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RESUMO

A simbiose com micro-organismos ¢ bem conhecida em diversos taxons de invertebrados
marinhos. No entanto, pouca ou quase nenhuma informagdo ha sobre essa interagdo para os
animais do litoral brasileiro. Micro-organismos tem sido apontados ainda como os
responsaveis pela producao de compostos com atividades biologicas interessantes presentes
em animais como as ascidias. Diante disso, o objetivo da presente pesquisa foi o de estudar a
microbiota associada a superficie externa de ascidias coloniais, com énfase em cianobactérias
simbiontes, classificando, conhecendo o perfil de diversidade da comunidade e identificando
associacoes especificas entre componentes da microbiota e ascidias hospedeiras. O estudo foi
realizado com duas espécies de ascidias: Didemnum galacteum e Cystodytes sp., coletadas na
regido oeste do Estado do Ceara (Brasil), na praia dos Dois Coqueiros ¢ Porto do Pecém,
respectivamente. A microbiota foi analisada inicialmente por meio da microscopia dtica e
posteriormente por técnicas moleculares como: eletroforese em gel de gradiente desnaturante
(DGGE) e biblioteca do 16S rRNA. A andlise microscopica evidenciou uma comunidade
composta por cianobactérias e diatomdceas. Os resultados do DGGE mostraram o perfil da
comunidade em termos de Unidades Taxondémicas Operacionais (UTOs), com a maior
diversidade de UTOs apontada na ascidia Didemnum galacteum. A microbiota presente na
dgua do mar onde os espécimes foram coletados foi comparada com a microbiota da
superficie da tinica da ascidia, e os resultados evidenciaram que o nimero de UTOs ¢ maior
na agua do mar e que a ascidia apresenta uma microbiota especifica. A comunidade
microbiana analisada pela biblioteca do 16S rRNA revelou a dominancia de bactérias nas
duas bibliotecas analisadas. Dentre as bactérias o tdxon dominante em todos os casos foi
Proteobacteria, com Alphaproteobacteria para a ascidia Didemnum galacteum e
Gammaproteobacteria para a ascidia Cystodytes sp. Outros representantes como
Bacteroidetes, Planctomycetes, Actinobacteria, Cyanobacteria e Bactérias ndo cultivaveis

foram evidenciadas na microbiota de Didemnum galacteum, porém em menor proporgao.
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ABSTRACT

The symbiosis with microorganisms is well known for many marine invertebrate taxa.
Despite that, information about these interactions along the Brazilian coast are scanty or even
nonexistent. Microorganisms have also recognized as the real producers of interesting natural
compounds extracted from marine invertebrates, such as ascidians. With that in mind, the goal
of the present study was to evaluate the microbiota associated to colonial ascidians, focusing
on symbiotic cyanobacterias, then classifying, estimating the community diversity, and
identifying specific interactions between the microbiota and its hosts. This study assessed two
ascidians species Didemnum galacteum and Cystodytes sp. collected in the west coast of
Ceara state (Brazil), at Dois Coqueiros beach and port of Pecém, respectively. The microbiota
was analyzed initially through optical microscopy and subsequently by molecular techniques
such as denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and 16S rRNA library. The
microscopic analysis showed a community comprising cyanobacteria and diatoms. DGGE
results presented the community profile in terms of Operational Taxonomic Units (OTUs),
pointing out Didemnum galacteum as the most diverse. The microbiota in the seawater where
specimens were collected was compared to that from the ascidians’ tunic surfaces, and results
showed higher number of OTUs in the water, and a more specific microbiota in ascidians. The
microbiota community studied by 16S rRNA library revealed dominance of bacteria in both
libraries assessed, in which Proteobacteria taxon prevailed with either Alphaproteobaccteria in
Didemnum galacteum, and Gammaproteobacteria in Cystodytes sp. Others, such as
Bacteroidetes, Planctomycetes, Actinobacteria, Cyanobacteria and uncultured bacteria were

evident in Didemnum galacteum, but in a lesser proportion.
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1 - INTRODUCAO

Estima-se que a vida nos oceanos tenha surgido h4 aproximadamente 3,6 bilhdes
de anos e, apesar de todo esse tempo, ainda ndo se conseguiu conhecer e entender toda a
diversidade e complexidade desse ambiente, que abriga quase todos os grupos de organismos,
muitos deles exclusivos deste meio (PEREIRA; SOARES - GOMES, 2002).

Dentre estes grupos encontramos as ascidias, organismos pertencentes ao filo
Chordata e subfilo Tunicata. Dos tunicados, o taxon mais representativo ¢ Ascidiacea, com
2800 a 3000 espécies (LAMBERT, 2005). As ascidias pertencem ao filo Chordata pois
possuem notocorda, tubo nervoso e fendas faringeas em sua fase larval, caracteristicas que na
fase adulta podem ser perdidas, como a notocorda, ou modificadas como o tubo nervoso que ¢
reduzido a um pequeno ganglio (BRUSCA; BRUSCA, 2003).

As ascidias apresentam abundancia e diversidade marcantes, além de ampla
distribuicao, com registros desde as regides entremarés até as mais profundas fossas oceanicas
(RODRIGUES; ROCHA; LOTUFO, 1998). Sdo organismos exclusivamente marinhos,
sésseis, nos quais geralmente apenas a larva apresenta uma breve motilidade até a fixagdo em
algum substrato (MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE, 1991) . A quase totalidade destes
animais ¢ hermafrodita, com individuos apresentando os dois 6rgaos reprodutivos (BRUSCA;
BRUSCA, 2003).

Dentre as ascidias sdo encontradas formas solitarias e coloniais (MONNIOT;
MONNIOT; LABOUTE, 1991). As formas solitarias, como o proprio nome diz, consistem de
apenas um individuo, recoberto por uma tunica, que da nome ao subfilo. Essa tinica, que
fornece protecdo e suporte ao animal, pode apresentar varias cores devido a presenga de
células pigmentares, e sua consisténcia pode ser de gelatinosa a fibrosa (GOODBODY, 1974).
As formas coloniais apresentam varios individuos, e todos sdo recobertos por uma tunica
comum. Algumas formas coloniais sao mais complexas que as formas solitarias pois, além de
compartilharem a tlnica, estes organismos podem possuir um sistema cloacal comum.

As ascidias alimentam-se de material em suspensao, principalmente fitoplancton e
detritos organicos (MILLAR, 1971). A captacao deste alimento ocorre por filtragdo, onde a

faringe ¢ utilizada na retencao deste alimento.
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Figura 1 — Desenho esqueméatico mostrando a organizacdo interna de uma ascidia. Em (a):
Arranjo dos zodides na tunica; em (b) Anatomia de uma ascidia solitaria. Fonte: Monniot,
Monniot e Laboutre, 1991, Brusca e Brusca,2003, respectivamente.

Figura 2 — Aspecto externo de ascidias. Em (a): Ascidia colonial Didemnum ligulum; em (b)
Ascidia solitaria Phalusia nigra. Fotos: (a) Tito Lotufo, (b) Sérgio Rodrigues.

As ascidias vem ganhando importancia no setor farmacologico, devido a presenca
de metabolitos secundarios com atividades interessantes (JIMENEZ et al., 2003). Contudo,
estudos recentes t€ém mostrado que a sintese destes compostos muitas vezes nao ¢ oriunda do
animal, mas de micro-organimos, sejam eles provenientes da dieta alimentar ou simbiose
(DUNLAP et al., 2007, SCHMIDT; SUDEK; HAYGOOD, 2004).

Muitos trabalhos apontam para a simbiose de invertebrados marinhos com
diversos grupos de micro-organimos (TAIT; CARMAN; SIEVERT, 2007). Exemplos
conhecidos desta associagdo podem ser observados na maioria dos grandes tdxons animais
com representantes marinhos como Ascidiacea (MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE, 1991;
PEREZ-MATOS; ROSADO; GOVIND, 2007), Porifera (LEE; LEE; LEE, 2001; USHER,
2008) e Cnidaria (MAGALON; FLOT; BAUDRY, 2007; WEGLEY et al., 2007).
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Dentre a diversidade de organismos simbiontes podemos destacar as bactérias,
cianobactérias, algas filamentosas e diatomaceas (HIROSE; UCHIDA; MURAKAMI, 2009;
LAMBERT, 1968; MARTINEZ - GARCIA et al., 2007).

No caso das ascidias, estes simbiontes podem localizar-se intracelularmente, em
tecidos mais expostos do hospedeiro ou extracelularmente, com os simbiontes inseridos
dentro do corpo do animal (COX, 1986; TAIT; CARMAN; SIEVERT, 2007). Quando
adquiridos do ambiente, estes simbiontes sdo transmitidos horizontalmente, ao passo que na
transmissdo vertical os simbiontes sdo passados para geracdes futuras (HIROSE; FUKUDA,
2006; HIROSE; HIROSE, 2007; MOSS et al., 2003).

Diversos trabalhos mostraram que ascidias pertencentes as familias Didemnidae e
Polycitoridae sdo hospedeiras de organismos fotosimbiontes (HIROSE; FUKUDA, 2006;
LEWIN; CHENG; LAFARGUE, 1980; OKA; SUETSUGU; HIROSE, 2005) e um exemplo
conhecido deste tipo de interagdo com as ascidias ocorre com a cianobactéria do género
Prochloron (MONNIOT; MONNIOT; LABOUTE, 1991).

Newcomb e Pugh (1975) e Lewin (1975) foram os primeiros a registrarem esta
interacdo. Os primeiros autores apontaram essa interacdo em ascidias encontradas na Grande
Barreira de Corais na Australia, com os simbiontes na cavidade cloacal de ascidias da familia
Didemnidae. J4 o segundo autor verificou essa interacdo para espécimes de ascidias do
Meéxico, com os simbiontes presentes na superficie externa de didemnideos.

Hirose e Maruyama (2004) avaliaram os beneficios desta interacdo. Segundo
esses autores os simbiontes sdo protegidos contra raios ultravioletas pela tinica do
hospedeiro, havendo também o fornecimento de nitrogénio do hospedeiro para o simbionte,
mas sua importancia ainda € discutivel. Os autores destacam ainda os beneficios que os
hospedeiros recebem dos simbiontes, listando como principais a fixacdo de carbono e a
protecdo contra os predadores.

Alguns trabalhos foram desenvolvidos focando primariamente o aspecto bioldgico
deste simbionte (LEWIN; WITHERS, 1975; WITHERS et al., 1978) assim como a
diversidade de ascidias hospedeiras (KOTT, 1984; KOTT; PARRY; COX, 1984).

A descoberta desta cianobactéria levou muitos pesquisadores acreditarem que este
grupo, por apresentar clorofila b e nenhuma ficobilina (LEWIN; WITHERS, 1975), tivesse
originado os cloroplastos, no entanto estudos moleculares revelaram ndo haver nenhuma
relacdo entre ambos (PALENIK; HASELKORN, 1992). Urbach, Robertson e Chisholm
(1992), registraram que a presenga de clorofila b e auséncia de ficobilinas surgiram em

tempos diferentes na evolucao das cianobactérias, e que o taxon Prochlorophyta, deveria ser
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inserido dentro do grupo das cianobactérias. Todavia, esta classificagdo permaneceu, e as
Prochlorophyta foram inseridas como uma subclasse dentro de Cyanophyta (LEWIN, 2002).

