, HS',
Fe reativo e Fe piritico e grau de piritizagdo (FERREIRA, 2006). Estas variagdes devem ser
consideradas, assim como as citadas anteriormente relacionadas a vegetacdo e posi¢ao
fisiografica, como fatores que podem influir na definicdo da distribuicdo da diversidade
bacteriana. Porém os dados ndo nos ddo subsidios para propormos quais sdo os eventos
responsaveis pela definicdo das estruturas e diversidade destas comunidades, considerando que os
solos de mangue e marisma possuem uma dindmica biogeoquimica complexa, influenciada pela
variagdo caracteristicas edaficas, fisiograficas, climaticas, de fauna e vegetacdo (MARCHAND et
al., 2004). Ferreira (2006) ndo encontrou entre os dados dos atributos edéficos, correlagdes
suficientes para estabelecer uma relagdo entre as caracteristicas edaficas e a zonagao responsavel
pela consolidagao dos diferentes compartimentos de vegetacao da transi¢ao estudada.

Uma hipdtese a ser considerada ¢ que variacdes de caracteristicas edaficas, de vegetagdo e
clima podem estar atuando estruturagdo das comunidades de Bacteria nos solos de mangue ¢
marisma, enquanto que a variacdo de diversidade entre as comunidades dos solos de mangue e
marisma pode estar sendo definida pelo isolamento geograficos desses ambientes. Segundo
Martiny et al. (2006), a biogeografia dos microrganismos (distribui¢do espacial e temporal da
biodiversidade) ¢ definida por dois conjuntos de fatores, um referente a aspectos
“contemporaneos” como variagdes de condigdes ambientais e outro a aspectos “historicos” como
o isolamento continental. Em uma abordagem teodrica, baseada em estudos prévios de
biogeografia de plantas, propdem que o ambiente influenciado pelos mesmos eventos historicos

representa uma “provincia” e que o ambiente influenciado pelos mesmos eventos
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contemporaneos representa um “habitat”, e levantam quatro hipdteses para a defini¢do da
diversidade das comunidades de microrganismos nos ambientes. Na hipdtese nulidade, os
microrganismos estariam distribuidos aleatoriamente, existindo assim um habitat e uma
provincia. A segunda hipotese considera que a biogeografia dos microrganismos reflete as
variagcdes ambientais contemporaneas, definindo varios habitats em uma unica provincia. Na
terceira hipotese, toda a variacdo espacial seria definida pelos efeitos dos eventos historicos,
existindo assim vdrias provincias € um unico habitat. A Ultima hipdtese considera que a
diversidade das comunidades ¢ definida tanto pelos eventos historicos quanto pelas condigdes
ambientais contemporaneas, existindo assim varios habitat e provincias. Definidas estas
possibilidades, levantam duas importantes questdes: 1 — comunidades microbianas de diferentes
locais possuem diferengas de diversidade?; 2 — se possuem, isto se deve a fatores ambientais
contemporaneos, eventos histéricos ou ambos?

Os resultados deste trabalho indicam que as diferengas de diversidade de Bacteria em
ambientes estuarinos existem, € que tanto fatores histdricos como contemporaneos podem estar
influindo na determinagdo da sua variacao.

As metodologias para a mensuragdo e comparacao de diversidade microbiana comecaram
a ser propostas nos ultimos anos. Porém, s6 estudos mais aprofundados € que irdo permitir o
melhor entendimento das relagdes entre microrganismos e caracteristicas ambientais, o
conhecimento dos fatores mais importantes na determinacdo das estruturas das comunidades,

além do desenvolvimento de melhores metodologias para os proprios estudos de diversidade.

3.3 Conclusoes

Os solos de mangue apresentam variagdes de diversidade de Bacteria, sendo a diferenca
mais pronunciada encontrada entre os solos com Spartina alterniflora e Avicennia schauerianna.

Os solos de marisma com Spartina maritima e Zostera noltii ndo apresentaram direrencas
significativas de diversidade.

Solos de mangue e marisma possuem diferencas de diversidade das comunidades de
Bacteria.

As varia¢Oes de diversidade de Bacteria encontradas nos ambientes estuarinos podem

estar sendo condicionadas por tanto por fatores historicos como contemporaneos.
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Grupos taxondmicos de Bacteria detectados nos solos de mangue e marisma estdo
relacionados com processos biogeoquimicos de ambientes estuarinos.
Os solos de mangue e marisma apresentam grande potencial para a bioprospeccao de

bactérias para uso biotecnolédgico.
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4 ESTRUTURA DAS COMUNIDADES DE PROCARIOTOS E DIVERSIDADE DE
ARCHAEA EM UM PERFIL DE SEDIMENTO DE CANAL DE MANGUE

Resumo

Estrutura das comunidades de procariotos e diversidade de Archaea em um perfil de

sedimento de canal de mangue

Nos tltimos anos, estudos tém demonstrado que organismos do dominio Archaea habitam
muitos ambientes além dos de condi¢des extremas onde foram encontrados primeiramente. Sabe-
se que sedimentos marinhos e estuarinos comportam uma grande diversidade de Archaea.
Estudos de variagdo de estrutura de comunidade de procariotos e diversidade de Archaea em
sedimentos de mangue sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a variagdo das
estruturas das comunidades de procariotos bem como a diversidade de Archaea em um perfil de
sedimento de mangue. Amplicons de rDNA 16S de Bacteria e Archaea de amostras de cada 10
cm até 120 cm de um perfil de sedimento do leito de um canal de mangue foram analisadas em
DGGE. Amplicons de rDNA 16S de Archaea das subamostras das camadas de 10-20 cm e 90-
100 cm foram seqiienciados. Bacteria foi detectada até a subamostra da camada de 60-70 cm,
enquanto que Archaea foi detectada até 120 cm. As maiores alteragdes das estruturas das
comunidades de Bacteria e Archaea foram detectadas a partir da subamostra da camada de 20-30
cm e 60-70 cm, respectivamente. O sedimento apresentou grande reducdo do teor total de C a
partir da subamostra da camada de 80-100 cm. Ha predominio de Euryarchaeota e
Crenarchaeota nas camadas de 10-20 cm e 90-100 cm, respectivamente. A analise com o S-
LIBSHUFF mostrou que as comunidades de Archaea das subamostras das camadas de 10-20 cm
e de 90-100 cm sdo estatisticamente diferentes. Os valores calculados pelo estimador nao-
paramétrico Chaol indicam maior riqueza de niimero de filotipos de Archaea na subamostra da
camada de 90-100 cm. Conclui-se que: as estruturas das comunidades de Bacteria ¢ Archaea
variaram significativamente ao longo do perfil estudado; na camada mais superficial do
sedimento de mangue estudado predomina Euryarchaeota metanogénicas enquanto que na
camada mais profunda predomina Crenarchaeota; as variagdes de estruturas de comunidades ¢
de diversidade encontradas podem estar relacionadas com alteragdes de teores de elementos,
especialmente C.

Palavras-chave: mangue; sedimento; diversidade microbiana; microrganismos; Archaea; rDNA
16S; DGGE.
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Abstract
Structure of procaryotic communities and archaeal diversity in a mangrove sediment

profile

In the last years, studies has been demonstrated that Archaea may be found in many
environments apart from those of extreme conditions, where they was firstly found. It’s known
that marine and estuarines sediments carry out a great diversity of Archaea. Studies of variation
of prokaryotes community structures and diversity of Archaea in mangrove sediments are scarce.
The aim of this work was to evaluate the variation of prokaryotes community structures and
diversity of Archaea in one mangrove sediment profile. 16S rDNA amplicons of samples of each
10 cm until 120 cm of a profile of mangrove canal sediment was analyzes using DGGE. Archaea
16S rDNA amplicons of the sub samples of the layers between 10-20 cm and 90-100 cm was
sequenced. Bacteria was detected until sample 60-70 cm, whereas Archaea was detected until
120 cm. The major variations of the Bacteria and Archaea community structures was detected in
the sample start from layer of 20-30 cm and 60-70 cm, respectively. The sediment showed great
reduction of the content of C in the sample of 80-100 cm. It has dominance of Euryarchaeota and
Crenarchaeota in the layers of 10-20 cm and 90-100 cm, respectively. The analyses with the S-
LIBSHUF revealed that the Archaea communities in the 10-20 cm and 90-100 cm samples are
statistically different. The values calculate by non-parametric estimator Chao-1 revealed more
numbers of phylotypes of Archaea present in the sample 90-100 cm. We conclude that the
Bacteria and Archaea community structure changes significantly in the profile studied.
Methanogenic Euryarchaeota was found specially in the upper sample of mangrove sediment
analysed whereas the Crenarchaeota was found specially in the lower. The variation of
community structures and diversity could be related to variations in the content of elements,
especially C.

Keywords: mangrove; sediment; microbial diversity; microorganisms; Archaea; 16S rDNA;
DGGE.
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4.1 Introducéo

Os microrganismos representam as formas de vida mais abundantes e diversificadas do
planeta, detendo a maior propor¢ao da diversidade genética existente (LAMBAIS et al., 2005).
Segundo estimativas de Whitman; Coleman e Wiebe (1998), aproximadamente 4,5 a 6,5% dos
procariotos ocorrem na superficie de ambientes terrestres, 2 a 3% nas aguas dos oceanos e a vasta
maioria em sub-superficie (abaixo de 8 cm em ambientes terrestres € 10 cm em sedimentos
marinhos). A maior parte das espécies permanece desconhecida, jA que as pesquisas tém
dispensado maior aten¢do aos microrganismos presentes na superficie dos ambientes terrestres
(WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998; ROSSELLO-MORA; AMANN, 2001).

Tem sido demonstrado que os solos e sedimentos de ecossistemas estuarinos representam
grandes bancos genéticos, contendo grande diversidade de microrganismos ainda nao estudados
(POLYMENAKOU et al., 2005; MARTINY et al., 2006), cuja caracterizagdo genética e
funcional sera fundamental para o melhor entendimento dos importantes processos
biogeoquimicos destes ambientes, assim como para a descoberta de novos genes € processos
metabodlicos com potencial de uso biotecnologico.

Dentre os microrganismos que habitam ambientes estuarinos devemos considerar os do
dominio Archaea em fun¢do das caracteristicas anaerdbias e concentragdo de sais nos mesmos
(BUCKLEY; GRABER; SCHMIDT, 1998). Apesar de pouco se saber sobre as fungdes que as
arqueas desempenham nos ambientes onde sdo encontradas, alguns grupos sdo relevantes para o
ciclo do C, como ¢ o caso dos metanogénicos (KOTSYURBENKO et al., 2004; GALAND et al.,
2005; CADILLO-QUIROZ et al., 2006).