Todos estes estudos listados anteriormente foram realizados para espécimes de
ascidias em simbiose com Prochloron do Oceano Pacifico. Pouco ou quase nada se conhece a
esse respeito no Atlantico. O que existe ¢ um trabalho realizado por Lewin, Cheng e Lafargue
(1980), para espécimes de ascidias do Caribe. Como muito dos micro-organismos, estas
cianobactérias também nao sdo cultivadas. Apesar de ndo haver obtido sucesso no cultivo que
durou apenas 15 dias, deve-se ressaltar como tentativa os experimentos realizados por
Patterson e Withers (1982).

Segundo Pace (1996) menos de 1% dos micro-organismos podem ser cultivados
pelo uso de técnicas classicas. Este fato vem demonstrar o pouco conhecimento que se tem da
diversidade de micro-organismos presentes no ambiente. Nas ultimas décadas foram
desenvolvidas diversas técnicas que permitiriam avaliar a biodiversidade microbiana. Lane et
al., (1985) relatam a importancia do uso do 16S rRNA nas analises filogenéticas, devido a
informacdo contida nesta regido e sua distribuicdo universal.

Woese et al., (1990), através do uso da regido do 16S rRNA classificou os

organismos em trés dominios: Bacteria, Archaea e Eucarya (Figura 3).

Bacteria Archaea Eucarya
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Figura 3 - Arvore filogenética, com a distribuicdo dos trés dominios, Bacteria, Archaea e
Eucarya (Woese, et al., 1990).

As bactérias estdo presentes em todos os habitats, suportando as mais diversas
condigdes ambientais (MANFIO, 2006), além de serem fundamentais na fixa¢ao e ciclagem
de nutrientes (NETO; WALLNER-KERSANACH; PATCHINEELAM, 2008), sendo

indispensaveis ao equilibrio do ecossistema. Os ribossomos 70S dos procariotos possuem trés
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fragmentos de RNA em sua estrutura, conhecidos como 5S, 16S e 23S (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2005). De acordo com os mesmos autores, a maioria dos estudos utiliza como
ferramenta molecular a regido do 16S, por apresentar sequéncias conservadas, onde
modifica¢des fazem com que ela deixe de ser funcional.

O conhecimento sobre a ecologia microbiana em ambientes aquaticos, ainda ¢é
insuficiente, sendo muitos trabalhos relacionados a analise quantitativa. Com isso torna-se
necessario conhecer qualitativamente a comunidade, tentando entender as fungdes de seus
componentes € a sua interagdo com o meio ambiente (NETO; WALLNER-KERSANACH;
PATCHINEELAM, 2008).

A busca na literatura por estudos mostrando a microbiota associada a ascidias no
Brasil revela muitas lacunas. Praticamente ndo ha nenhuma informacdo sobre o tipo de
associacdo simbidtica entre estes invertebrados e micro-organimos. Como exposto
anteriormente, diferentes estudos tém mostrado que as ascidias abrigam uma comunidade
microbiana diversa. Com isso ¢ necessario realizar um estudo sobre a diversidade destes
micro-organismos, tentando conhecer e classificar esta microbiota.

No litoral cearense as ascidias estdo presentes sobre os afloramentos de arenito no
entremarés, especialmente em areas sombreadas. Para a regido sdo registradas 27 espécies,
dentre estas algumas sdo representativas pela sua abundancia, um exemplo ¢ a espécie
Cystodytes sp.(LOTUFO; SILVA, 2006). Outra espécie tal como Didemnum galacteum,
descrita por Lotufo e Dias (2007) para a costa brasileira, também ¢ bastante comum sobre os
substratos consolidados do litoral cearense. Estas duas espécies de ascidias sdo encontradas no
ambiente abrigando um biofilme em sua superficie e até o presente momento ndo ha uma
analise da composicao desta microbiota, o que vem revelar a importancia da realizagdo deste
estudo.

Desta forma, este trabalho pretende avaliar através da identificagdo morfologica e
do estudo da regido do 16S rRNA a comunidade microbiana da superficie externa de duas
espécies de ascidias da costa oeste do Estado do Ceard, dando énfase a identificacdo e

classificagdo de cianobactérias simbiontes.
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2-OBJETIVO GERAL

Estudar a microbiota associada as espécies de ascidias Didemnum galacteum ¢

Cystodytes sp da costa oeste do Ceara, com énfase em cianobactérias simbiontes.

2.1 — Objetivos Especificos

e (lassificar a microbiota associada as espécies de ascidias Didemnum galacteum e
Cystodytes sp;

e Conhecer o padrio da estrutura e diversidade da comunidade microbiana associada as
espécies de ascidias Didemnum galacteum e Cystodytes sp.

e [dentificar associagdes especificas entre componentes da microbiota e ascidias hospedeiras.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 — Area de estudo

A coleta das ascidias foi feita em duas praias da costa cearense, Praia dos Dois
Coqueiros (03°41°29”’S — 038°36°10°’W) e Porto do Pecém (03°32°02’S — 038°47°58°W)
(Figura 4). A coleta se deu nestas praias pela menor distdncia do municipio de Fortaleza até os
locais de coleta e também por apresentarem os espécimes de interesse para o desenvolvimento
da pesquisa. A praia dos Dois Coqueiros estd dentro da Regido Metropolitana de Fortaleza
(RMF), no municipio de Caucaia a 35 Km de Fortaleza. Destaca-se por apresentar recifes de
arenito que abrigam uma grande diversidade de organismos. O terminal do Pecém ¢ uma area
portuaria de suma importancia no Nordeste brasileiro, tem um intenso aporte de embarcagdes
vindas de varios locais do mundo. Localiza-se no municipio de Sdo Gongalo do Amarante,
dentro da RMF, a 60 km da capital. Seus pilares servem de substrato abrigando uma gama de

organismos incrustantes, principalmente ascidias.
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Figura 4 — Area de estudo (Regifio nordeste, estado do Ceara, destacando a Praia dos Dois

Coqueiros e Porto do Pecém). Foto: Luiz Bezerra, 2010.
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Figura 5 — Local de coleta. a) Recifes de arenito da Praia dos Dois Coqueiros, b) Pilares do

Porto do Pecém. Foto: a) Sandra Paiva, 2010; b) Acervo pessoal.

3.2 — Coleta ¢ fixag@o dos animais

As coletas foram realizadas na regido de mesolitoral, compreendida por substrato
rochoso, que fica entre a faixa de areia e a zona de batimento das ondas (Figura 5a). Na faixa
de mesolitoral a coleta foi realizada durante as baixamares diurnas de sizigia. Ja no porto do
Pecém (Figura 5b), a coleta ocorreu por meio de mergulho autbnomo nos pilares a uma
profundidade de at¢ 6 m. As amostras foram removidas cuidadosamente de seus substratos
com o auxilio de uma espatula metalica, dependendo da fragilidade das colonias também era
utilizada uma pinga na remog¢ao das mesmas. O critério utilizado na selecdo das espécies de
ascidias para esta pesquisa foi a presenca do biofilme na superficie externa da tlinica. Até o
momento dentre as espécies de ascidias encontradas no litoral oeste do Estado do Ceara foi,
observado a presenga deste apenas em Didemnum galacteum, Cystodytes sp. ¢ Didemnum
ligulum. A espécie de ascidia D. ligulum ndo foi selecionada durante a pesquisa devido a
auséncia do biofilme no momento das coletas.

Todas as etapas das atividades realizadas para o desenvolvimento deste estudo

estdo descritas a seguir (Figura 6).



AMOSTRAGEM

IDENTIFICACAO DAS COLONIAS DE ASCIDIAS

RETIRADA DO BIOFILME DA TUNICA DO HOSPEDEIRO

ANALISE MORFOLOGICA DO

EXTRACAO DO DNA

25

BIOFILME GENOMICO
1
1 1
PCR - 16S rDNA PCR - DGGE
CLONAGEM
1
1 1
SEQUENCIAMENTO BIBLIOTECA 16S rRNA

Figura 6 — Cronograma do desenvolvimento das atividades realizadas neste estudo.

Foram removidos cerca de 15 colonias de cada espécie, ndo levando em
consideracdo o tamanho da coldnia, apenas a presenca do biofilme. Apds a remoc¢do, os
animais foram lavados com 4gua deionizada e acondicionados em sacos plasticos com tampao
fosfato pH 7,4, de acordo com a metodologia utilizada por Munchhoff et al., (2007). O
tampao fosfato extraiu as células do biofilme e por apresentar pH proximo do neutro impediu
0 seu rompimento, favorecendo assim sua observacao em microscopio Otico. Em seguida as
amostras foram levadas ao Laboratorio de Ecologia Animal do Instituto de Ciéncias do Mar
da Universidade Federal do Ceara (LECA — LABOMAR — UFC), para identificagdo do
hospedeiro, andlise morfoldgica do simbionte e estudos moleculares. No laboratério o
material extraido em tampao fosfato foi homogeneizado e dividido em duas aliquotas. Uma
aliquota foi utilizada na observagdo microscopica dos simbiontes e a outra foi centrifugada a
1.500 g por 5 minutos em centrifuga da marca Zentrifugen para a formagao do pellet que seria
utilizado nas analises moleculares. O pellet formado pelas células foi mantido em freezer a -
20°C, até a extracao do seu DNA.

No mesmo ponto onde foram coletados os animais, foi também realizada a coleta
de 4agua para analise comparativa da microbiota associada. A agua foi coletada com um frasco

PET estéril e mantida em temperatura ambiente até a chegada ao laboratorio.
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Para a extragdo do DNA gendmico da microbiota presente na dagua, foi
imediatamente realizada a filtragem da 4gua, utilizando primeiramente um filtro de microfibra
de vidro da marca Millipore com porosidade de 0,8um, em uma pré-filtragem para retirada de
material particulado e, em seguida foi realizada a filtragem em um filtro com porosidade de
0,45um (Millipore) para o desenvolvimento do estudo molecular. Este ultimo filtro foi
guardado em tubo de 1,5 mL estéril e congelado a -20°C, para posterior extragdo do material
genético contido no mesmo.

As colonias de ascidias utilizadas para a identificagdo da espécie foram
anestesiadas com metanosulfonato de tricaina. Apds 30 minutos estas colonias foram fixadas
em solucdo salina de formol a 4%. Antes da fixagdo, a coloragdo que ¢ utilizada na
identificacdo da espécie foi anotada, pois ¢ comum ela ser perdida durante o processo de

fixagdo.

3.3 — Identificacdo das colonias de ascidias

Todas as observagoes das estruturas das colonias de ascidias foram realizadas em
microscopio estereoscopico (Wild Heerbrugg, M5A). A identificacdo dos animais foi feita,
seguindo bibliografia de acordo com as caracteristicas descritas por Rodrigues, Rocha e

Lotufo (1998) e Lotufo (2002).

3.4 — Anélises morfologicas dos simbiontes

As células extraidas no tampao fostato foram observadas através de microscopio
otico da marca Zeiss, modelo Standard 25, com ocular micrometrada e contraste de fase, onde
foi possivel fazer as andlises taxondomicas. Suas formas foram registradas através de
fotografias em maquina da Sony Cyber-shot, modelo DSC-W35. A identificagdo e descri¢cao
morfologica destas células foram feitas no menor nivel taxondmico possivel, baseando-se em
bibliografia especifica para cada grupo de acordo com Round, Crawford e Mann (1990) e
Hoek, Mann e Jahns (1995).

O sistema de classificacdo adotado para as cianobactérias e diatomaceas foram,

respectivamente, Lewin (2002) e Round, Crawford ¢ Mann (1990).
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3.5 — Extracao do DNA total

Os procedimentos moleculares desenvolvidos nesse trabalho foram realizados em
parceria com o Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH) do
Departamento de Biologia da UFC. A extragdo do DNA genomico dos simbiontes retirados
da superficie externa da ascidia e da agua do mar foi realizada de acordo com o protocolo de
extracdo de DNA — CTAB 2X descrito por Roger e Bendich (1985), com as modificacdes
indicadas a seguir.

As quatro amostras foram lavadas 3 vezes com agua destilada estéril por meio de
centrifugacdo durante 5 minutos a 12.000 g, numa centrifuga mini-spin da marca Eppendorf.
Apos o descarte da agua de lavagem, foram adicionados 400 puL. do tampao de extragao
CTAB 2X e agitado em vortex da marca GV Lab — Gilson por 30 segundos. Os extratos
foram entdo incubados em banho-maria a 60 °C, durante 30 minutos.

Apds a retirada dos tubos do banho-maria, os mesmos foram mantidos a
temperatura ambiente até esfriarem e em seguida foram adicionados 400 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) a cada tubo com o extrato e agitado por 10 segundos. Os
tubos foram centrifugados a 12.000 g durante 5 minutos, para separar a fase organica
(inferior) da fase aquosa (superior). A etapa da adicdo de cloroférmio: 4lcool isoamilico e
centrifugacdo foram repetidos, para uma melhor recuperagdo da fase superior. Apds essa
separacdo o sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo tubo, onde foram
adicionados 905 pL de isopropanol absoluto. Depois da mistura, as solugdes foram incubadas
no freezer até o dia seguinte a uma temperatura de -20 °C. Apds a incubagido foi realizada uma
centrifugacdo a 12.000 g durante 25 minutos.

Em seguida o pellet foi lavado com 400 pL de etanol 70% gelado e centrifugado
durante 20 minutos a 12.000 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet exposto a temperatura
ambiente até que todo o etanol evaporasse sendo entdo ressuspendido em 50 puL de TE (10

mM: ImM, pH 8,0) + RNAse a 20 ug/mL.

3.6 — DGGE (Eletroforose em Gel Gradiente de Desnaturacao)

O DGGE ¢ uma técnica de fingerprint, que separa fragmentos amplificados por
PCR que tenham o mesmo tamanho (MUYZER; WAAL; UITTERLINDEN, 1993). Este
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estudo estd sendo bastante utilizado atualmente, tanto em estudos ecoldgicos, como
filogenéticos. Esta técnica foi utilizada nesta pesquisa com o objetivo de se conhecer o perfil
da comunidade presente nas amostras, seu estudo foi realizado de acordo com o protocolo
descrito por Qvreas et al., (1997) e adaptado por Colares (2010).

Para analise da microbiota por DGGE, foi realizada inicialmente uma reagao de
amplificacao utilizando os iniciadores 338 GC F GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGC
GGGGGCACGGACTCCTACGGGAGGCAGCA e 518 R ATTACCGCGGCTGCT GG,
especificos para a regido variavel V3 do 16S rRNA.

Cada reagao teve um volume final de 20 pL, contendo 1X de tampao, 0,2 mM de
cada desoxinucleotideo, 2,5 mM de MgCl,, 5 pmol de cada iniciador e 1 unidade de Taq DNA
polimerase junto a 10 a 20 ng/ul do DNA total. A amplificacao foi realizada em termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf). O programa utilizado na amplifica¢do do 16S rRNA PCR
— DGGE , teve uma desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 1
minuto a 92 °C, 1 minuto a 55 °C e 1 minuto a 72 °C . A tltima etapa foi uma extensao final
de 72 °C por 10 minutos.

Apods a amplificagdo, foi realizada uma corrida em gel de agarose 2% para a
observacdo em fotodocumentador ultravioleta. Como padrdo de tamanho de DNA, foi
utilizado um marcador de massa molecular de DNA de 1Kb.

Os géis de poliacrilamida foram preparados a 8% com gradiente de desnaturacdo
do gel de 65%, utilizando solugdes desnaturantes de 100 % (uréia a 7M e formamida a 40%) e
0% (sem uréia e formamida) na formacao da desnaturagdo esperada. O gel correu por 4 horas
a 60°C em uma voltagem constante de 200V em um tampao TAE 0,5X. Apo6s a corrida, o gel
foi corado com SYBR Green I (Molecular Probes) na concentragdo de 1:10.00 (v/v) durante 1
hora, utilizando-se um agitador horizontal. O gel foi observado e fotografado em
fotodocumentador ultravioleta. Todo procedimento da técnica do DGGE ¢ apresentado a

seguir (Figura 7).
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Figura 7 — Procedimento das etapas desenvolvidas no estudo do biofilme retirado da
superficie externa das ascidias, usando a técnica do DGGE adaptado de Nakatsu, (2007).

3.7 — Analises dos dados — DGGE

Nas analises das imagens dos géis de DGGE foi utilizado o programa
BioNumerics (Applied Mathematics, Bélgica). Este programa foi utilizado na normalizagao,
conversdo e comparacdo entre as bandas. O programa gerou o agrupamento hierarquico,
matrizes de auséncia (0) e presenga (1) e analises de Escalonamento Multidimensional Nao
Métrico. A analise do agrupamento foi realizada usando o algoritmo Associacdo Média Nao
Ponderada (UPGMA) e o coeficiente de Jaccard, com tolerdncia ao posicionamento das
bandas de 1%. O coeficiente de Jaccard ¢ uma medida de similaridade que utiliza dados

binarios e exclui a dupla auséncia (VALENTIN, 2000).
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a+b+c

Onde:
a = Numero de espécies (UTOs) comuns aos dois objetos (1-1);
b = Numero de presenca/auséncia (1-0);

¢ = Numero de auséncia/presenca (0-1).

A matriz de intensidade de bandas gerada no programa foi utilizada nas anélises
estatisticas de diversidade e equitatividade realizadas no software Primer 6.0. O indice de
diversidade (Shannon/Wiener - H’) (SHANNON, 1948) e equitatividade (Pielou - J’)
(PIELOU, 1967), foram calculados com a finalidade de descrever e comparar as quatros
amostras analisados no estudo. A diversidade ¢ normalmente utilizada entre espécies em
estudos de comunidades ecoldgicas, utilizando o numero de espécies e equitatividade. O

indice de equitatividade demonstra a distribui¢ao dos individuos dentro da comunidade.

S H l
" J=—
H —_2PJHE
1=
H max

Onde: Onde:
H’ = Diversidade de Shannon/Wiener; J” = Equitatividade de Pielou;
pi = Abundancia relativa de cada espécie; H’ = Diversidade de Shannon/Wiener;
S = Numero de espécies. Hpnax = Diversidade maxima.

3.8 — Biblioteca da regiao 16S do DNA

A regido do fragmento relativo ao 16S do DNA foi amplificada por PCR
utilizando iniciadores especificos para cianobactérias, 27 F AGAGTTTGATCCTGGC TCAG
e 1494 R TACGGCTACCTTGTTACGAC. A reacdo de PCR teve um volume final de 50 pL,
contendo um volume de 10 pL de tampao 5X, 1,25 pL de cada dixorinucleotideo a 10 mM,
6,0 uL de MgCl, 25 mM, 0,40 pL de Taq DNA Polimerase 5U e 5,0 uL de cada iniciador a 5
pmol, o volume da reagdo foi completado com 26,4 pL de dgua + DNA (10 a 100 ng/uL). O

controle negativo das reagdes foi formado por todos os constituintes, exceto o DNA. A
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amplificacdo da reacdo ocorreu em um termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf)
programado para uma desnaturagdo inicial de 95 °C por 5 minutos, seguido por 34 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C durante 1 minuto, anelamento a 55 °C por 30 segundos, extensao a 72
°C por 1,5 minutos e extensdo final de 72 °C por 7 minutos. Apds a finalizacdo do processo
de amplificagdo as amostras foram retiradas do termociclador ¢ o produto de PCR mantido a -
20 °C. O gel de agarose foi preparado a 1%, com a adicao de 1 g de 4gar em 100 mL de TBE
0,5X - Tris-Borato 45 mM, EDTA 1 mM, essa mistura foi levada ao micro-ondas para fusdo e
em seguida foi adicionada a esta 1 uL. de SYBR safe DNA gel stain para observagdo das
bandas. Apds a formagao do gel, foi aplicado uma mistura de 5 pLL de tampao da amostra azul
de bromofenol com 50 puL. do produto de PCR. O marcador de massa molecular de DNA de 1
Kb foi aplicado para se saber o tamanho do fragmento amplificado. A corrida da eletroforese
ocorreu a uma voltagem de 80 mA e uma corrente de 40 mA, e utilizou como tampao de
corrida o TBE 0,5X.

As bandas da eletroforese foram visualizadas em fotodocumentador ultravioleta, e
fotografadas utilizando maquina da marca Canon PC 1210. As bandas foram cortadas e
colocadas em um tubo de 1,5 mL, previamente pesado e tarado na balanga para obtencao do
peso do gel.

Este gel foi purificado utilizando um Kit de purificacdo (promega), seguindo as
instrugdes do fabricante. A quantidade de DNA foi medida apds a purificagdo em
espectrofotometro Nanodrop ( Nanodrop Technologies).

A partir desta etapa iniciou-se a reacao de ligagdo com o calculo da quantidade de
DNA na reagdo, usando 50 ng do vetor pGEM-TEasy CGCATGCTCCCGGCCGC
ATGGCGGCCGCGG GAATTCGATT e razao molar de (5:1) ou (6:1).

ng de vetor x tamanho do inserto (kb) x razio molar (%%:I

kb tamanhe de veter = ng inserte

O vetor e o DNA foram centrifugados e em seguida coletados e colocados em
tubos de 0,5 mL. A rea¢do de ligacdo teve um volume final de 10 pL, usando 1 puL do
tampao de ligagdo, 1 uL. do Vetor P-GEM Easy (50 ng), 4 uL. do DNA (produto de PCR), 1
uL de T4 DNA Ligase (30U/uL) e 3 puL de agua estéril. Esta reacao foi misturada por

pipetagem e incubada por 16 horas a 4°C.
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Ap6s este tempo foi misturado em um tubo de 1,5 mL, 50 uL de suspensdo celular
(Escherichia coli) com 2 uL da reac¢do de liga¢do. Esta mistura foi transferida para a cubeta
previamente resfriada, em seguida colocada no eletroporador da marca ECM 399 BTX e
adicionado o pulso.