Técnicas moleculares baseadas na analise do DNA extraido diretamente do ambiente tém
facilitado estudos de caracterizacdo da diversidade das comunidades microbianas, necessarios
para o entendimento dos processos biogeoquimicos ou para utilizacdo biotecnologica
(BENLLOCH; MARTINEZ-MURCIA; RODRIGUEZ-VALERA, 1995; LAMBALIS et al., 2005).
Aliadas aos avangos da bioinformatica e dos métodos de analise estatistica, estas técnicas tém se
mostrado cada vez mais promissoras para estudos de diversidade microbiana em diferentes
ambientes (TORSVIK; @VREAS, 2002). Estudos de caracterizacio de estrutura de comunidades
de procariotos podem ser feitos utilizando-se a variabilidade nas sequéncias do rDNA 16S, que

pode ser avaliada através de eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante
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(DGGE) (MUYZER; WAAL; UITTERLINDEN, 1993) e sequenciamento, para estudos mais
detalhados de diversidade (CHELIUS; TRIPLETT, 2001; DERAKSHANI; LUKOW, LIESACK,
2001; LAMBALIS et al., 2005).

Estudos sobre comunidades de Archaea em sedimentos de mangue sdo escassos, ¢ podem
contribuir para o melhor entendimento dos processos biogeoquimicos que ocorrem nesse
ambiente. Este trabalho tem como objetivo determinar se ocorrem alteracdes das estruturas das
comunidades de Bacteria e Archaea ao longo de um perfil de sedimento, bem como caracterizar

a comunidade de Archaea, através da analise de seqiiéncias do rDNA 16S.

4.2 Desenvolvimento

4.2.1 Material e métodos

4.2.1.1 Area de estudo e amostragem

A area de manguezal esta localizada no litoral Sul do Estado de Sao Paulo, na Ilha do
Cardoso, situada no municipio de Cananéia, encontrando-se inserida no complexo estuarino de
Iguape e Cananéia (ilustragdes no Anexo). Em Abril de 2003 foram coletadas amostras do perfil
de sedimento até 120 cm abaixo do leito de um canal do mangue do rio Ipaneminha (25°04°44°°S
e 47°56°14’W) com o uso de tubos de policarbonato de 5 cm de diametro e 50 cm de
comprimento, acoplados a um amostrador para sedimentos marinhos (Cole Parmer Instrument —
ilustragdes no Anexo). As amostras foram estratificadas a cada 10 cm, sendo que no momento da
coleta foram medidos com aparelhos portateis os valores de pH e Eh em alguns pontos do perfil
(Tabela 4.1). As leituras finais de Eh, obtidas com um eletrodo de platina, foram corrigidas pela
adi¢do do potencial do eletrodo de referéncia de calomelano (+244 mV) enquanto as leituras de
pH foram obtidas com um eletrodo de vidro calibrado com solugdes padrao de pH 4,0 e 7,0. Os
teores de C, H, N e S das camadas de 0-10, 10-20, 20-40, 40-60, 60-80, 80-100 ¢ 100-120 cm
foram determinados (Tabela 4.2) em um analisador elementar FISONS (EA1108 CHNS-O) apds

secagem da amostra a 60°C até peso constante e maceracao em almofariz.



4.2.1.2 Extracdo do DNA
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Para a extragdo do DNA do solo, utilizou-se o kit FastDNA Spin for Soil (MP

Biomedicals) como descrito em detalhes no item 2.2.1.2.

Tabela 4.1 — Valores de pH e Eh em perfil de sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha

(Ilha do Cardoso, SP)

Profundidade (cm) pH Eh (mV)
0-10 7,2 -139
10-20 7,2 -174
20-40 7,1 -176
40-60 7,1 -166
60-80 7,0 -143
80-100 7,0 -161

Tabela 4.2 — Teores de C, H, N e S em perfil de sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha

(Ilha do Cardoso, SP)

C (%) H (%) N (%) S (%)
Profundidade (cm)
0-10 5,456 1,305 0,166 1,348
10-20 4,566 1,110 0,109 1,523
20-40 4,931 1,304 0,129 2,077
40-60 3,294 0,901 0,016 1,350
60-80 2,372 0,799 0,011 1,324
80-100 0,910 0,460 0,200 0,556
100-120 0,868 0,450 0,220 0,541
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4.2.1.3 PCR-DGGE

As condi¢des de amplificagdo do rDNA 16S de Bacteria e Archaea bem como as

condi¢des de DGGE e posterior andlise estdo descritas detalhadamente no item 2.2.1.3.
4.2.1.4 Bibliotecas de rDNA 16S

Para a amplificagdo inicial do rDNA 16S de Archaea do DNA total extraido das camadas
10-20 e 90-100 cm utilizou-se os iniciadores ARCH21f (5' TTC YGG TTG ATC CYG CCI GA
3") e ARCH958r (5' YCC GGC GTT GA(/C) TCC AAT T 3') (MOYER et al., 1998). Os
amplicons resultantes foram utilizados como moldes para uma nova amplificagdo com os
iniciadores ARCH21f (5' TTC YGG TTG ATC CYG CCI GA 3') e ARCHS519r (5' TTA CCG
CGG CKG CTG 3') (OVREAS et al., 1997). Os amplicons obtidos foram clonados e

sequenciados como descrito no item 3.2.1.3.

4.2.1.5 Analises das sequiéncias de rDNA 16S

A forma como as seqiiéncias de rDNA 16S foram processadas e analisadas, bem como os

programas utilizados estdo descritos item 3.2.1.4.

4.2.2 Resultados

A analise de agrupamento hierarquico dos amplicons de rDNA 16S de Bacteria a partir de
DGGE mostrou que as comunidades de Bacteria nas camadas 0-10 e 10-20 cm sdo mais similares
entre si do que aquelas observadas nas camadas mais profundas (Figura 4.1). Amplicons de
Bacteria nao foram detectados pelo método utilizado neste estudo a partir da profundidade 70-80
cm. A partir dessa profundidade ndo se observou também DNA nas amostras, apos eletroforese
cm gel de agarose e coloragdo com syber green (Figura 4.3).

Em contraste, amplicons de Archaea foram detectados em amostras das camadas até 100-
120 cm de profundidade. Esses dados sugerem que em camadas mais produndas do que 70-80 cm
as condigdes tornam-se limitantes para o crescimento de microrganismos, especialmente

bactérias. Da mesma forma as estruturas das comunidades de Archaea a partir da mesma
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profundidade apresentou alteragdes suficientes para diferencia-las das comunidades da camadas
superiores (Figura 4.2).

Correlagdes destas variagdes com alteracdes de pH e Eh ndo foram observadas, ja que
esses atributos mostraram-se relativamente constantes ao longo do perfil (Tabela 4.1). No
entanto, redugdes dos teores de C, H e S foram observadas nas camadas de 80-100 cm ¢ 100-120
cm, quando comparado com as camadas superiores (Tabela 4.2). Os teores de C nas camadas 60-
80 cm e 80-100 cm foram 56,6% e 83,3% menores em relagdo a camada 0-10 cm. Essa redugdo
no teor de C pode afetar o metabolismo microbiano e exercer papel fundamental na determinacao
da estrutura das comunidades microbianas.

Também se podem observar reducgdes de 60% a 75% nos teores de S das camadas de 80-
100 cm e 100-120 cm quando comparados com as camadas superiores (Tabela 4.2). Esta redugao
também pode ser importante para a determinagdo da estrutura das comunidades microbianas,
considerando a importancia deste elemento nos ciclos biogeoquimicos destes sedimentos.

A Tabela 4.3 mostra a afiliagdo filogenética das seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea das
camadas 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL), determinadas utilizando-se o RDP Classifier
(Confidence threshold — 95%), e a seqiiéncia mais similar encontrada no banco de dados do
NCBI. Pode-se observar que as seqiiéncias analisadas possuem relagdo com seqii€ncias obtidas
de ambientes marinhos, estuarinos ¢ sedimentares, possuindo alta similaridade com as mesmas
(Tabela 4.3). Grande parte das seqiiéncias foi classificada apenas no nivel de dominio. Na
camada mais superficial (MGCU) aproximadamente 75% das seqiiéncias classificadas como
Archaea foram classificadas também no filo Euryarchaeota (Figuras 4.3a e 4.3b). Duas
seqliéncias foram classificadas na classe Thermoprotei (MGCL067A ¢ MGCU102A), uma na
ordem Methanosarcinales (MGCUO057A), duas na familia Methanomicrobiaceae (MGCU132A ¢
MGCU105A), uma no género Methanosarcina (MGCUO76A) e uma no género Methanolobus
(MGCUO054A) (Tabela 4.3). Apenas duas seqiiéncias (MGCL039A ¢ MGCLO060), detectadas na
camada mais profunda, foram classificadas como pertencentes ao filo Crenarchaeota.
Aproximadamente 15% das seqiiéncias ndo foram classificadas com o RDP Classifier, apesar de
apresentarem similaridade com seqiiéncias encontradas em ambientes correlatos (Tabela 4.3). A
Figura 4.3a mostra que a freqiiéncia de seqiiéncias ndo classificadas ¢ maior na camada mais
profunda (MGCL). A Figura 4.3b mostra que a freqiiéncia de seqiiéncias classificadas no filo

Euryarchaeota ¢ 4,4 vezes maior na camada mais superficial (MGCU) do que na mais
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Figura 4.1 — Agrupamento hierarquico com base na separa¢do de amplicons de tDNA 16S de Bacteria por DGGE
em subamostras (cm) de perfil do fundo de canal de mangue do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP)
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Figura 4.2 — Agrupamento hierarquico com base na separagdo de amplicons de rDNA 16S de Archaea por DGGE
em subamostras (cm) de perfil do fundo de canal de mangue do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP)
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Figura 4.3 — DNA metagendmico extraido de amostras de sedimento de fundo de canal de mangue do Rio
Ipaneminha (Ilha do Cardoso — SP)

profunda (MGCL). Na camada mais profunda, a freqiiéncia de seqiiéncias ndo classificadas em
filos foi 3,2 vezes maior do que na camada mais superficial. Se o limite de confianca de 95% for
desconsiderado, a quantidade de seqiiéncias classificadas no filo Crenarchaeota aumenta
consideravelmente, principalmente na camada mais profunda (MGCL — Figura 4.4). Na figura
4.4 pode-se observar também que a maior freqiiéncia de seqiiéncias classificadas no filo
Euryarchaeota foram detectadas na subamostra mais superficial (MGCU) e que a maioria das
seqiiéncias ndo classificadas no dominio Archaea foram detectadas na camada mais profunda
(MGCL - Figura 4.4).