A cubeta foi removida e imediatamente seu produto foi retirado e misturado a 1
mL do meio SOC. Essa mistura foi incubada no agitador por 1,5 hora, a 37 °C, 150 RPM.
Apo6s esse periodo foi plaqueado volumes de 50 pL e 100 pL, em placas de LB com
antibidtico; ampicilina, x-Gal e IPTG. As placas foram incubadas a 37 °C, por toda noite. As
colonias que receberam o plasmideo ficaram brancas formando coldnias de clones e as que
nao receberam o plasmideo ficaram azuis.

Com a formagao dos clones iniciou-se o processo de preparagdo de plasmideos em
microplacas. Primeiramente os clones foram crescidos em meio de cultura CIRCLE GROW
com ampicilina. Para isto foi colocado 1,2 mL do meio em cada pogo de um bloco de
crescimento estéril de 96 pogos. As coldnias individuais foram removidas das placas e
inoculadas com o auxilio de um palito de madeira estéril a cada pogo que continha o meio.
Em seguida os blocos foram selados com adesivo e colocados no agitador por 22 horas a 37
°C ¢ 200 RPM, para crescimento das cé¢lulas.

Apo6s o crescimento celular foi retirado de cada pogo do bloco 150 uL do meio
com células e colocado em uma placa de fundo U também de 96 pocos. A cada pogo da placa
de fundo U foi misturado 50 uL de glicerol estéril 70% e em seguida congelado a - 80 °C,
para conservacao da biblioteca do 16S rRNA.

O restante do crescimento celular presente nos blocos foi utilizado na preparagao
de plasmideo em microplacas. O bloco com as células foi selado com adesivo e centrifugado
por 6 minutos a 1.500 g para sedimentacdo celular. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e a cada pogo do bloco foi adicionado 240 pL. do meio GET, em seguida o bloco
foi selado com adesivo e agitado no vortex até completa homogeneizacdo. A solugdo
homogeneizada foi transferida para uma placa de fundo U que foi selada com adesivo e
centrifugada por 10 minutos a 1.500 g em temperatura ambiente até¢ a completa sedimentagao
das células. O adesivo foi retirado da placa e em seguida o sobrenadante foi descartado e a
placa invertida em papel absorvente por 3 minutos.

A cada pogo da placa de fundo U foram adicionados 80 pL de GET com RNAse.
A placa foi selada com adesivo e agitada em vortex para ressuspencdo das células. Logo apds,
o adesivo foi removido e adicionado a cada poco 80 pL. de NaOH 0,2N/ SDS 1%. A placa foi

selada com um adesivo novamente e misturada 30 vezes por inversao. Apos a inversao a placa
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foi mantida por 5 minutos a temperatura ambiente até a retirada de toda solugdao do adesivo e
quando necessario se submeteu a placa a uma leve centrifugacao, favorecendo o processo.
Passado esse tempo o adesivo foi removido e adicionou-se a cada poco 80 pL de acetato de
potéassio 3M. A placa foi selada novamente com adesivo e misturada 30 vezes por inversdao
sendo entdo estocada por 10 minutos no gelo. Em seguida, a placa foi colocada na centrifuga
e dado um pulso até chegar a 1.500 g. Logo apos, o adesivo foi removido da placa e a mesma
foi incubada aberta em estufa a 90 °C por 30 minutos.

Apos os 30 minutos, a placa foi selada com adesivo e resfriada em gelo picado por
10 minutos. Em seguida a placa foi centrifugada por 10 minutos a 1.500 g e 20 °C e todo o
volume do sobrenadante presente na placa de fundo U foi transferido para uma placa
Millipore presa a uma placa de fundo V. As placas foram centrifugadas por 5 min a 1.500 g e
20 °C até todo volume descer da placa Millipore para a placa de fundo V. A placa Millipore
atuou na filtragem do sobredanante para a placa de fundo V.

A placa Millipore foi descartada ficando apenas a placa de fundo V. Foi
adicionado ao filtrado presente na placa de fundo V 100 pL de Isopropanol. A placa foi selada
com adesivo e misturada 30 vezes por inversdo e entdo centrifugada por 45 minutos a 1.500 g
e 20 °C. O adesivo foi removido e o sobrenadante descartado e a cada pogo foi adicionado
200 pL de Etanol 70 % gelado. Em seguida a placa foi selada novamente e centrifugada por 5
minutos a 1.500 g e 20 °C. O sobrenadante foi removido e a placa invertida em papel
absorvente na centrifuga e submetida a uma leve centrifugacdo por 3 segundos. A placa foi
seca em TA por 60 minutos ¢ 0 DNA ressuspendido com 100 pL de agua MilliQ. Os clones
foram confirmados através da PCR de plasmideos com os iniciadores M 13F (5’
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG 3’) e M 13R ( 5’AGCGGATAACAATTTCA
CACACAGG 3’).

3.9 — Sequenciamento

Os clones foram seqiienciados pela a empresa Macrogen, onde foi realizado o
sequenciamento por meio do seqlienciador ABI 3730 ( www.Macrogen.com). Para a reagao
de sequenciamento foi utilizado o Kit BigDye TM — ABI PRISM, seguindo as instru¢des do

fabricante.
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3.10 — Analises das sequéncias

Para a visualizagdo dos eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento foi
utilizado o programa Bioedit Sequence alignment Editor (HALL, 1999). As sequéncias com
configuracdo padrdo foram rodadas no Ribossomal Database Project (RDP) (website
http://www.rdp.cme.msu.edu) para se obter sequéncias desprovidas do vetor e com qualidade
acima de 20 (1 erro a cada 100 bases lidas). Apos as sequéncias terem passado pelo RDP
foram alinhadas no programa Clustal X2 (CHENNA et al., 2007). As sequéncias acima de
300 nucleotideos foram selecionadas para a analise do programa DOTUR. Este programa foi
utilizado no célculo do indice de diversidade de Shannon—Wierner, indice de equitatividade e
curva de rarefagdo. Em todas as analises foi considerada uma distdncia que mostrasse os
resultados em nivel de espécie, com distancia de 0.03% (SCHLOSS; HANDELSMAN,
2004). A similaridade entre as sequéncias foi obtida por meio do Blast (NCBI website
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
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4 - RESULTADOS

4.1 — Identificagdo das Colonias de Ascidias

Ordem ENTEROGONA Perrier, 1898
Subordem APLOUSOBRANCHIA Lahille, 1887
Familia Didemnidae Verrill, 1871

Género Didemnum Savigny, 1816

4.1.1 — Didemnum galacteum Lotufo & Dias, 2007

a. i -
Figura 8 — Em (a): Aspecto externo da ascidia colonial Didemnum galacteum; em (b)

Espiculas de D. galacteum. Fotos: (a) Acervo pessoal, (b) Lotufo ¢ Dias (2007).

Colonias incrustantes com espessura média de 2,0 mm. Coloracao esbranquicada,
caracteristica da grande concentracao de espiculas, podendo em algumas colonias formar um
biofilme esverdeado devido a presenca de algas simbiontes sobre a tunica (Figura 8a). As
espiculas sdo pequenas, esféricas com varios raios curtos e conicos (Figura 8b), presentes por
toda tinica, o que praticamente impossibilita a visualizacdo dos zodides. Os zoodides (ou
propriamente individuos) sdo bastante pequenos medindo pouco mais de 1mm, caracteristico
dos dideminideos. O corpo ¢ divido em torax, onde estdo presentes dois sifoes e a cesta
branquial, e abdomen, local que abriga orgdos disgestorios e reprodutivos. Detalhes das
caracteristicas de D. galacteum foram descritas por Lotufo e Dias (2007) comprovando-a
como uma nova espécie para o litoral brasileiro.

Distribuicao: Atlantico Tropical Americano
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Familia Polycitoridae Michaelsen, 1904 sensu Kott, 1990
Género Cystodytes Drasche, 1884

4.1.2 — Cystodytes sp.
- "‘." N \?k '\

&

i

a. B | SN Sl '
Figura 9 — Aspecto externo de Cystodytes sp. (Acervo pessoal)

Colonias incrutantes com espessura média de 5 mm, tunica lisa de textura carnosa.
Coloragdo branco-acinzentada, podendo variar entre as coldnias, e em algumas foi possivel
visualizar a formacdo de um biofilme esverdeado de algas simbiontes (Figura 9). Poucas
espiculas, estando concentradas ao redor do zoobide, principalmente na regido do abddmen.
Zoo6ides com tamanho médio de 2 mm, e corpo dividido em térax e abdomen. Algumas
caracteristicas divergem em relacdo as descrigdes que poderiam identificd-la como
Cystodiytes dellechiajei Della Valle (1887), sendo diferencas de coloragdo ¢ formato de
espiculas. Esse aspecto foi evidenciado durante as descricdes de Lotufo (2002) para
espécimes coletados no litoral nordestino.

Distribuicao: Mares tropicais e temperados

4.2 — Analise morfoldgica do biofilme da superficie da tinica das ascidias

O estudo do biofilme da superficie da tinica das duas ascidias analisadas mostrou
uma microbiota com representantes do grupo das diatomdaceas e cianobactéria (Tabela 1).

Abaixo estdo descritos alguns dos componentes encontrados.
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Tabela 1 — Géneros de cianobactérias e diatomaceas observadas no biofilme analisado da

superficie externa das ascidias por meio de microscopia Otica.

Microbiota do Biofilme

Ascidia D.galacteum  Ascidia Cystodytes sp.

Amphora

Nitzschia
Bacillariophyceae 1
Bacillariophyceae 2
Cylindrotheca
Prochloron

X X
X
X
X
X
X X

Divisdao BACILLARIOPHYTA
Classe BACILLARIOPHYCEAE
Ordem THALASSIOPHYSALES

Familia CATENULACEAE

Amphora Ehrenberg ex Kiitzing 1844

Figura 10— Amphora sp. vista
pleural (Acervo pessoal)

Frostulas solitarias, semi-elipticas, com extremidades
truncadas. FEixo apical: 20,7 um; eixo transapical:
8, 1um.

Habitat: as espécies pertencentes a esse género podem
ser epifitas, epiliticas ou epipélicas. Género bem
representado no ambientes marinho, com poucas
espécies dulciaquicolas (ROUND; CRAWFORD;
MANN, 1990).
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Divisdao BACILLARIOPHYTA
Classe BACILLARIOPHYCEAE
Ordem BACILLARIALES
Familia BACILLARIACEAE

Nitzschia Hassall, 1845

Frustula solitaria, linear-lanceoladas com dois cloroplastos, um em cada pdlo da

célula. Eixo apical: 39,6 um; eixo transapical: 6,8 pm

Habitat: Género marinho ou dulciaquicola, com espécies epipélicas ou

planctonicas.

Figura 11 — Nitzschia sp.
vista valvar (Acervo pessoal).

Divisao BACILLARIOPHYTA
Classe BACILLARIOPHYCEAE
Bacillariophyceae 1

Frustula solitaria. Eixo apical 44,3 um; eixo transapical 12,5

pm.

Figura 12 — Bacillariophyeceae 1 (Acervo pessoal)
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Divisdao BACILLARIOPHYTA
Classe BACILLARIOPHYCEAE
Ordem BACILLARIALLES
Familia BACILLARIACEAE

Cylindrotheca Rabenhorst, 1859

Células solitarias, centro lanceolado, apices retorcidos e afilados em forma
de agulha; dois cloroplastos na parte central da célula, um em cada
extremidade apical; eixo apical 55,5 um, eixo transapical 3,6 um.
Comentarios: este ¢ um género que possui poucas espécies distribuidas no
epipelon de ambientes marinhos e raramente ocorrem em ambientes
dulciaqiiicolas (ROUND; CRAWFORD; MANN, 1990).

Cylindrotheca closterium é uma espécie frequentemente encontrada em
estuarios cearenses (BARROSO, 2010).

Figura 13 — Cylindrotheca (Acervo pessoal)

Divisdo BACILLARIOPHYTA
Classe BACILLARIOPHYCEAE

Bacillariophyceae 2

Frustula solitaria. Eixo apical 52,9 pum; eixo transapical 7,7
pum.

Figura 14 — Bacillariophyceae 2 (Acervo pessoal)
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Divisiao CYANOPHYTA
Classe CYANOPHYCEAE
Sub—Classe PROCHLOROPHYTA

Prochloron Lewin, 1975

(a) (b) (©)

Figura 15 — Variagdo da forma, em (a) Células diferentes quanto ao tamanho, (b) Células
mesma dimensao e em (c¢) Células se dividindo por fissdo bindria (Acervo pessoal).

Células unicelulares, solitarias, cocoides, medindo de 12 pm a 18 pm. Hébitat: As
Prochloron sao exclusivamente marinhas, estas células sdo simbiontes de ascidias tropicais e

subtropicais (HOEK; MANN; JAHNS, 1995).

4.3 — Andlise das bandas determinadas por DGGE (Eletroforese Gel Gradiente de

Desnaturagao)

A andlise do gel permitiu a visualizacdo de bandas multiplas para as amostras
analisadas, caracterizando o perfil de diversidade da comunidade microbiana presente nas

amostras obtidas por DGGE ( Figura 16).
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M 1 11M2 2 2

b.

Figura 16 — Fotografia dos géis em triplicata — M —marcador 1 Kb. la) microbiota da
superficie da tanica de Cystodytes sp.; 2a) microbiota da agua do mar (Pecém); 1b) microbiota
da superficie de Didemnum galacteum; 2b) microbiota da agua do mar (Praia dos Dois
Coqueiros).

a.

A similaridade entre as amostras foi em torno de 40% e pode ser evidenciada na

(Figura 17a).
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Os dados de presenca e auséncia de bandas foram utilizados numa analise de

escalonamento multidimensional (NMDS) (Figura 17b).
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Figura 17 — Em (a): Agrupamento hierdrquico com base na distancia de Jaccard e no
algoritmo UPGMA para a comunidade de bactérias da superficie da tinica e da microbiota da
agua do mar onde as amostras foram coletadas; 1- Superficie da tinica de Cystodystes sp
(Pecém), 2- Agua do mar (Pecém), 3- Agua do mar (Praia dos Dois Coqueiros) e 4- Superficie
da tinica de Didemnum galacteum (Praia dos Dois Coqueiros); em (b): Escalonamento

Multidimensional Nao Métrico (NMDS) para as quatro amostras.

Esta técnica permite a visualizacdo por meio grafico em duas ou trés dimensdes,
evidenciando a proximidade entre os objetos. As amostras 1 e 2 (Pecém) foram mais
proximas, indicando maior similaridade do que as amostras 3 ¢ 4 (Dois Coqueiros). Cada
banda evidenciada no gel representa o nimero de UTOs (Unidade Taxondmica Operacional)
em cada amostra. O maior nimero UTOs foi localizado na amostra da microbiota da agua do
mar na praia dos Dois Coqueiros (22), seguido da microbiota da superficie da tinica de
Didemnum galacteum (18), microbiota da dgua do mar do porto do Pecém (15) e por fim,

microbiota da superficie da tinica de Cystodytes sp. (9) (Figura 18).
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25 4

N°de UTOs

Cystodytes sp Agua do mar (Pecém)  Didemnum galacteum  Agua do mar (Praia dos
Dois Coqueiros)

Figura 18 — Riqueza de Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs)

Para uma melhor visualiza¢do dos resultados das UTOs obtidas, foi confeccionado
o diagrama de Venn, que permitiu a observacdo do padrio de UTOs compartilhadas e
exclusivas das amostras (Figura 19). A analise por meio do diagrama evidenciou que apesar
de uma grande parte das UTOs serem compartilhadas entre as amostras, esse nimero nao

difere na comparagdo com as UTOs exclusivas das duas amostras da agua do mar.

Superficie da Tinica  Agua do mar -Porto Superficie da tinica ~ Agua do mar - Praia
(Cystodytes sp) Pecém (D. galacteum) dos Dois Coqueiros

Figura 19 — Diagrama de Venn, UTOs compartilhadas e exclusivas entre as amostras
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Os dados de diversidade de Shannon — Wiener mostraram que a microbiota mais
diversa foi a da 4gua do mar (Praia dos Dois Coqueiros), seguida da microbiota da superficie
da ascidia Didemnum galacteum, microbiota da agua (Pecém) ¢ Cystodytes sp. O indice de
equitatividade de Pielou (J’) mostrou a distribuicdo das UTOs para cada amostra, contudo nao
houve uma diferenca na comparagdo dos valores obtidos, indicando ndo haver uma

dominancia de UTOs em cada amostra analisada (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores do indice de Shannon/Wierner ( H’) e indice de equitatividade de Pielou (
J*') para os dois locais: Praia dos Dois Coqueiros (microbiota da superficie de D. galacteum e

da agua do mar), Pecém (microbiota da superficie de Cystodytes sp. e agua do mar).

Amostras N H’(loge) J’
Microbiota da agua do mar (Pecém) 1822 2,706 0,9991
Microbiota da superficie da tinica de 0.9994
Cystodytes sp. (Pecém) 1285 2,196 ’
Microbiota da agua do mar (Praia dos
Dois Coqueiros) 2395 3,114 0,9930
Microbiota da superficie da tinica de D.
galacteum (Praia dos Dois Coqueiros) 1277 2,855 0,9878

4.4 — Clonagem e sequenciamento

Duas bibliotecas do 16S rDNA foram construidas, uma para a microbiota da
superficie da tunica da ascidia Didemnum galacteum ¢ a outra para a microbiota da superficie
da tanica de Cystodytes sp. Um total de 192 clones foram sequenciados, 96 para cada amostra.
De acordo com os critérios estabelecidos na metodologia, 89 clones foram utilizados nas
analises da microbiota da ascidia Didemnum galacteum e 68 clones para a ascidia Cystodytes
sp. (Tabela 3).
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Tabela 3 — Numero de clones e UTOs para a microbiota da superficie da tinica de
Didemnum galacteum e Cystodytes sp.

Amostras NUmero de clones NUmero de UTOs
Didemnum galacteum 89 62
Cystodytes sp. 68 11

As analises das sequéncias permitiram a identificagdo dos simbiontes ao nivel de
espécie, onde a similaridade exigida ¢ de 97%. Mas uma vez, corroborando com os dados
obtidos na andlise do DGGE para a superficie da tinica do hospedeiro, a microbiota da
superficie da tanica de Didemnum galacteum se mostrou mais diversa em relagdo a

microbiota da superficie da tinica de Cystodytes sp. (Tabela 4).

Tabela 4 — Diversidade da microbiota associada a superficie da tinica de ascidias hospedeiras

Hospedeira Shannon

Didemnum galacteum
3.95336

Cystodytes sp. 1.38009

A comunidade microbiana analisada pela biblioteca do 16S rRNA revelou a
dominancia de bactérias nas duas bibliotecas. Dentre as bactérias o tdxon dominante em todos
os casos foi Proteobacteria, com 62% dos clones representado por Alphaproteobacteria para a
microbiota da ascidia Didemnum galacteum enquanto para a microbiota de Cystodytes sp., o
maior representante foi Gammaproteobacteria com 90% dos clones (Figuras 20a e 20b).
Outros representantes de Proteobacteria como organismos ndo cultivaveis e

Betaproteobacteria também compunham a diversidade.
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Proteobacteria - D. galacteum

B Gammaproteobacteria

gv% 1%
Pucs 29% B Alphaproteobacteria
: B Betaproteobacteria
| / B Proteobacteria ndo cultivavel
62%

Proteobacteria - Cystodytes sp.

6% 4%

B Alphaproteobacteria

B Gammaproteobacteria

B Betaproteobacteria

90%

Figura 20 — Dominancia dos taxons de Proteobacteria para cada amostra. Em (a): microbiota
da ascidia D. galacteum; em (b) microbiota da ascidia Cystodytes sp.
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Didemnum galacteum Cystodytes sp.

Figura 21 — Diversidade dos clones da microbiota da superficie da tinica Didemnum
galacteum e Cystodytes sp.

Outros representantes como Bacteroidetes, Planctomycetes, Actinobacteria,
Cyanobacteria e Bactérias ndo cultivaveis foram evidenciadas na microbiota de Didemnum
galacteum, porém em menor proporg¢ao (Figura 21).

A curva de rarefacdo foi utilizada para se conhecer a cobertura dos clones em cada
amostra. De acordo com os dados obtidos, tanto as curvas da amostra da microbiota da
superficie da tinica de Didemnum galacteum, como Cystodytes sp ndo indicam uma curva
estavel, o que caracteriza que ndo houve uma cobertura da diversidade, pois a curva tende a

um aclive (Figuras 22 e 23).
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Figura 22 — Curva de rarefacdo para a microbiota da superficie da tunica de Didemnum
galacteum
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Figura 23 — Curva de rarefagao para a microbiota da superficie da tunica de Cystodytes sp.

O indice de equitatividade permitiu a visualizacdo de distribui¢ao das sequéncias
nas UTOs. Para a Didemnum galacteum, este dado foi bem representado, com o ntimero de
sequéncias dividido entre as UTOs, ndo tendo um grupo dominante especifico (Figura 24).
Para Cystodytes sp. o indice mostrou dois UTOs dominantes, 1 UTO com 36 sequéncias e

outra com 20 sequéncias, ficando o restante das UTOs com apenas 1 sequéncia (Figura 25).
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Figura 24 — Indice de equitatividade para o niimero de UTOs de Didemnum galacteum.
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Figura 25 — Indice de equitatividade para o nimero de UTOs de Cystodytes sp.

As sequéncias obtidas nesta presente pesquisa foram comparadas com as
sequéncias depositadas no GenBank. Dados como a classificagdo, o numero de acesso e
similaridade das sequéncias foram utilizados na confec¢do de tabelas para uma melhor

compreensao dos resultados (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5 — Tabela de classificacdo das sequéncias do 16S rDNA, obtidas por meio de

comparag¢ao dos dados do GenBank, para a superficie da tinica de Didemnum galacteum.