As estimativas de riqueza de de UTOs (Tabela 4.4) indicam que a diversidade de Archaea
nas duas profundidades ndo diferiram estatisticamente, muito embora tenha sido observada uma
tendéncia de maior riqueza de UTOs na camada mais profunda. Ja os indices de Shannon indicam
nao haver diferenca significativa, considerando os altos valores do intervalo de confianca (Tabela
4.4). A tabela 4.4 também mostra que, para a distancia evolutiva de 0,01, a cobertura de

amostragem foi de aproximadamente 48% e 36% das UTOs presentes em MGCU e MGCL,
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respectivamente. As estimativas de ntimero de filotipos de Archaea em fungdo da distancia
evolutiva mostra que a partir de uma distancia evolutiva de 0,05 riqueza de filotipos na camada
mais profunda (MGCL) ¢ significativamente maior, sugerindo que as estruturas das comunidades
sdo distintas (Figura 4.5).

A andlise das comunidades de Archaea utilizando-se o S-LIBSHUFF mostrou que as
mesmas significativamente diferentes nas camadas 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL), ja
que os valores de p calculados foram de 0,0000 para a comparagdo das curvas de cobertura
homoélogas de MGCU e MGCL (valores de p minimos de 0,005 e 0,025, para 1% e 5% de

probabilidade, respectivamente).

4.2.3 Discussao

Dos quatro filos de Archaea ja caracterizados (Crenarchaeota, Euryarchaeota,
Korarchaeota e Nanoarchaeota), apenas dois, Crenarchaeota e Euryarchaeota foram detectados
no sedimento do canal de mangue.

Arqueas do filo Crenarchaeota estdo presentes tanto em ambientes de temperaturas
extremas, de onde foram obtidos os primeiros isolados (BUCKLEY; GRABER; SCHMIDT,
1998), quanto em ambiente marinho, (DeLONG, 1992; FUHRMAN; McCALLUM; DAVIS,
1992, 1993; DeLONG et al., 1994, MASSANA et al.,, 1997), solos (UEDA; SUGA;
MATSUGUCHI, 1995; BINTRIM et al., 1997;), sedimento de 4gua doce (HERSHBERGER et
al., 1996; MacGREGOR et al., 1997, SCHLEPER; HOLBEN; KLENK, 1997) e sedimento
estuarino (KIM et al., 2005). O filo Euryarchaeota, também ubiquo na natureza, ¢ um grupo
bastante diversificado filogeneticamente e inclui microrganismos halofilicos, termofilicos e
metanogénicos, dentre outros (PESARO; WIDMER, 2002).

Ao contrario de bactérias, ndo se sabe ao certo quais as fungdes da maioria das arqueas
nos ambientes onde sdo encontradas. O grupo melhor caracterizado ¢ o dos metanogénicos,
classificados no filo Euryarchaeota. A produgido de metano (CHy) ocorre quando a degradagéo da
matéria organica ¢ feita em condigdes anodxicas e ocorre mais intensamente quando ndo ha
aceptores de elétrons preferenciais como NOs, Fe’™ e SO,7 (ACHTNICH et al, 1995;

JAKOBSEN et al., 1981). Os aceptores finais passam a ser moléculas organicas de baixa massa



Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Continua)

Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente
MGCUO007A ND® 88,2 5E-120 AB109881.1 NUNOURA et al., 2005 (np)*’ Archaea — sedimento
MGCUO51A Euryarchaeota 96,4 0 AB177232.1 INAGAKI et al., 2006 procariotos — sedimento ocednico
MGCLI116A Archaea 98,3 2,00E-169 AB177263.1 *8

MGCLO07A Archaea 94,6 2,00E-174

MGCLO034A ND 90,5 2,00E-133

MGCLO037A Archaea 96,8 0

MGCLO38A Archaea 97,6 0 AB177272.1

MGCLO75A Archaea 97,2 0

MGCLO09%4A Archaea 98,0 0

MGCLO098A Archaea 97,8 0

MGCLO14A ND 93,5 6,00E-164 AB177274.1

MGCLO073A Archaea 93,1 1,00E-151 AB237742.1 SHIMIZU et al., 2005 (np) procariotos — agua subsuperficial
MGCLO077A Archaea 95,4 5,00E-175

MGCLI114A Archaea 97,7 0
MGCU092A Archaea 86,6 6E-144 AF005765.2 CHANDLER et al., 1998 procariotos — solo subsuperficial
MGCUI118A Euryarchaeota 96,6 0 AF015971.2 MUNSON, 1997 (np) Archaea — salt marsh
MGCUI120A Euryarchaeota 97,0 0
MGCU139A Euryarchaeota 95,5 0
MGCUI130A Euryarchaeota 96,0 0 AF142981.1 BOWMAN et al., 2000 procariotos — sedimento andxico antartico
MGCUI147A ND 76,9 SE-36
MGCUI132A  Methanomicrobiaceae 97,5 0 AF220337.1 ORPHAN et al, 2000 procariotos — reservatorios de petroleo
MGCU105A  Methanomicrobiaceae 93,8 0 AF220338.1

MGCLO13A ND 91,9 3,00E-97 AJ131274.1 JURGENS et al., 2000 Archaea — lago de floresta
MGCUO12A Euryarchaeota 95,5 0 AJ294857.1 BREHMER, 2000 (np) Archaea — sedimento oceénico
MGCU106A 97,6 0

MGCLO003A Archaea 95,8 0

MGCLO12A Archaea 95,5 1,00E-180

MGCLO16A Archaea 95,5 1,00E-180

MGCLO18A Archaea 95,8 0

MGCLO024A ND 89,1 6,00E-55
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Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente
MGCLO028A Archaea 94,2 0 AJ294865.1
MGCLO31A Archaea 96,2 0
MGCLO033A ND 88,4 2,00E-128
MGCLO65A Archaea 93,3 2,00E-159
MGCL108A Archaea 90,6 5,00E-135
MGCUI116A Euryarchaeota 98,4 1E-150 AJ556515.1 WU; FRIEDRICH; CONRAD, 2006 metanogénicos — solos temperados anoxicos
MGCUO082A Archaea 95,8 0 AJ578146.1 KNITTEL et al., 2005 metanotréficos - marinho
MGCLO04A Archaea 93,6 3,00E-167 AJ579323.1
MGCLO0SA ND 91,0 5,00E-105
MGCLO09A ND 90,5 5,00E-120
MGCLO10A ND 88,4 4,00E-96
MGCLO11A ND 90,9 5,00E-110
MGCLO17A Archaea 92,0 5,00E-155
MGCLO19A ND 91,5 2,00E-138
MGCLO020A ND 90,3 5,00E-120
MGCLO032A Archaea 95,2 0
MGCLO036A Archaea 95,0 1,00E-175
MGCLO046A Archaea 95,2 0
MGCLI112A Archaea 94,8 0
MGCLO002A ND 94,4 3,00E-62 AJ579325.1
MGCLO026A ND 91,6 3,00E-52
MGCUO023A Euryarchaeota 99.4 0 AJ579728.1 SHAO et al., 2004 Archaea — sedimento de psicultura
MGCUO069A Euryarchaeota 99,5 0
MGCUO88A Euryarchaeota 99,6 0
MGCU100A Euryarchaeota 99,8 0
MGCUI11A Euryarchaeota 99,6 0
MGCUI133A Euryarchaeota 98,7 0
MGCU140A Euryarchaeota 99,8 0
MGCU110A Euryarchaeota 99,4 0
MGCUO003A Euryarchaeota 98,3 0
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Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente

MGCUO13A Euryarchaeota 98,0 0

MGCUO024A Euryarchaeota 98,1 0

MGCUO025A Euryarchaeota 97,9 0

MGCUO036A Euryarchaeota 98,3 0

MGCUO037A Euryarchaeota 98,3 0

MGCUO066A Euryarchaeota 98,5 0

MGCUO068A Euryarchaeota 98,5 0 AJ579729.1
MGCUO074A Euryarchaeota 96,6 0

MGCUO090A Euryarchaeota 98,1 0

MGCUO095A Euryarchaeota 98,7 0

MGCUI104A Euryarchaeota 98,0 0

MGCU113A Euryarchaeota 99,1 0

MGCUI115A Euryarchaeota 97,9 0

MGCU142A Euryarchaeota 98,0 0

MGCUI143A Euryarchaeota 98,0 0

MGCU137A Euryarchaeota 98,3 0 AJ579730.1
MGCUO076A Methanosarcina 99,2 0 AJ579734.1
MGCUO38A Euryarchaeota 98,5 0