Classificacao

Dados GenBank

NUmero de
Sequéncias em
UTOs

Similaridade
%

a- proteobacteria

a- proteobacteria

Y —proteobacteria

a- proteobacteria

a- proteobacteria

a- proteobacteria

a- proteobacteria

d-proteobacteria

Cyanobacteria

alpha proteobacterium
clone I

IleuAB2 10(AJ890097)
Uncultured
Sinorhizobium sp. clone
BME107(DQ917806)
Uncultured gamma
proteobacterium clone
TH1-35(AM690836)
Uncultured bacterium
clone

2FSeds C12(GQ412928)

Rhizobium sp.KT
605(GU459174)
Uncultured bacterium
clone: SSmCBO03-
46(AB176353)
Achromobacter sp.
EP17(AM398226)
Uncultured Paracoccus
sp. clone SIMO-
4403(DQ421768)
Uncultured alpha
proteobacterium clone
F1_103(EF123411)
Uncultured delta
proteobacterium clone
Belgica2005/10-ZG-
2(DQ351798)
Stigonema ocellatum
SAG 48.90(AJ544082)
Uncultured bacterium
clone PC-FL12-
32(EF379909)

4

97

99

99

98

100

98

99

99

99

98

96

99
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Classificacao

Dados GenBank

Numero de
Sequéncias em
UTOs

Similaridade %

Y -proteobacteria

- proteobacteria

Actinobacteria

a- proteobacteria

a- proteobacteria

a- proteobacteria

- proteobacteria
Y -proteobacteria
Y -proteobacteria

Y -proteobacteria

a- proteobacteria

Y -proteobacteria

a- proteobacteria

Rhodopseudomonas sp.
HMD89(AB079679)
Burkholderia fungorum
KN-19(AB091191)
Uncultured bacterium
clone

S25 601(EF574257)
Uncultured
actinobacterium clone
CB11D04(EF471579)
Uncultured alpha
proteobacterium clone
L13(DQ860071)
Uncultured alpha
proteobacterium clone
CD204B07(DQ200416)
Alpha proteobacterium
B1 ZZ-2008(FM180515)
Uncultured bacterium
clone
StromHO8(EU918027)
Uncultured bacterium
Niigata-09(AB243820)
Cupriavidus sp.
AP1(2010)(GU566329)
Microbulbifer
cystodytense(AJ620879)
Pseudomonas sp.
ECU1011(GQ246949)
Stenotrophomonas
maltophilia LMG
10989(AJ131907)
Uncultured bacterium
clone B8S-
123(EU652520)
Uncultured bacterium
clone 3-35(DQ494529)
Alpha proteobacterium
Z143-1(AY62960)
Uncultured gamma
proteobacterium clone
VHS-B3-55(DQ394949)
Uncultured alpha
proteobacterium clone
L13(DQ860071)

3

1

98

99

98

99

99

97

99

87

99

99
96

99

98

99

86

99

95

97
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Classificacéo

Dados GenBank

NUmero de
Sequéncias em
UTOs

Similaridade %

a- proteobacteria

Cyanobacteria

a- proteobacteria

O-proteobacteria

Actinobacteria

Y -proteobacteria

Bacteroidetes

Planctomycetes

Uncultured bacterium
clone 44(EU883378)
Uncultured bacterium
clone
SGUS1024(FJ202534)
Uncultured
Hyphomicrobium sp.
clone 037 D10 _06-
0174356(FJ654635)
Synechococcus sp.
BEO0807L(FJ63778)
Uncultured alpha
proteobacterium clone
3B02-43(DQ431900)
Uncultured bacterium
DSSF66(AY328688)
Uncultured delta
proteobacterium clone
WA 26f(EF123489)
Uncultured bacterium
clone
SGUS737(FJ202909)
Uncultured bacterium
clone

Crozet s808(FM214289)
Uncultured bacterium
clone m35(AY444983)
Acinetobacter sp.
NR4(2010)(GU566324)
Citrobacter freundii
strain BRN2(DQ517286)
Uncultured bacterium
clone 1-8B(EU289456)
Uncultured Bacteroidetes
bacterium clone
A28(GQ249492)
Uncultured
Planctomycetales
bacterium clone
EC82(DQ889908)

2

98

97

98

99

99

98

99

98

95

99

99

99

97

99

90
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Classificacéo

Dados GenBank

NUmero de
Sequéncias em
UTOs

Similaridade %

Y -proteobacteria

Y -proteobacteria

a- proteobacteria

a- proteobacteria

a- proteobacteria

a- proteobacteria
Cyanobacteria

Actinobacteria

a- proteobacteria

Actinobacteria

Cyanobacteria

a- proteobacteria

Pseudomonas sp.
8042(AM111077)
Uncultured gamma
proteobacterium clone
TSN70(EU302879)
Stappia alba
S50M30(AJ889010)
Uncultured bacterium
clone

Crozet s 210(FM213691
1)

Uncultured
Rhodobacterales clone:
pltb-vmat-83(AB294975)
Uncultured bacterium
clone
Crozets1157(FM214638)
Uncultured
Achromobacter sp. clone
CHINA46(GU563751)
Alpha proteobacterium
NW4327(AF384141)
Symploca sp.
VP642¢c(AY032934)
Uncultured
Acinetobacter sp. clone
GI5-006-G06(FJ192939)
Rhizobium
loti(RLUS50165)
Uncultured
actinobacterium clone
Nubeena299(AY500123)

Uncultured Cyanobium
sp. clone
EC49(DQ889923
Uncultured alpha
proteobacterium clone
BBD216b38(EF123436)
Uncultured bacterium
clone
p26n210k(FJ478565)
Uncultured bacterium
clone

Crozet s790(FM214271)

1

99

92

98

96

99

94

99

97

96

99

99

97

99

98

99

94
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Tabela 6 — Tabela de classificacdo das sequéncias do 16S rDNA, obtidas por meio de
comparagdo dos dados do GenBank, para a superficie da tinica de Cystodytes sp.

Ndamero de
Classificacao Dados GenBank Sequéncias em Similaridade %
UTOs

y -proteobacteria ~ Pseudomonas putida strain 36 03
ATCC 17390 (AF094737)

y -proteobacteria ~ Pseudomonas sp. NARI11 20 99
(AB453292)
Uncultured bacterium clone ) 99
(EF409260)

a- proteobacteria ~ Achromobacter sp. EP17 ) 99
(AM398226)

- proteobacteria  Alcaligenes sp. (AJ002804) 1 100

y -proteobacteria ~ Vibrio rumoiensis strain EHR2 ) 99
(DQ530289)

a- proteobacteria ~ Rhizobium sp. R-32539 1 100
(AM691584)

- proteobacteria ~ Uncultured bacterium clone 1 100
TF181 (GU272268)

a- proteobacteria  Alpha proteobacterium 1 99
PI GH4.1.G4 (AY162053)

y -proteobacteria ~ Pseudomonas sp. R-24636 1 99
(AMO083997)

a- proteobacteria ~ Uncultured bacterium clone Sd1- 1 99

26 (GQ246307)
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5 - DISCUSSAO

A aplicacao de técnicas combinadas no estudo de uma comunidade microbiana
pode trazer resultados surpreendentes. O presente trabalho, com o uso da microscopia otica e
técnicas moleculares, como DGGE e analise da biblioteca do 16S rRNA, evidenciou uma
complexa comunidade microbiana associada a superficie das ascidias Didemnum galacteum e
Cystodytes sp. A microbiota associada a estas colonias de ascidias foi representada por
bactérias, cianobactérias ¢ diatomaceas. Martinez—Garcia et al. (2007), ao avaliarem a
microbiota da ascidia Cystodytes dellechiajei usando diferentes técnicas também observaram
uma comunidade diversa, composta por bactérias, algas filamentosas e diatomaceas.

As observacdes da microscopia 6tica revelaram a presenca de diatomaceas epifitas
e de cianobactérias do género Prochloron, sendo estas ultimas comumente encontradas
associadas as ascidias da familia Didemnidae e Polycitoridae em uma associagdo que pode ser
obrigatoria ou nao.

Segundo Cox (1986) a cianobactéria do género Prochloron pode habitar trés
locais distintos em uma ascidia: cavidade cloacal, matriz da tinica e superficie externa da
tunica, nunca estando a incubagdo em mais de uma estrutura. Ainda segundo esse autor,
quando a incubacdo ¢ na cavidade cloacal e matriz da tinica a simbiose ¢ dita obrigatoria,
enquanto sua preseng¢a na superficie externa da tinica indica uma simbiose nao obrigatodria.
Os resultados da presente pesquisa evidenciaram simbiose ndo obrigatoria, uma vez que os
simbiontes estavam na superficie externa da tinica. Apoiando este fato também deve-se levar
em consideragdo as observagdes feitas em campo, pois muitas colonias da mesma espécie nao
apresentam este biofilme.

Nenhum trabalho até o momento havia revelado a presenca de diatomdcea
coexistindo com esta cianobactéria em uma mesma ascidia, sendo este o primeiro registro.
Muitos trabalhos relataram a exclusividade desta interacdo ou a coexisténcia com outras algas
e cianobactérias. Hirose, Hirose e Neilan (2006) evidenciaram a espécie de ascidia
Trididemnum miniatum abrigando exclusivamente a Prochloron. Hirose, Uchida e Murakami
(2009) realizaram um estudo com a ascidia Trididemnum clinides e ao analisarem a
microbiota da sua tlnica eles ressaltaram a presenca de dois tipos de cianobactérias, uma
filamentosa e outra cocoide coexistindo com a cianobactéria Prochloron. Outros estudos

também, comprovam a presenca de outras cianobactérias simbiontes em ascidias que abrigam
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a cianobactéria Prochloron (KOTT, 1984; KOTT; PARRY; COX, 1984). Entdo os resultados
sugerem que possa haver um novo tipo de interacao.

Para Pinto-Coelho (2000), simbiose ¢ a interacdo entre espécies que vivem juntas.
A simbiose das ascidias com a cianobactéria Prochloron ¢ de mutualismo ou protocooperagao
onde as duas espécies se beneficiam, diferenciando uma relacdo da outra apenas pela
obrigatoriedade, enquanto que para diatomdaceas epifitas, a simbiose ¢ conhecida como
comensalismo, onde apenas uma espécie ¢ beneficiada.

Os dados obtidos neste trabalho demonstram diferentes géneros de diatomdceas
compondo a microbiota da superficie externa das ascidias Didemnum galacteum e Cystodytes
sp. Segundo Cupp (1943) as diatomaceas sdo largamente distribuidas na natureza, com
espécies presentes em ambientes pelagicos e zonas litoraneas proximas a costa, podendo estas
ter habito planctonico ou viverem fixas ao substrato. Quando aderidas ao substrato, as
diatomaceas formam o perifiton, e de acordo com o tipo deste substrato elas podem se
classificar em: epifitas (sobre macréfitas aquaticas), epiliticas (sobre pedras e rochas) e
epizoodica (sobre a superficie de animais) (SUTHERLAND, 2008; TOTTI et al., 2005). Estes
grupos de diatomaceas sdo caracterizados por possuir uma boa adesdo ao substrato no qual
podem fixar, favorecendo assim sua presenca em locais com forte hidrodinamismo (COSTA,
2008).

Diferentes trabalhos tém apontado o crescimento de diatomdceas sobre a
superficie de invertebrados como esponjas e ascidias ou fazendo parte da dieta alimentar
destes organismos (CERRANO et al., 2004; LAMBERT, 1968; RIBES; CIMA; GILI, 1998).
Nao se sabe ao certo qual o tipo de simbiose e quais os beneficios ou maleficios que esta
interagdo poderia trazer ao hospedeiro. Porém, Lambert (1968) considerou este tipo de
associag@o para a ascidia solitaria Corella willmeriana como negativa, pois foi visto que as
ascidias expostas mais intensamente a alta luminosidade possuiam biofilmes no sifao atrial e
cesta branquial devido ao rapido crescimento, o que sufoca as ascidias levando-as a morte,
diferentemente das ascidias que habitavam locais sombreados que conseguiram sobreviver
mesmo com o crescimento das diatoméceas.

Para Bingham e Reyns (1999), em estudo realizado com a ascidia solitaria Corella
inflata, o que estaria levando as ascidias a morte ndo ¢ a presenca de diatomaceas crescendo
sobre as mesmas em locais expostos a luz. O que provocaria a mortalidade ¢ a sensibilidade
que estes organismos apresentam a radiagdo ultravioleta. Estudos tém mostrado que algumas
ascidias dispdoem de substidncias em suas tinicas que absorvem a radiacdo ultravioleta

(HIRABAYASHI et al.,, 2006; HIROSE et al., 2004) o que indicaria as diferentes
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sensibilidades entre as espécies. Como observamos, ¢ incerta qual a verdadeira relagao entre
as ascidias e diatomaceas, sendo assim necessarios mais estudos para identificar precisamente
as relacdes simbidticas e os efeitos causados junto ao hospedeiro.

O DGGE no estudo de comunidades microbianas foi inicialmente utilizado por
Muyzer, Waal e Uitterlinden (1993) para descrever comunidades complexas. Segundo os
autores ¢ possivel obter apenas 1% da diversidade de comunidade microbiana.

Esta técnica foi utilizada neste estudo na obtengdo do perfil da comunidade de
micro-organismos, revelando assim o padrdo de UTOs para cada amostra. No total, 18 UTOs
foram observadas para a ascidia Didemum galacteum. Os resultados obtidos contrastam com o
estudo de Tait, Carman e Sievert (2007) que observaram apenas 2 UTOs. Segundo esses
autores a baixa diversidade da microbiota encontrada por eles foi relacionada ao carater acido
da tanica da ascidia Didemnum sp. Todavia, Dias (2004), avaliando a influéncia da acidez da
tunica de espécies de ascidias da familia Polyclinidae, Didemnidae, Clavelinidae e Styelidae
sobre outros organismos, constatou que a acidez da tinica destas ascidias ndo impediu a
epibiose.

Para a superficie da tinica de Cystodytes sp. o DGGE revelou uma microbiota
representada por 9 UTOs. Martinez—Garcia (2007), com o mesmo estudo encontraram um
total de 14 UTOs na microbiota associada a ascidia colonial Cystodytes dellechiajei.
Novamente os resultados apresentados nesta pesquisa e comparados com outros sao
divergentes sugerindo que diversos fatores ambientais e biologicos podem esta influenciando
o crescimento desta microbiota na superficie destes organismos hospedeiros. Entretanto, este
estudo revelou apenas o padrao da diversidade destas comunidades microbianas, de forma que
nao foi possivel determinar quais fatores estariam atuando na sele¢do desta microbiota.

A andlise comparativa entre a microbiota presente na superficie das ascidias e na
agua do mar possibilitou observar que a maior riqueza de UTOs foi encontrada para as
amostras coletadas na Praia dos Dois Coqueiros, resultados estes que sugerem que a regido do
entremarés possui uma microbiota mais diversa que a area portudria. A regido entremarés ¢
caracterizada por apresentar substrato natural e ¢ altamente influenciada por fatores abiodticos
como temperatura, dessecacao e influéncia das marés. Todos estes fatores estdo diretamente
ligados a hidrodinamica do local e determinam a comunidade biologica que melhor se adapta
a estas condi¢des. Como ja visto, as ascidias estdo diretamente em contato com o substrato e
apesar de todo o cuidado tomado para evitar contaminagdo da amostra no momento da coleta
¢ possivel que haja contribui¢des significativas da microbiota presente no substrato, fato este

que pode ter contribuido para a alta diversidade encontrada no local. E importante ressaltar,
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contudo, que os dados obtidos pelo presente estudo sdo pontuais € podem ndo representar
adequadamente a microbiota da regido como um todo.

J& a érea portuaria foi caracterizada por uma baixa diversidade e alta dominancia
destas poucas espécies. Nessas areas pode haver grandes contribui¢cdes na diversidade de
organismos devido a dgua de lastro utilizada no contrapeso das embarcagdes, contudo esses
organismos podem ou ndo dominar o ambiente. Segundo Ruiz et al. (2000) o movimento
global da agua de lastro nas embarcagdes tem favorecido a dispersdo e distribuicdo de micro-
organismos pelo mundo. Entdo uma explicacdo plausivel para a baixa diversidade encontrada
na area portudria pode ser elucidada por dois fatores: primeiramente, muitos organismos
podem chegar a estas regioes, mas poucos conseguem sobreviver nao tolerando as condigdes
do novo local. Segundo, em regides portuarias ha uma baixa diversidade em virtude dos
impactos causados por efeitos negativos da polui¢do, definindo entdo a comunidade
microbiana do local por meio da selegdo das espécies mais resistentes.

Os indices de diversidade de Shannon (H’) corroboraram com os resultados no
numero de UTOs demonstrados anteriormente. De acordo com este indice, a maior
diversidade foi revelada para a microbiota presente na agua do mar da praia dos Dois
Coqueiros, seguida pelos resultados da superficie da tunica de Didemnum galacteum,
microbiota da 4gua do mar do porto do Pecém ¢ superficie da tunica de Cystodytes sp. Estes
valores no geral nos ddo apenas uma informagao da diversidade de UTOs desta comunidade.

O célculo do indice de equitatividade (J’) para todas as amostras foi muito
semelhante, apontando para uma comunidade com a abundancia de UTOs bem distribuida nas
amostras. O calculo da diversidade como apontado anteriormente corroborou a analise do
perfil de bandas no gel, porém o indice de equitatividade mostra divergéncia quando
comparamos com a imagem do gel que, apresenta bandas mais altas e intensas indicando
dominancia de UTOs.

O numero de UTOs compartilhadas e exclusivas revelado pelo o diagrama de
Venn indicou que a microbiota da 4gua do mar nem sempre ¢ encontrada no organismo que
ali esta imerso, mas sim o contrario, sugerindo a possibilidade de rela¢des especificas de uma
determinada microbiota, que pode ser transferida de geragdo em geragdo da coldnia adulta
para as larvas, em um processo denominado de transmissao vertical. No entanto, vale ressaltar
também que além desta microbiota propria, os hospedeiros adquirem micro-organismos do
ambiente através da transmissao horizontal.

Pérez-Matos, Rosado e Govind (2007) avaliaram a microbiota da ascidia colonial

Ecteinascidia turbinata, em trés diferentes pontos de coleta no Caribe. Utilizando a técnica do
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DGGE, os autores encontraram praticamente todas as UTOs distintas para as trés localidades,
sendo apenas duas UTOs entre estas proximas aos trés pontos, esta proximidade foi atribuida
pelos autores como uma espécie compartilhada para esta ascidia entre os trés pontos
amostrados.

Tait, Carman e Sievert (2007), realizaram uma caracterizagdo da comunidade
microbiana presente nas gonadas da ascidia Mogula manhattensis através do DGGE e os
resultados indicaram a presenga de bactérias, representada por 1 UTO, indicando um unico
grupo.

Martinez—Garcia et al. (2007), estudando a ascidia Cystodytes dellechiajei ¢ a sua
larva, verificaram uma similaridade de 95% na analise do DGGE de acordo com o indice de
Jaccard entre a comunidade microbiana para estes dois estagios. Os autores sugerem que estas
bactérias sao transmitidas verticalmente do organismo adulto para a larva.

Estas implicacdes e os resultados apresentados na presente pesquisa indicam
possivelmente uma especificidade da microbiota quanto ao local de origem, mas também
quanto a espécie hospedeira.

A identifica¢do através do 16S rRNA resultou em classes de bactérias como:
Proteobacteria, Cianobactéria, Bacteroidetes, Planctomycetes, Actinobacteria e bactérias nao
cultivaveis. Contudo, o aspecto dominante entre os taxons foi apontado nas duas bibliotecas
onde Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria se destacaram, confirmando com isso
outros resultados ja descritos que indicam a dominancia destes tdxons em ambientes marinhos
(MARTINEZ - GARCIA; DIAZ - VALDES; ANTON, 2010; PEREZ-MATOS; ROSADO;
GOVIND, 2007; TAIT; CARMAN; SIEVERT, 2007).

Como apontado nos resultados Alphaproteobacteria (51%) destacou-se como o
principal taxon na microbiota presente em Didemnum galacteum, com contribuigdes
significativas de Gammaproteobacteria (24%). Nogales (2007) avaliando a composi¢do de
bactérias em areas de costa impactadas por atividades de recreacdo observou a dominancia de
Aplhaproteobacteria e Gammaproteobacteria, onde a primeira foi associada a &areas nao
impactadas, e a segunda associada a areas impactadas com elevada concentragdo de nutrientes
do local oriundos da poluigao.

Dentro das Alphaproteobacteria ¢ Gammaproteobacteria classificadas para a
microbiota de Didemnum galacteum ndo houve dominancia de nenhuma espécie. O indice de
equitatividade mostrou uma distribui¢do equilibrada das sequéncias com praticamente 1
sequéncia para cada UTO determinada. A diversidade encontrada para a praia dos Dois

Coqueiros poderia ser um bom indicio de area pouco impactada, apesar do turismo
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desenvolvido na regido, porém nao se pode afirmar por falta de estudos especificos que
comprovem a existéncia de fontes poluidoras e seus efeitos junto ao ecossistema marinho. A
maioria dos trabalhos sobre diversidade de micro-organismos no ambiente marinho revela um
grupo dominante dentro das classes acima indicadas e relacionam esta dominancia a algum
aspecto ambiental especifico, o que nao foi possivel determinar seja pelo aspecto pontual do
estudo seja pela falta de registro das condi¢des oceanograficas da area.

Gammaproteobacteria foi o principal grupo revelado na microbiota de Cystodytes
sp., com a dominancia do género Pseudomonas. O género Pseudomonas tém sido encontrado
em invertebrados marinhos, sedimento e agua do mar (SANTOS et al., 2010), porém Du et al.
(2006) destacam que a presenga deste género no ambiente marinho ainda nao estd bem
definida. Pelczar Jr; Chan e Krieg (1997) destacaram que as Pseudomonas possuem a
capacidade de degradar e usar diferentes compostos organicos como fonte de energia. De
acordo com Moore et al. (2010), as bactérias ambientais tem sido mais resistentes a
antibidticos que patogenos clinicos, possivelmente resultantes da grande variabilidade de
condicoes dos ambientes naturais.