MGCU042A Euryarchaeota 99,3 0

MGCUO049A Euryarchaeota 99,3 0

MGCUO050A Euryarchaeota 99,0 0

MGCUO060A Euryarchaeota 98,5 SE-165

MGCUO061A Euryarchaeota 99,3 0 AJ579735.1
MGCUO073A Euryarchaeota 98,8 0

MGCUO096A Euryarchaeota 99,3 0

MGCU107A Euryarchaeota 99,0 0

MGCU144A Euryarchaeota 94,8 SE-175

MGCU154A Euryarchaeota 99,5 0

MGCUO006A Euryarchaeota 97,0 0 AJ579743.1
MGCUO079A Euryarchaeota 87,6 1E-125
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Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente
MGCUO028A Archaea 94,3 3E-172 AJ579748.1
MGCUO094A Archaea 96,4 0
MGCUO045A Archaea 98,8 0 AJ579755.1
MGCUI124A ND 95,9 0 AJ579756.1
MGCUO075A ND 96,9 0 AJ579760.1
MGCLO072A ND 94,6 7,00E-39 AJ583424.1 SELENSKA-POBELL, 2003 (np) procariotos — mina de Uranio
MGCLO047A ND 92,6 8,00E-29 AJ867799.1 PARKES et al., 2005 procariotos — sedimento oceanico
MGCL106A Archaea 94,9 2,00E-79
MGCLO039A Crenarchaeota 96,8 5,00E-130
MGCLO043A Archaea 92,8 1,00E-130 AJ867801.1
MGCLO58A ND 89,5 9,00E-63
MGCUI122A Archaea 97,0 0 AJ969762.1 WALSH; PAPKE; DOOLITTLE, 2005 Archaea — solo salino
MGCUI123A Archaea 97,2 0 AJ969795.1
MGCLO68A Archaea 93,4 1,00E-101 AY093450.1 REED et al., 2002 procariotos — sedimento oceanico
MGCLO091A Archaea 99,5 0
MGCLO049A Archaea 94,5 3,00E-172
MGCLO50A Archaea 95,2 8,00E-178
MGCLO53A Archaea 95,5 1,00E-180
MGCLO062A Archaea 95,0 3,00E-177
MGCLO067A Thermoprotei 95,3 6,00E-179
MGCLO71A Archaea 93,1 2,00E-154 AY093451.1
MGCLO83A Archaea 95,3 6,00E-179
MGCLO090A Archaea 94,1 3,00E-157
MGCLO097A Archaea 93,9 2,00E-149
MGCLI122A Archaea 95,3 2,00E-178
MGCLO078A ND 92,1 2,00E-94 AY093454.1
MGCLI119A Archaea 93,3 1,00E-120
MGCUO009A ND 95,8 0 AY166033.1 SCHRENK et al., 2003 procariotos — fonte hidrotermal oceanica
MGCUO098A ND 95,1 2E-178
MGCLO023A ND 90,0 7,00E-114 AY323217.1 GIRGUIS et al., 2003 metanotroficos - biorreator
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Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente
MGCUO019A Euryarchaeota 96,00 0
MGCUO027A Euryarchaeota 97,4 0
MGCUO56A Euryarchaeota 98,0 0
MGCUO065A Euryarchaeota 98,0 0
MGCUO077A Euryarchaeota 97,9 0 AY323220.1
MGCUO85A Euryarchaeota 95,3 0
MGCUO86A Euryarchaeota 98,1 0
MGCU114A Euryarchaeota 97,6 0
MGCUI129A Euryarchaeota 98,5 0
MGCUI135A Euryarchaeota 98,5 0
MGCUI136A Euryarchaeota 96,7 0 AY341270.1 ELSHAHED et al., 2004 Archaea — fontes hidrotermais
MGCU152A Euryarchaeota 97,7 0
MGCUIS5A Euryarchaeota 97,7 0
MGCUIS51A Euryarchaeota 85,6 3E-112 AY341286.1
MGCUO070A Euryarchaeota 97,4 0 AY396628.1 KIM et al., 2005 Archaea — sedimento estuarino
MGCUO052A Euryarchaeota 94,8 1E-175 AY396630.1
MGCUI126A Euryarchaeota 99,5 0
MGCUO020A Euryarchaeota 98,2 0 AY396635.1
MGCU109A Archaea 98,1 0 AY396704.1
MGCLO56A Archaea 93,0 6,00E-164 AY591991.1 HEIS; Van der WIELEN; FORNEY, 2004 (np) procariotos — sedimento vulcanico
MGCLO55A Archaea 92,0 4,00E-151
MGCLO095A ND 92,4 3,00E-62 AY592480.1
MGCL104A ND 96,2 5,00E-105
MGCLI123A ND 92,4 1,00E-66
MGCUO39A Euryarchaeota 97,7 0 AY781367.1 HONG; GUO, 2004 (np) procariotos - sedimento
MGCUO55A Euryarchaeota 97,0 0
MGCU148A Euryarchaeota 97,08 0
MGCUO17A ND 79,4 1E-37 AY781369.1
MGCUO057A Methanosarcinales 97,8 0 AY970347.1 MA; LIU; DONG, 2006 Methanosaeta harundinace- metanogénico-bioreator
MGCLO089A ND 83,6 5,00E-95 CP000086.1 KIM et al., 2005 Bacteria - patogenica em planta (?)
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Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente
MGCLO092A ND 78,0 0 CP000267.1 COPELAND et al., 2006 (nd) Rhodoferax ferrireducens — genoma (?)
MGCUO15A Euryarchaeota 94,0 0 DQ103669.1 SORENSEN et al., 2005 procariotos — fonte hipersalina
MGCUI125A Euryarchaeota 95,6 0
MGCUO14A Euryarchaeota 98,5 0 DQ129982.1 JIANG et al., 2006 procariotos — lago hipersalino
MGCUI128A Archaea 87,9 8E-148 DQ190088.1 STRAP; COLWELL; CRAWFORD, 2005 (np) procariotos - aquifero
MGCU149A ND 87,9 8E-148
MGCLO35A ND 90,0 2,00E-109 DQ301913.1 CADILLO-QUIROZ et al., 2006 metanogénicos — perfil de solo
MGCL029A ND 80,0 3,00E-67 DQ301964.1 LEVER et al., 2005 (np) Archaea — sedimento oceanico
MGCLO61A Archaea 88,4 1,00E-111
MGCUO029A ND 88,8 1,00E-135
MGCUO046A ND 90,8 2,00E-168 DQ301971.1
MGCUO81A ND 90,8 2,00E-168
MGCLO044A Archaea 96,5 0 DQ301982.1
MGCL102A Archaea 95,2 2,00E-178
MGCLO045A Archaea 97,8 0
MGCLO069A Archaea 97,8 0
MGCLO070A Archaea 94,6 1,00E-170
MGCLO81A Archaea 97,5 0 DQ301984.1
MGCLO86A Archaea 96,5 0
MGCLO87A Archaea 93,3 5,00E-160
MGCLO096A Archaea 93,7 3,00E-152
MGCLI121A Archaea 97,5 0
MGCLO059A Archaea 95,8 0
MGCLO60A Crenarchaeota 95,8 0
MGCLO64A ND 90,8 2,00E-148 DQ30199%4.1
MGCLO066A Archaea 96,3 0
MGCLO084A Archaea 96,0 0
MGCLI101A Archaea 96,5 0
MGCUO033A ND 95,0 1E-176 DQ302020.1 BIDDLE et al., 2006 Archaea — sedimento subsuperficial
MGCLO021A Archaea 96,3 0 DQ363752.1 YAN; HONG, 2006 (np) Archaea — solo de mangue
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Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Continuagao)

Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente
MGCLO040A ND 94,4 4,00E-136
MGCLO057A Archaea 98,3 0
MGCLO063A Archaea 96,9 1,00E-151
MGCLO79A Archaea 96,0 0
MGCLO082A Archaea 95,5 0
MGCLO093A Archaea 99,0 0
MGCUO001A Archaea 96,3 0 DQ363774.1
MGCUO021A Archaea 99,6 0 DQ363790.1
MGCUO31A Archaea 98,6 0 DQ363796.1
MGCUO002A Archaea 97,2 0
MGCUO030A Archaea 97,5 0 DQ363799.1
MGCU141A Archaea 96,2 0
MGCUO078A Archaea 95,2 0 DQ363800.1
MGCUO004A Archaea 98,8 0
MGCUO005A Archaea 98,8 0
MGCUO11A Archaea 99,5 0
MGCUO18A Archaea 97,7 0
MGCUO062A Archaea 98,5 0 DQ363802.1
MGCUOS0A Archaea 98,4 0
MGCUO87A Archaea 99,2 0
MGCUO089A Archaea 99,5 0
MGCU112A Archaea 99,3 0
MGCU138A Archaea 93,1 2E-163
MGCU102A Thermoprotei 99,3 0 DQ363806.1
MGCUO093A Archaea 97,0 0 DQ363809.1
MGCUO040A Archaea 94,3 1E-171 DQ363821.1
MGCUO032A Archaea 99,0 0
MGCUO097A Archaea 98,0 0 DQ363828.1
MGCU103A Archaea 99,0 0
MGCUO35A Euryarchaeota 97,2 0 DQ363831.1
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Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente
MGCUO59A Euryarchaeota 99,3 0
MGCUO026A Euryarchaeota 95,9 0 DQ363833.1
MGCUO048A 96,6 0
MGCLO001A Euryarchaeota 93,2 5,00E-130
MGCLO0SA Euryarchaeota 96,8 0
MGCLO022A Euryarchaeota 92,1 3,00E-152
MGCLO025A Euryarchaeota 96,3 0
MGCLO052A Euryarchaeota 97,0 0
MGCLO54A ND 93,6 9,00E-113
MGCLO074A ND 97,9 3,00E-87
MGCLO76A Euryarchaeota 97,0 0
MGCLO080A Euryarchaeota 95,5 0
MGCLO8SA Euryarchaeota 95,5 0 DQ363834.1
MGCL099A Euryarchaeota 94,1 5,00E-150
MGCL109A Euryarchaeota 95,5 5,00E-170
MGCLI110A Euryarchaeota 93,8 2,00E-168
MGCL113A Euryarchaeota 96,8 0
MGCLI115A Euryarchaeota 97,0 0
MGCLI17A ND 94,9 2,00E-69
MGCLI118A Archaea 98,4 7,00E-124
MGCL120A Euryarchaeota 96,6 0
MGCUO10A Euryarchaeota 96,8 0
MGCUO16A Euryarchaeota 97,0 0
MGCUO022A Euryarchaeota 98,3 0
MGCUO043A Euryarchaeota 98,5 0
MGCUO064A Euryarchaeota 95,5 5E-180
MGCU072A Euryarchaeota 97,0 0 DQ363835.1
MGCU099A Euryarchaeota 98,5 0
MGCU119A Euryarchaeota 98,3 0
MGCUI21A Euryarchaeota 97,0 0
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Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Continuagao)
Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente
MGCUI131A Euryarchaeota 98,0 0
MGCU145A Euryarchaeota 97,5 0
MGCUO041A Euryarchaeota 96,8 0 DQ363836.1
MGCUO053A Euryarchaeota 97,2 0
MGCUOS8A Euryarchaeota 99,5 0
MGCU108A Euryarchaeota 95,2 5E-175 DQ363837.1
MGCUI117A Euryarchaeota 98,9 0
MGCU146A Euryarchaeota 98,5 0
MGCUO08A Euryarchaeota 98,7 0
MGCUO034A Euryarchaeota 98,3 0
MGCUO047A Euryarchaeota 98,5 0
MGCUO063A Euryarchaeota 98,7 0
MGCUO071A Euryarchaeota 98,8 0 DQ363838.1
MGCUO83A Euryarchaeota 98,3 0
MGCUO84A Euryarchaeota 98,7 0
MGCU101A Euryarchaeota 98,1 0
MGCUI134A Euryarchaeota 98,8 0
MGCU150A Euryarchaeota 98,8 0
MGCUIS3A Euryarchaeota 97,9 0
MGCUO067A Euryarchaeota 96,3 0 DQ363844.1
MGCLO006A ND 91,1 6,00E-25 DQ441512.1 KVIST; AHRING; WESTERMANN, 2006 (np) Archaea — fonte hidrotermal
MGCLO048A Archaea 96,8 0 DQ469168.1 HU; ZENG; JIAO, 2006 (np) Archaea - marinho
MGCLI107A Archaea 95,1 2,00E-133
MGCLI11A Archaea 92,2 2,00E-85
MGCUO054A Methanolobus 96,2 0 U20155.2 BOONE; WHITMAN; WOESE, 1995 (np) Methanolobus vulcani-metanogénico-sedimento
MGCUI127A Archaea 87,4 3E-122 U77574.1 SCHLEPER; HOLBEN; KLENK, 1997 Crenarchaeota — sedimento de lago
MGCUO044A ND Nao encontrado - - - -
MGCUO091A ND
MGCLO15A ND
MGCLO027A ND
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Tabela 4.3 — Classifica¢@o taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea encontradas em sedimento do fundo de um canal do manguezal do rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) nas
profundidades 10-20 cm (MGCU) e 90-100 cm (MGCL)

(Conclusdo)
Seqiiéncia Classificagao*' D (%)** e-value*’ Acesso** Autor*® Organismo / Ambiente
MGCLO030A ND
MGCLO041A ND
MGCLO042A ND
MGCLO51A ND
MGCLI100A ND
MGCLI103A ND
MGCL105A ND
MGCLI124A ND

*1 — Menor taxon definido com o RDP Classifier do RDP (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) com nivel maximo de restricdo (Confidence threshold — 95%);
*2 — Valor de identidade entre as seqiiéncias estudada e a de maior similaridade no banco de dados; *3 — e-value entre as seqiiéncias estudada e a de maior
similaridade no banco de dados; *4 — Numero de acesso da seqiiéncia de maior similaridade no banco de dados; *5 — Autores do trabalho do qual se originou a
seqiiéncia de maior similaridade; *6 — Ndo determinado; *7 — Trabalho ndo publicado; *8 — A linha em branco representa a repetigdo da linha anterior
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Figura 4.3 — Freqiiéncia relativa de seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea (A) e de filos (B) nas camadas 10-20 cm
(MGCU) e 90-100 cm (MGCL) de sedimento do fundo de canal de mangue. As seqiiéncias foram
classificadas com o Classifier do RDP com limite de confidéncia de 95%
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Figura 4.4 — Freqliéncia relativa de seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea (A) e de filos (B) nas camadas 10-20 cm
(MGCU) e 90-100 cm (MGCL) de sedimento do fundo de canal de mangue. As seqiiéncias foram

classificadas com o Classifier do RDP desconsiderando-se valor de limite de confidéncia.



Tabela 4.4 — Indices de diversidade de Archaea e estimativas de namero de UTOs e cobertura de amostragem para as subamostras 10-20 cm (MGCU) e 90-100
cm (MGCL) de sedimento de perfil do fundo de canal de mangue

Comunidade NS NU Estumativa de UTOs indices de Diversidade ECA
ACE Chaol Shannon® 1/D®

D =0.01
MGCU 155 101 387 (256; 631) 347 (225; 591) 4,3 (4,16; 4,45) 44,6 (29,8; 88,5) 0,484
MGCL 124 89 1196 (463; 3365) 1156 (438; 3351) 4,2 (4,04; 4,36) 422 (31,8; 62,8) 0,355
D =0.03
MGCU 155 73 362 (197, 746) 334 (178; 723) 3,73 (3,55; 3,91) 23,7 (18,3; 33,8) 0,639
MGCL 124 76 637 (287; 1564) 604 (266; 1546) 3,93 (3,75; 4,11) 30,6 (23,7; 43,6) 0,476

a . . ’ ’ . . . J oA . “A .
Estimador de maxima semelhanca. "Reciproco do indice de Simpson — estimador de maxima semelhanca. “Todas as seqiiéncias de solo de mangue. “Todas as seqiiéncias de solo
de marisma. NU, numero de UTOs. ECA, estimativa de cobertura de amostragem. Valores entre parénteses representam o intervalo com 95% de confianga
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Figura 4.5 — Numero de filotipos de Archaea estimado para diferentes distincias evolutivas nas camadas 10-20 cm

(MGCU) ¢ 90-100 cm (MGCL) do fundo de canal de mangue utilizando-se o estimador ndo-
paramétrico Chaol. As barras representam o intervalo com 95% de confianca

molecular como acetato (reacdo 1), provenientes da atividade anaerobia de muitas espécies de

procariotos, inclusive Archaea, e o CO; (reagdo 2).

CH;COOH — CH,4 + CO, (1)
C02 + 4H2 — CH4 + 2H20 (2)

Apesar de ricos em sulfatos, atividade metanogénica e os microrganismos responsaveis
por ela, tém sido detectados em sedimentos marinhos (OREMLAND; MARSH; POLCIN, 1982;
SENIOR et al., 1982; MUNSON; NEDWELL; EMBLEY, 1997;). Segundo Munson, Nedwell e
Embley (1997), nestes ambientes existe uma competi¢do nos ultimos passos da mineralizagao dos
compostos organicos de baixa massa molecular por organismos metanogénicos e sulfato

redutores, respectivamente, sendo a prevaléncia de uma via ou outra regulada pela quantidade de
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sulfato presente (MARTENS; BERNER, 1974; WINFREY; ZEIKUS, 1977; ABRAM;
NEDWELL, 1978; SCHONHEIT; KRISTJANSSON; THAUER, 1982; CAPONE; KIENE,
1988). A manutencao da produg¢do de CH4 no caso dos ambientes ricos em sulfatos pode ser
garantida pela capacidade de espécies de metanogénicas utilizarem substratos alternativos, nao
utilizados pelas bactérias sulfato-redutoras, como metanol, metilaminas e metionina
(OREMLAND; MARSH; POLCIN, 1982; WINFREY; WARD, 1983; KING, 1984;). Como
exemplo, pode-se citar a espécie Methanosarcina acetivorans, a qual utiliza preferencialmente o
acetato, podendo utilizar também metanol e metilaminas como fonte de C (SOWERS; BARON;
FERRY, 1984). Essa capacidade metabodlica poderia explicar a elevada freqiiéncia de seqiiéncias
de rDNA 168 classificadas no filo Euryarchaeota (Figuras 4.3 e 4.4) e, mais especificamente, em
grupos metanogénicos, apesar da presenca de aceptores alternativos intermediarios como sulfatos
e Fe’ neste ambiente (capitulos 2 e 3). Aproximadamente 77% das seqiiéncias de MGCU foram
classificadas no filo Euryarchaeota (Figura 4.4). Destas, aproximadamente 74% e 26% sdo de
arqueas metanogénicas (classes Methanomicrobia e Methanobacterium) e ndo-metanogénicas
(classe Thermoplasmata), respectivamente. Aproximadamente 27% das seqiiéncias de MGCL
foram classificadas no filo Euryarchaeota (Figura 4.4). Destas, aproximadamente 33% e 67% sdo
de arqueas metanogénicas (classes Methanomicrobia e Methanobacterium) e ndo-metanogénicas
(classe Thermoplasmata), respectivamente. Estes resultados indicam uma diminui¢do da
freqiiéncia de seqiiéncias tanto de Euryarchaeota como dos seus representantes metanogénicos
com a profundidade. Em um trabalho de analise da varia¢do das comunidades de Archaea e, mais
especificamente, de metanogénicos em um perfil de solo acido saturado, Cadillo-Quiroz et al.
(2006) encontraram as maiores diferencas na estrutura das comunidades de arqueas a partir de 40
cm de profundidade, onde o pH sofre um pequeno aumento e a quantidade de matéria organica
facilmente degradavel passa a ser menor. Segundo os autores, apesar de ndo haver grande
variagao do numero de seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea, as amostras de 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).

As analises de amplicons do rDNA 16S por DGGE e LIBSHUFF mostraram alteracdes

das estruturas das comunidades de Archaea quando comparou-se MGCU e MGCL. O aumento
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da freqiiéncia de seqiiéncias de Crenarchaeota, de 23% para 67%, em MGCL indica que a
composi¢do da comunidade de Archaea pode estar sofrendo alteragdes ja no nivel de filo.

Os valores de pH e Eh no perfil de sedimento ndo apresentaram variagdes significativas
(Tabela 4.1) que pudessem explicar as alteragcdes das estruturas das comunidades de procariotos.
No entanto, a diminui¢do dos teores de C com a profundidade foi elevada (Tabela 4.2), e pode
estar associada com as alteragdes das estruturas das comunidades de arqueas observadas. Estudos
mais detalhados das fracdes organicas presentes nas duas condi¢cdes sdo necessarios para
determinar seu efeito na estruturagdo das comunidades de procariotos.

E possivel que a estruturagio das comunidades de procariotos nos sedimentos seja
determinada por eventos contemporaneos em superficie e por eventos historicos em
profundidade, ja que o sedimento superficial pode sofrer maiores variagdes de atributos fisico-
quimicos devido a eventos como ciclos de inundagdo e adigdo e transformagdo de material
organico quando comparado com sedimento das camadas mais profundas. No entanto, estudos

mais detalhados devem ser feitos para testar esta hipotese.

4.3 Conclusoes

Microrganismos do dominio Archaea foram detectados no sedimento de mangue ao longo
de todo o perfil estudado, até 120 cm abaixo do leito de canal, enquanto que Bacteria foi
detectada até a profundidade de 60-70 cm.

As estruturas das comunidades de Archaea variaram significativamente em fungdo da
profundidade do sedimento, sem aumento significativo da diversidade, havendo dominancia de
Euryarchaeota nas camadas mais superficiais ¢ de Crenarchaeota nas camadas mais profundas.

As variacdes das estruturas das comunidades de procariotos observadas podem estar
relacionadas com alteragdes de quantidade e composicao quimica da matéria organica.

Os sedimentos de mangue possuem grande diversidade de Archaea, sendo a grande
maioria desta diversidade ainda ndo caracterizada.