Borin et al. (2009) avaliaram a comunidade microbiana de uma lagoa com
diferentes niveis de contaminagdo e, segundo esses autores, Gammaproteobacteria estava
associado a area poluida. Este tdxon tem se mostrado resistente, estando presente em locais
com condi¢des adversas, a exemplo da area do porto do Pécem. Estd area deve receber
diferentes fontes de polui¢do, tanto pela propria atividade desenvolvida como oriunda de
outras fontes, o que pode revelar uma possivel selegdo da microbiota ali presente.

A quase exclusividade do género Pseudomonas encontrada nos resultados deste
trabalho sugere que no porto do Pecém a poluicdo esteja selecionando naturalmente a
microbiota, contudo ndo podemos destacar qual seja esta fonte poluidora.

A diversidade das bibliotecas calculadas pelo indice de Shannon se mostrou
relativamente alta, principalmente para a microbiota da superficie da tinica de Didemnum
galacteum. A baixa diversidade revelada para a biblioteca da ascidia Cystodytes sp em relagdo
a biblioteca de D. galacteum pode ser explicada pela quase exclusividade de
Gammaproteobacteria presente na amostra. Os resultados de diversidade corroboraram com o
indice de equitatividade das bibliotecas, onde o total de sequéncias como citado anteriormente
mostrou-se praticamente 1 para cada UTO em Didemnum galacteum, ao passo que em
Cystodytes sp. houve a dominancia de 36 sequéncias para a espécies Pseudomonas putida e

20 sequéncias para a espécie Pseudomonas sp.
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A curva de rarefacdo para as duas bibliotecas se mostrou crescente principalmente
para a biblioteca da ascidia Didemnum galacteum, este resultado indica que apenas uma
parcela da comunidade microbiana foi conhecida, indicando que se o esforco amostral tivesse
sido maior poderiamos revelar uma comunidade microbiana ainda mais diversa.

Os outros grupos encontrados nas sequéncias extraidas da microbiota da ascidia
Didemnum galacteum nao foram tdo representativos como para Proteobacteria. De acordo
com a comparacdo no GenBank, as cianobactérias foram representadas por uma sequéncia
para Synechococcus sp com 99% de similaridade, Symploca sp 96%, Cyanobium 99% e
Stigonema ocellatum 96%. Nenhuma sequéncia obtida nas bibliotecas correspondia com a
cianobactéria Prochloron encontrada por meio da técnica de microscopia Otica. Ha uma
discrepancia entre as dados Oticos e moleculares para esta cianobactéria. Isso pode ter
ocorrido pois o marcador utilizado neste trabalho para a regido 16S nao ¢ especifico apenas
para cianobactérias como mostrado por Munchhoff, 2007. Além disso, pode ter ocorrido falha
no PCR durante a amplificagdo favorecendo com que grupos com pouca quantidade de DNA
tenham se perdido, sobressaindo apenas os grupos mais expressivos. Ainda assim, a técnica
de clonagem nos permite pegar amostras aleatérias e, dada a diversidade presente nas
amostras € possivel que a sequéncia da cianobactéria Prochloron nao tenha sido selecionada.

O uso individual de técnicas sejam elas moleculares, 6ticas ou qualquer outra,
nem sempre fornece o resultado esperado devido as suas proprias limitagdes, sendo ideal
entdo utiliza-las de forma que um resultado suporte o outro e que em conjunto fornegam
melhores respostas aos questionamentos nos diversos campos de pesquisa.

As andlises das sequéncias determinaram por meio da classificagdo quais os
principais grupos das comunidades microbianas, com alguns ainda nao cultivaveis. Um dos
principais desafios atualmente além de conhecer esta diversidade ¢ conseguir realizar o
cultivo destes organismos.

Este foi o primeiro registro da diversidade microbiana associada as ascidias
coloniais Didemnum galacteum e Cystodytes sp. para a costa brasileira. Nenhum trabalho
havia sido realizado com esse objetivo na regido, estudos futuros podem verificar e comparar
a microbiota de outras ascidias. O conhecimento dessa diversidade serd importante pois
permitird a inclusdo de uma parcela de organismos vivos que ¢ frequentemente ignorada nos

estudos dos ecossistemas marinhos.
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6 — CONCLUSOES

As ascidias coloniais Didemnum galacteum e Cystodytes sp. revelaram uma
microbiota bastante diversa na superficie externa da tinica, composta por bactérias,
cianobactérias e diatomaceas epifitas.

A comunidade microbiana das amostras analisadas para a praia dos Dois
Coqueiros regido entremarés parece ser mais diversa que a microbiota da regido portudria.

A microbiota associada as ascidias ¢ distinta daquela presente na dgua do mar
onde vivem.

Nas bibliotecas do 16S rRNA houve a dominincia de bactérias. Dentre as
bactérias o tdxon dominante em todos os casos foi Proteobacteria, com Alphaproteobaccteria
para a ascidia Didemnum galacteum e Gammaproteobacteria para a ascidia Cystodytes sp.
Outros representantes como Bacteroidetes, Planctomycetes, Actinobacteria, Cyanobacteria e
Bactérias ndo cultivaveis foram evidenciadas na microbiota de Didemnum galacteum,

enquanto para Cystodytes sp. ndo houve nenhum destes representantes.
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8 — APENDICE

8. 1 — APENDICE A — MEIOS E SOLUCOES
1 — Tampao fosfato
Para 100 mL

20 mL de solucdo estoque de fosfato acido de sodio
80 mL de solucao estoque de fosfato sodio dibasico

Ajustar o pH para 7,4.
2 — Tampao de Extracdo de DNA — CTAB 2%
Para 100 mL

2 gde CTAB
8,1816 g de NaCl
1,2114 g de Tris
0,5845 g de EDTA
Agua MilliQ

Ajustar o pH para 8,0 e autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

3 — Meio LB ( Luria — Bertani)
Para 250 mL

2,5 g de Bacto Triptona

1,25 g de Extrato de Levedura
1,25 g de NaCl

3,75 g de agar

Agua MilliQ

Ajustar o pH para 7,0 e autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

4 — Meio SOB
Para 100 mL

2 g de Triptona

0,5 g de Extrato de Levedura
0,05 g de NaCl

1 mL de KCl

Ajustar o pH para 7,0 e autoclavar a 121 °C por 15 minutos.

Adicionar 1,0 mL de MgCl2 1 M, esterilizado por filtragao.
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5 —Meio SOC

Para 10 mL

8,0 mL de meio SOB

2,0 mL de glicose 1 M, esterilizada por filtracao.
6 — Acetato de Potassio 3M

Para 100 mL

29,44 g de Acetato de Potassio
1’1,5 mL de Acido Acético Glacial
Agua MilliQ g.s.p. 100 mL
7—-GET

Para 500 mL

1,46 g de EDTA

0,66 g de Tris
Agua MilliQ g.s.p. 472 mL

Ajustar o pH para 8,0 e autoclavar a 121 °C por 15 minutos.
Adicionar 28 mL de Glicose 20%, esterilizada por filtragao.

8 — SDS + NaOH

Para 3,0 mL

300 pL de SDS 10%

150 pL de NaOH 4M
Agua MilliQ g.s.p. 3,0 mL
9 — Solugao de Acrilamida
Para 100 mL

38,93 g de Acrilamida
1,07 g de Bis-Acrilamida
Agua MilliQ g.s.p 100 mL

10 — Tampao TAE - 50 X

Para 7000 mL
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140 mL de Tamp&o TAE 50 X

6860 mL de Agua Destilada

11 — Tampao da amostra (Azul de Bromofenol)
Para 10 mL

3,45 mL de Glicerol
0,125 g de Azul de Bromofenol

Ajustar o pH para 8,0 com TE

12 — Meio 2XYT
Para 200 mL

3,2 g de Triptona

2 g de Extrato de Levedura
1 g de NaCl

Agua MilliQ g.s.p 200 mL

13 —Meio GYT

Para 10 mL

1 mL de glicerol

0,0125 g de Extrato de levedura

0,025 g de Triptona
Agua MilliQ g.s.p 10 mL
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8.2 — APENDICE B — LISTA DE REAGENTES

Metanosulfonato de Tricaina..........ceecueeiieriieiieiie e Finquel
FOrmaldeido........eeuieiiieiiecie ettt ettt ettt et ens Synth
Bacto TrIPtONa.......eeeeieeeiiieeiie et ettt e st e e st e e sebeeenbeeenaeeeneee Difco
Extrato de Levedura..........coiiiiiiiiiiiiee e Himedia
VAT et ettt e b et e bt e a e bt e et e bt e nneeteeeneeenne Himedia
501703 4 - TSP Fluka
Acetato de POtASSIO....c.iiiiriiiieieeieieee et Fischer Scientific
ACIAO ACBHICO. ... Cromoline
ACTIAMIAA. ..t ettt et eas Merck
CLOTOTOIMIO. ...ttt sttt et st Cromoline
ALCOOL TSOAMILICO. ... Reagen
| 10 0] 407021110 ) DO Amresco

INAOH. .. ettt ettt et e et e e bt e sbt e e st e e sbee e Vetec

CIICLE GIOW...cutiiiiiieieeect ettt ettt MP Biomediclas

1 2 S TSRS Invitrogen
CTAB ettt et ettt e st e et e st e sbtee e Amresco
| Q] USSP Vetec
EDT A ettt ettt et st Fischer Scientific

] D T OO OO U PO P U PPOTOPRRTRRON Merck
ERANOL...c ettt Merck
RINASE. .t ettt ettt et et e st e st e st e Promega
PIIIMIETS. ...ttt ettt et e st e st e et e e eetaeeabeeneeenseenees Invitrogen
ALZATOSC. .. eeevieeieeiieeeiie et et e et e eette e bt e et e ebeestaeebeeetb e e beeeabe e bt e atbeeteeeabeeteeenaeenneas Invitrogen
00122 0 PSR Promega
ANTPS ..ttt ettt et e st e et e st e e b e sateeabeeeaes Promega
Mgttt ettt ettt ettt ettt e et et e bt e abe e bt e enbeensaeenbeenaeaens Promega
BOTALO...ceeieee et e e et e e et e e e Reagen
Tagq DNA POIMETASE......ccveiieiieiiiieeiiee ettt sae e tae e eaaeesaeeeeenee s Invitrogen
SVBR ..ttt ettt Invitrogen
Marcador 1 KD.....oc.oooiioiiieee e Promega
Tampao de LiZACA0......cc.iiiiiiiieeiieeiiecie ettt ettt et et ebeesteeesbeessaeensaesnneens Promega

Vetor P-GEM EaSY....ccooiiiiiiiiiiee ettt e Promega
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TA DINA LIASE...ueieiiiieiiieeiiee et e eiteeeieeeeiteesiveeeeveessaeeeaaeesbeeessseeensseesnsseesnssens Promega
W 10102 (o3 1 11 o TR Sigma
D G | FO SRR Fischer Scientific
IPTGo et sttt Fischer Scientific
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