Grande parte das seqiiéncias de rDNA 16S de Archaea detectadas nos sedimentos de
mangue possuem alta similaridade com seqii€éncias encontradas em sedimentos de outros sistemas

estuarinos.
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5 ESTRUTURA DAS COMUNIDADES DE PROCARIOTOS E DIVERSIDADE DE
BACTERIA EM UM PERFIL DE SOLO DE MARISMA

Resumo

Estrutura das comunidades de procariotos e diversidade de Bacteria em um perfil de solo
de marisma

Microrganismos do dominio Bacteria desempenham um papel central em processos
biogeoquimicos que ocorrem em solos de ambientes estuarinos como os de marisma.
Determinagdes das estruturas das comunidades e de diversidade de Bacteria podem ocorrer em
fun¢do das diferentes condi¢des fisico-quimicas dos solos, refletindo na configuragdo dos
processos biogeoquimicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar as variagdes das estruturas das
comunidades de procariotos e diversidade de Bacteria em um perfil de solo de marisma com
diferentes condicdes fisico-quimicas. Foram coletadas quatro subamostras, nas camadas de 0-38
cm, 38-78 cm, 78-108 cm e 108-130 cm, representando as camadas oxica/subdxica (OS),
suboxica (SO), subodxica com coloragao indicativa de presenga de oxidroxidos de ferro (Fe) e
anoxica (An). Amplicons de rDNA 16S de Bacteria e Archaea da subamostra de cada camada
foram analisadas em DGGE. O rDNA 16S de Bacteria das amostras das camadas OS e An foi
parcialmente seqiienciado. As estruturas das comunidades de Bacteria e Archaea das camadas do
solo de marisma apresentaram variagdes. As estruturas das comunidades de Bacteria das
subamostras oOxica/subdxica e andxica sdo estatisticamente diferentes pela andlise com o
LIBSHUFF. O solo estudado apresenta grande diversidade de Bacteria, sendo grande parte desta
ainda ndo caracterizada. Bactérias das ordens Desulfobacterales, Desulfovibrionales e
Desulfuromonales podem estar relacionadas com a atividade de sulfato-redugdo e formagdo de
pirita na camada anaerdbia do perfil do solo de marisma estudado.

Palavras-chave: marisma; solo; diversidade microbiana; microrganismos; Bacteria; rDNA 16S;
DGGE.
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Abstract
Structure of procaryotic communities and bacterial diversity in a marisma soil profile

Bacterial communities participate in biogeochemicals processes that occurs in soils of
estuarine ecosystems like marisma. Determinations of the bacterial communities structures and
diversity can occur in function of different physico-chemical conditions, reflecting in the
biogeochemical processes. The aim of this work was to evaluate variations in prokaryotic
communities structures and diversity in a marisma soil profile with different physico-chemical
conditions. Four samples was collected in depths 0-38 cm, 38-78 cm, 78-108 cm and 108-130
cm, representing oxic/suboxic (OS), suboxic (SO), suboxic with visual presence of Fe
oxidroxides (Fe) and anoxic (An) layers. Bacterial and archaeal rDNA 16S amplicons of each
layer was analysed with DGGE. Bacterial and archaeal rDNA 16S amplicons of OS and An was
partial sequenced. Bacterial and archaeal communities structures show variations with depth. S-
LIBSHUFF analysis showed that bacterial and archaeal communities structures of OS and An are
statistically different. The soil studied have great unknown bacterial diversity. The orders
Desulfobacterales, Desulfovibrionales and Desulfuromonales can participate of sulfate-reduction
activity and formation of pirite in anoxic layer.

Keywords: marisma; soil; microbial diversity; microorganisms; Bacteria; rDNA 16S; DGGE.
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5.1 Introducéo

A organizagao e funcionamento das comunidades microbianas governam varios processos
bioquimicos nos solos como formag¢ao de humus, ciclagem de C, N e S, dentre outros (LYNCH;
BRAGG, 1985). Alguns dos processos que envolvem as reagdes de oxi-reducdo de Fe e S sdo
especialmente importantes em solos de ecossistemas estuarinos como as marismas.

Estes solos, por estarem sob influéncia de ciclos de inundacdo de marés, apresentam
grandes variacdes de potencial de oxi-reducdo. Ao longo de um perfil de solo variando de 6xico
para anoxico, diferentes processos biogeoquimicos podem a forma como a matéria organica sera
utilizada pelos microrganismos e, consequentemente, a estrutura das suas comunidades.

Apesar de varios estudos terem sido realizados em solos e sedimentos de ecossistemas
estuarinos (BUCHAN et al., 2003; LANOIL et al., 2005; PURDY et al., 2002; SMITH et al.,
2004), a microbiota de solos de marisma ainda ¢ pouco conhecida, bem como o sdo as relagdes
entre as comunidades microbianas estabelecidas e os processos biogeoquimicos predominantes.
Além disso, estes ambientes pouco estudados podem ser considerados um grande banco genético
para as pesquisas e desenvolvimento de novos produtos biotecnoldgicos, considerando que os
microrganismos representam as formas de vida mais abundantes e diversificadas do planeta,
detendo a maior proporg¢ao da diversidade genética existente (LAMBALIS et al., 2005).

Técnicas moleculares baseadas na analise do DNA extraido diretamente do ambiente tém
facilitado estudos de caracterizacdo da diversidade das comunidades microbianas, necessarios
para o entendimento dos processos biogeoquimicos ou para utilizagdo biotecnologica
(BENLLOCH; MARTINEZ-MURCIA; RODRIGUEZ-VALERA, 1995; LAMBALIS et al., 2005).
Aliadas aos avancos da bioinformatica e dos métodos de analise estatistica, estas técnicas t€m se
mostrado cada vez mais promissoras para estudos de diversidade microbiana em diferentes
ambientes (TORSVIK; @VREAS, 2002). Estudos de caracteriza¢io de estrutura de comunidades
de procariotos podem ser feitos utilizando-se a variabilidade nas sequéncias do rDNA 16S, que
pode ser avaliada através de eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante
(DGGE) (MUYZER; WAAL; UITTERLINDEN, 1993) e sequenciamento, para estudos mais
detalhados de diversidade (CHELIUS; TRIPLETT, 2001; DERAKSHANI; LUKOW, LIESACK,
2001; LAMBALIS et al., 2005).



120

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes das estruturas das comunidades de
Bacteria e Archaea em solo de marisma de diferentes profundidades, onde processos
biogeoquimicos distintos ocorrem, bem como a caracteriza¢ao da diversidade de sua comunidade

de Bacteria.
5.2 Desenvolvimento
5.2.1 Material e métodos
5.2.1.1 Area de estudo e amostragem

Foram coletadas amostras em quatro camadas de um perfil de solo de marisma nas
profundidades de 0-38 cm, 48-78 cm, 78-108 cm e 108-130 cm, que representam as camadas
oxica/suboxica (OS), subdxica (SO), subdxica com coloracdo indicativa da presenca de

oxidréxidos de Fe (Fe) e anoxica (Na), respectivamente (informagao pessoal — Xosé Luis Otero,

Universidade de Santiago de Compostela) (ilustracdes no Anexo).

5.2.1.2 Extracdo do DNA

Para a extragdo do DNA do solo, utilizou-se o kit FastDNA Spin for Soil (Biol101, Vista,

California) como descrito no item 2.2.1.2

5.2.1.3 PCR-DGGE

As condigdes de amplificagdo do rDNA 16S de Bacteria e Archaea bem como as

condi¢des de DGGE e posterior analise estdo descritas no item 2.2.1.3.

5.2.1.4 Bibliotecas de rDNA 16S

Para a construgdo de bibliotecas de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria das amostras das

camadas oOxica/subodxica (0-38 cm) e anodxica (108-130 cm) foram utilizados os iniciadores
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PRBA63f (5" GGA TCC CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC 3") (MARCHESI et al., 1998) e
UNS518r (5' ATT ACC GCG GCT GCT GG 3') (QVREAS et al., 1997) na PCR. Os amplicons

obtidos foram clonados e sequenciados como descrito no item 3.2.1.3.

5.2.1.5 Analises das seqiiéncias de rDNA 16S

A forma como as seqiiéncias de rDNA 16S foram processadas e analisadas, bem como as

ferramentas utilizadas estdo descritas no item 3.2.1.4.

5.2.2 Resultados

A analise de agrupamento hierarquico com base nos amplicons de rDNA 16S de Bacteria
¢ Archaea detectados apos DGGE ¢ apresentada na figura 5.1a e 5.1b, respectivamente. Os dados
mostram que a estrutura das comunidades de bactéria e arqueas nas camadas OS e SO sdo mais
similares entre si do que em relacdo as camadas Fe e An, as quais também apresentam maior
nivel de similaridade entre si. Esta alteracdo ao longo do perfil pode ser facilmente visualizada no
DGGE de rDNA 16S de Archaea (Figura 5.1b), havendo aumento do nimero de bandas
representando amplicons ricos em G+C nas regides mais andxicas.

A andlise das seqiiéncias do rDNA 16S das comunidades de Bacteria das camadas OS e
An revelou que 28,7% e 45,6% das seqiiéncias, respectivamente, ndo puderam ser classificadas
no nivel de filo (Tabela 5.1). Do total de 176 seqiiéncias de rDNA 168, 36,4% nao chegaram a
ser classificadas ao nivel de filo, sendo que quatro, pertencentes a subamostra da camada An
(MRPL), ndao foram classificadas no dominio Bacteria, e podem representar bactérias
filogeneticamente divergentes das atualmente classificadas nesse dominio, ja que a andlise pelo
Chimera Check do RDP ndo revelou tratar-se de quimeras. A Tabela 5.2 mostra a afiliagdo
filogenética feita utilizando-se o RDP Classifier para as seqiliéncias nao classificadas em filos
pelo RDPquery. Pode-se observar que as seqiiéncias, com poucas excegdes, possuem
similaridade com seqiliéncias presentes em ambientes marinhos, estuarinos e sedimentares.
Metade das seqiiéncias, assim como quando utilizou-se o RDPquery, foi classificada no dominio
Bacteria. Porém, algumas foram classificadas no filo Bacteroidetes, e duas (MRPLO053 e

MRPLO056) no filo Proteobacteria. Algumas seqiiéncias que foram classificadas como
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pertencentes ao dominio Bacteria com o RDPquery ndo tiveram sua classificagdo determinada
com o RDP Classifier (Tabela 5.2), apesar de, como citado anteriormente, mostrarem
similaridade com seqiiéncias encontradas em ambientes correlatos.

Os resultados da afiliacdo filogenética feita com o RDPquery mostraram que as bactérias
do filo Proteobacteria estdo presentes com maior freqiiéncia, representando aproximadamente
60% e 40% das seqiiencias no solo mais superficial (MRPU) e mais profundo (MRPL),
respectivamente (Figura 5.2a). Seqiiéncias de Acidobacteria e Actinobacteria foram detectadas
apenas em MRPU e Deferribacteres apenas em MRPL (Figura 5.2a). Existe uma grande variagdo
na freqiiéncia de ocorréncia de seqiiéncias das classes de Proteobacteria entre as amostras
analisadas (Figura 5.2b). O predominio de Alphaproteobacteria que ocorre em MRPU néo foi
observado em MRPL, onde observou-se um aumento de freqiiéncia de ocorréncia de
Gammaproteobacteria e Deltaproteobacteria (Figura 5.2b).

As estimativas de UTOs indicam nao haver diferenga significativa na diversidade de
Bacteria em MRPU ¢ MRPL (Tabela 5.3). As estimativas de nimero de filotipos de Bacteria sdo
maiores para MRPU na maioria das distancias evolutivas, ndo diferindo estatisticamente até¢ d =
0,03 (Figura 5.4). Ja, os indices de diversidade estimados indicam diferencgas significativas, sendo
maiores na camada mais superficial (Tabela 5.3).

A comparacao das comunidades bacterianas de MRPU e MRPL, utilizando o programa S-
LIBSHUFF, mostrou que essas comunidades sdo significativamente diferentes, ja que os valores
de p calculados foram de 0,0000, quando ocomparadas as curvas de cobertura homodlogas

(valores de p minimos de 0,005 e 0,025, para 1% e 5% de probabilidade, respectivamente).

5.2.3 Discussdo

Considerando algumas excecdes, citadas a seguir, os taxons encontrados pela
classificagdo com o RDPquery nas subamostras OS e An do solo de marisma (Tabela 5.1)
correspondem aqueles encontrados nos solos de marisma e mangue, descritos anteriormente
(capitulo 3).

Quatro géneros nao encontrados nos solos do estudo do capitulo 3 foram encontrados

neste. Dentro do filo Bacteroidetes, o género Marinilabilia (familia Rikenellaceae), encontrado
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Figura 5.1 — Agrupamento hierarquico de amplicons de rDNA 16S de Bacteria (A) e Archaea (B) analisados por
DGGE em subamostras representando as camadas o6xica/subdxica (0-38 cm), subodxica (48-78 cm), de
intensa metabolizagdo de 6xidos e hidroxidos de Fe (78-108 cm) e andxica (108-130 cm) de um perfil
de solo de marisma



Tabela 5.1 — Freqiiéncias (%) dos diferentes taxons de Bacteria encontrados nas camadas 0xica/suboxica (0-38 cm) e andxica (108-130 cm) de solo de

marisma alta

(Continua)

Filo Classe Ordem Familia Género MRPU MRPL
ND ND ND ND ND 28,7 45,6
Actinobacteria Actinobacteria ND ND ND 1,9 0,0
Bacteroidetes ND ND ND ND 1,8 4.4
Bacteroidetes Bacteroidetes Bacteroidales ND ND 0,0 1,4
Bacteroidetes Bacteroidetes Bacteroidales Rikenellaceae ND 0,0 1,4

Marinilabilia 0,0 1,4
Bacteroidetes Flavobacteria ND ND ND 0,9 0,0
Bacteroidetes Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae ND 2,8 0,0

Flavobacterium 0,9 0,0
Bacteroidetes Sphingobacteria ND ND ND 4,6 0,0
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 0,9 0,0
Firmicutes ND ND ND ND 0,0 42
Firmicutes Clostridia ND ND ND 0,0 29
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes ND ND ND 0,9 0,0
Nitrospira ND ND ND ND 0,0 0,0
Nitrospira Nitrospira Nitrospirales ND ND 0,0 1,4
Proteobacteira ND ND ND ND 6,5 0,0
Proteobacteria Alphaproteobacteria ND ND ND 14,9 5,8
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales ND ND 11,1 0,0
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae ND 0,9 0,0

149!



Tabela 5.1 — Freqiiéncias (%) dos diferentes taxons* de Bacteria encontrados nas camadas 6xica/subdxica (0-38 cm - MRPU) e anoxica (108-130 cm

- MRPL) de solo de marisma alta

(Conclusio)

Filo Classe Ordem Familia Género MRPU  MRPL
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylocystaceae ND 1,8 1,8
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Phyllobacteriaceae ND 0,9 1,4
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales ND ND 0,9 0,0

Hyphomonas 0,9 0,0
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales ND ND 0,9 0,0
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae ND 0,9 0,0

Sphingomonas 1,8 0,0
Proteobacteria Betaproteobacteria ND ND ND 0,9 0,0
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae ND 1,8 0,0
Proteobacteria Deltaproteobacteria ND ND ND 1,8 8,8
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfobacterales ND ND 0,0 1,4
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfobacterales Desulfobacteraceae ND 0,0 1,4
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfovibrionales ND ND 0,0 1,4
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfuromonales Desulfuromonaceae ND 0,0 1,4
Proteobacteria Gammaproteobacteria ND ND ND 7,4 7,3
Proteobacteria Gammaproteobacteria Alteromonadales Alteromonadaceae ND 0,9 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Chromatiales ND ND 0,9 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Escherichia 0,0 1,4
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Cellvibrio 0,9 0,0
Proteobacteria Gammaproteobacteria Thiotrichales ND ND 0,0 5,8

¢Cl



Tabela 5.2 — Classificagdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria, ndo enquadradas em nenhum filo pelo RDPquery, encontradas nas camadas oxica/suboxica (0-38 cm -
MRPU) e anodxica (108-130 cm - MRPL) de solo de marisma alta

(Continua)
Seqiiéncia Classificagao*' ID (%)** e-value*’ Acesso** Autor*’ Organismo / Ambiente
MRPL059 Bacteria 87,9 2,00E-129 AB177173.1 INAGAKI et al., 2006 procariotos — sedimento oceanico
MRPUO11 Bacteria 85,8 1,00E-111 AB187998.1 TAKAKU et al., 2006 procariotos — compostagem - lixo
MRPU004 Filo Bacteroidetes 85,6 2,00E-134 ABI188080.1 *7
MRPU006 Flexibacteraceae 90,1 6,00E-145 AB188081.1
MRPU008 Filo Bacteroidetes 89,7 2,00E-139 ABI188082.1
MRPUO014 Filo Bacteroidetes 88,0 2,00E-124
MRPUO081 Bacteria 87,3 2,00E-124 AB234252.1 HIRAISHI et al., 2005 procariotos — sedimento contaminado
MRPL047 Bacteria 83,0 5,00E-111 AF286032.1 KOSTKA et al., 2004 (np)** procariotos — sedimento contaminado
MRPL049 Bacteria 88,5 4,00E-157 AF361657.1 HEIIS et al., 2004 (np) procariotos — rocha oceanica
MRPU084 Bacteria 87,1 5,00E-146 AF365826.1 ROHWER, 2004 (np) procariotos - coral
MRPU095 ND" 81,0 4,00E-22 AF407716.1 SPANEVELLO; PATEL, 2004 (np) Procariotos — lengol freatico
MRPUO16 Bacteria 92,0 1,00E-147 AF432647.1 HARRIS et al., 2003 (np) Bacteria
MRPU104 Bacteria 95,1 7,00E-179 AF432769.1 CHOW et al., 2002 Bacteria — rizosfera de Pinus contorta
MRPLO053 Proteobacteria 92,3 8,00E-124 AJ299989.1 HORZ; YIMGA; LIESACK, 2001 metanotroficos — rizosfera - arroz
MRPL068 ND 81,5 2,00E-54 AJ302704.1 GOLYSHIN et al., 2000 (np) Oleiphilus messinensis - marinho
MRPUO086 Bacteria 92,5 1,00E-157 AJ863287.1 GRAFF; CONRAD, 2005 Bacteria — solo com inundagdo
MRPU108 ND 82,8 2,00E-65 AY037584.1 FURLONG et al., 2002 procariotos - solo
MRPLO058 Bacteria 90,0 1,00E-171 AY043959.1 AXELROOD et al., 2002 Bacteria — solo florestal impactado
MRPU103 Bacteria 92,3 0.0 AY095422.1 DING et al., 2004 (np) procariotos - biofiltro
MRPU101 ND 90,7 3,00E-93 AY154528.1 SINGLETON et al., 2003 Bacteria — intestino de minhoca
MRPU092 ND 86,4 3,00E-118 AY214798.1 LILES et al., 2003 procariotos - solo
MRPLO12 Bacteria 91,6 0.0 AY304371.1 KIM et al., 2004 Bacteria - sedimento
MRPLO045 Bacteria 87,9 4,00E-127
MRPU093 Bacteria 82,8 9,00E-69 AY515410.1 STEVENS et al., 2005 Bacteria — solo estuarino
MRPU091 ND 89,3 4,00E-87 AY568861.1 CHO; HYUN; LEE, 2004 (np) Bacteria — solo estuarino
MRPL060 Bacteria 86,4 2,00E-149 AY592604.1 HEIJS; LAVERMAN; FORNEY, 2004 (np) procariotos — sedimento oceanico
MRPL063 Bacteria 86,6 1,00E-151
MRPU098 ND 79,0 1,00E-51 AY682383.1 KWON et al., 2005 (np) Bacteria — sedimento estuarino
MRPU106 ND 80,5 2,00E-64 AY710627.1 MORAN; WHITMAN; YE, 2004 (np) procariotos — salt marsh

9Tl



Tabela 5.2 — Classificagdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para
seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria, ndo enquadradas em nenhum filo pelo RDPquery, encontradas nas camadas oxica/suboxica (0-38 cm -
MRPU) e anodxica (108-130 cm - MRPL) de solo de marisma alta

(Continuagdo)
Seqiiéncia Classificagao*' ID (%)** e-value*’ Acesso** Autor*’ Organismo / Ambiente
MRPL004 Filo Bacteroidetes 93,9 4,00E-171 AY710818.1
MRPL006 Filo Bacteroidetes 96,3 0.0
MRPL042 Bacteria 97,3 0.0 AY710875.1
MRPL046 Bacteria 97,1 0.0
MRPLO55 Bacteria 97,3 0.0
MRPU090 Bacteria 94,7 1,00E-162 AY711030.1
MRPU082 Bacteria 97,2 0.0 AY711293.1
MRPLO056 Proteobacteria 92,1 1,00E-141 AY711557.1
MRPU088 ND 100 3,00E-04 AY711917.1
MRPU100 Bacteria 79,3 9,00E-19 AY752782.1 LIN et al., 2005 Geobacteraceae — aquifero (Fe-redugio)
MRPUO089 Bacteria 92,7 0.0 AY793685.1 RADL; SCHLOTER; MUNCH, 2004 (np) procariotos — sedimento de lago
MRPLO067 Bacteria 87,7 2,00E-100 DQ110110.1 WEBER et al., 2006 procariotos — sedimento (ciclo do Fe)
MRPU096 ND 82,6 3,00E-68 DQ154824.1 DILLON et al., 2005 (np) Bacteria - hipersalino
MRPUO083 Bacteria 91,3 0.0 DQ300755.1 DeLONG et al., 2006 procariotos - oceano
MRPU097 Bacteria 87,6 8,00E-144 DQ329895.1 LEY et al., 2006 procariotos - hipersalino
MRPL062 Bacteria 91,7 0.0 DQ394934.1 ZHANG; QIAN 2006 (np) procariotos - sedimento
MRPL043 Bacteria 94,2 0.0 DQ394964.1
MRPU099 Bacteria 91,7 0.0 DQ404821.1 ABULENCIA et al., 2006 procariotos — sedimento contaminado
MRPU079 Bacteria 93,8 1,00E-167 DQ407301.1 FIELDS; YAN; ZHOU, 2006 Bacteria — contaminado com lixo
MRPUO085 Bacteria ndo encontrado - - - -
MRPUO087 ND
MRPU09%4 ND
MRPU102 ND
MRPU107 ND
MRPL038 ND
MRPL044 ND
MRPL048 ND
MRPL050 ND
MRPLO051 ND
MRPL057 ND
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Tabela 5.2 — Classificagdo taxondmica pelo RDP Classifier e caracteristicas da seqiiéncia de maior similaridade determinada pelo megablast do NCBI para

seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria, ndo enquadradas em nenhum filo pelo RDPquery, encontradas nas camadas oxica/suboxica (0-38 cm -
MRPU) e anodxica (108-130 cm - MRPL) de solo de marisma alta

(Continuagdo)
Seqiiéncia Classificagao*' ID (%)** e-value*’ Acesso** Autor*’ Organismo / Ambiente
MRPLO064 ND
MRPLO065 ND
MRPLO066 ND
MRPL054 ND
MRPLO61 Bacteria

*1 — Menor taxon definido com o RDP Classifier do RDP (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) com nivel maximo de restri¢do (Confidence threshold — 95%); *2 —
Valor de identidade entre as seqiiéncias estudada e a de maior similaridade no banco de dados; *3 — e-value entre as seqiiéncias estudada e a de maior
similaridade no banco de dados; *4 — Numero de acesso da seqiiéncia de maior similaridade no banco de dados; *5 — Autores do trabalho do qual se originou a
seqiiéncia de maior similaridade; *6 — Nao determinado; *7 — A linha em branco representa a repeticdo da linha anterior; *8 — Trabalho ndo publicado

8¢C1
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Figura 5.2 — Ocorréncia relativa de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria dos diferentes filos (A) e das classes de
Proteobacteria (B) nas camadas Oxica/subdxica (0-38 cm - MRPU) e andxica (108-130 cm - MRPL)

de solo de marisma alta
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Figura 5.3 — Ocorréncia relativa de seqiiéncias de rDNA 16S de Bacteria das ordens de Alphaproteobacteria (A),
Deltaproteobacteria (B) e Gammaproteobacteria (C) nas camadas Oxica/subdxica (0-38 cm - MRPU)
e andxica (108-130 cm - MRPL) de solo de marisma alta



Tabela 5.3 — Indices de diversidade de Bacteria e estimativas de nimero de UTOs e cobertura de amostragem para as subamostras das camadas 6xica/suboxica
(0-38 cm - MRPU) e andxica (108-130 cm - MRPL) de um perfil de solo de marisma alta

Comunidade NS NU Estumativa de UTOs indices de Diversidade ECA
ACE Chaol Shannon® 1/D°

D=0.01

MRPU 108 107 5778 (1192;29744) 5725 (1182;29470) 4,67 (4,65; 4,69) 106,0 (89,2; 130,7) 0,019
MRPL 68 65 737 (290; 2073) 706 (271;2061) 4,16 (4,11;4,21) 62,5 (50,1; 81,7) 0,088
D =0.03

MRPU 108 101 779 (416; 1559) 732 (381; 1522) 4,59 (4,55; 4,64) 95,6 (80,7;117,2) 0,130
MRPL 68 61 296 (167, 585) 269 (148; 562) 4,08 (4,01; 4,14) 56,4 (46,0; 72,9) 0,206

a . . . ’ - . . o
Estimador de maxima semelhanca. bRemproco do indice de Simpson — estimador de maxima semelhanca.
Valores entre parénteses representam o intervalo com 95% de confianga

NU, numero de UTOs. ECA, estimativa de cobertura de amostragem.

Iel
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Figura 5.4 — Numeros de filotipos de Bacteria estimado para diferentes distancias evolutivas nas camadas
oxica/subdxica (0-38 cm — MRPU) e anoxica (108-130 cm — MRPL) de solo de marisma utilizando-
se o estimador ndo-paramétrico Chaol. As barras representam o intervalo com 95% de confianga

em MRPL, engloba espécies anaerdbias facultativas de origem marinha (SUZUKI et al., 1999).
Em MRPU foi encontrada uma seqiiéncia de Bacillus (filo Firmicutes), género ubiquo na
natureza, comumente encontrado em solos ¢ intensamente estudado devido ao potencial de
utilizacdo biotecnologica de compostos secundarios. Tem importdncia ambiental como
degradador de uma grande quantidade de compostos organicos (KUNST et al., 1997). Também
em MRPU foram encontradas duas seqiiéncias classificadas como Sphingomonas, que
compreende bactérias gram-negativas, quimiorganotrdficas e estritamente aerobias (YABUUCHI
et al., 1990, 1999). Este grupo foi recentemente redefinido devido a sua grande diversidade
genética (TAKEUCHI; HAMANA; HIRAISHI, 2001), sendo encontrado em uma grande
quantidade de ambientes, inclusive solos. Uma seqiiéncia classificada como Cellvibrio, género
comumente encontrado em solos, foi encontrada em MRPU. Bactérias deste grupo, incluindo
espécies geneticamente modificadas, vém sendo estudadas pelo potencial de utilizagdo na
degradacdo enzimatica de polissacarideos em processos industriais (PROCTOR et al., 2005).
Além destes géneros, também foram encontrados outros tdxons nao descritos no capitulo

3. Em Alphaproteobacteria, duas familias da ordem Rhizobiales: Methylocystaceae, que engloba
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espécies metanotroficas (BEDARD; KNOWLES, 1989; HANSON; HANSON, 1996), e
Phyllobacteriaceae, que inclui espécies desnitrificadoras isoladas de ambientes marinhos
(LABBE; PARENT; VILLEMUR, 2004), foram encontradas em MRPU e MRPL (Tabela 5.1).
Duas seqiiéncias encontradas em MRPU foram classificadas como Rhodocyclaceae
(Betaproteobacteria, Rhodocycles), a qual também engloba bactérias desnitrificadoras (GINIGE;
KELLER; BLACKALL, 2005). Uma seqiiéncia classificada como Alteromonadaceae
(Gammaproteobacteria, Alteromonadales), familia de bactérias marinhas gram-negativas,
quimiorganotréficas, aerobias ou anaerobias facultativas (IVANOVA; FLAVIER; CHRISTEN,
2004), foi detectada em MRPU (Tabela 5.1).

Seqiiéncias  classificadas nas ordens de sulfato-redutores Desulfobacterales,
Desulfovibrionales e Desulfuromonales foram encontradas apenas na amostra da camada andxica
(Figura 5.3). Os microrganismos destes grupos podem estar envolvidos no processo de formagao
de pirita em An, que ocorre com menor intensidade nas demais camadas. As maiores

concentracdes de S total e Fe piritico em An reforgam esta hipotese (Figuras 5.5a e 5.5b).
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Figura 5.5 — Teores de C, S e N totais (A) e concentragdes de Fe na forma de 6xidos e piritica determinadas por
extracdo seqiiencial (B) nas subamostras referentes as camadas oxica/subdxica (OS), subdxica (SO), de
coloragdo indicativa da presenca de oxidroxidos de Fe (Fe) e andxica (An). Dados obtidos por Xose
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5.3 Conclusdes

As estruturas das comunidades de Bacteria e Archaea das camadas do solo de marisma
apresentaram variagoes.

As estruturas das comunidades de Bacteria das subamostras 6xica/suboxica e andxica sdo
estatisticamente diferentes.

O solo estudado apresenta grande diversidade de Bacteria, sendo grande parte desta ainda
ndo caracterizada.

Bactérias das ordens Desulfobacterales, Desulfovibrionales e Desulfuromonales podem
estar relacionadas com a atividade de sulfato-reducao e formagdo de pirita na camada anaerdbia

do perfil do solo de marisma estudado.
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Visdo parcial do Complexo estuarino de Iguape e Cananéia com a localizagdo das florestas de mangue do Rio
Ipaneminha (25°04°44°’S e 47°56°14°°W), Rio Sitio Grande (25°04°48°°S e 47°56°54°W) Ilha de Pai Matos
(24°59°48°’S € 47°54°19°W)
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Visdo parcial do Complexo estuarino de Iguape e Cananéia com a localizagdo das florestas de mangue do Rio
Ipaneminha (25°04°44°°S e 47°56°14’’W) e Rio Sitio Grande (25°04°48”’S ¢ 47°56°54”°W)
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Areas do manguezal do Rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) dominadas por diferentes tipos de vegetagido (R:
Rhizophora mangle; M: mangue misto, com Rhizophora mangle e Avicennia schaueriana; T: transi¢do entre mangue
misto e a area de restinga; S: Spartina alterniflora) e leito de canal (C).



Tlustragdo com algumas espécies vegetais que ocorrem nos manguezis (1: Spartina alteriflora; 2: Rhizophora mangle; 3: Avicennia schaueriana; 4: Laguncularia
racemosa). Modificado de: Sérgio de Almeida Rodrigues (O manguezal e a sua fauna - http://www.usp.br/cebimar/artigos/mangue.html), Centro de Biologia
Marinha (CEBIMAR - http://www.usp.br/cebimar)
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Areas do manguezal do Rio Ipaneminha (Ilha do Cardoso, SP) dominadas por diferentes tipos de vegetagdo (R:
Rhizophora mangle; M: mangue misto, com Rhizophora mangle e Avicennia schaueriana; T: transi¢do entre mangue
misto e a area de restinga; S: Spartina alterniflora) e leito de canal (C).
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Areas da Ilha de Pai Matos (1) com sedimento sem vegetacdo e com Spartina alterniflora (2), Rhizophora mangle
(3) e Avicennia schaueriana (4)
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Representagao grafica dos diferentes compartimentos de vegetagdo da Ilha de Pai Matos (FERREIRA, 2006)
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Imagem e esquema de amostragem de perfil de solo de marisma alta





