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RESUMO

Os manguezais sé0 ecossistemas importantes e produtivos, encontrados ao longo da
linha da costa de regiOes tropicais e subtropicias. Processos importantes, como a
ciclagem de nutrientes, estdo diretamente conectados a atividade das comunidades
microbianas desses solos. Dada sua posicdo estratégica, 0os manguezais séo bastante
impactados no mundo todo. No Brasil, &reas importantes como a da Baia de todos os
Santos (BA) sdo severamente afetadas pela presenca do petroleo. Compreender as
adaptagBes da microbiota loca e sua dindmica, frente as ateracbes ambientais, é
essencial para que se consiga manter ou restaurar esses ecossistemas. A presente
dissertacdo investigou a edtrutura e a funco de comunidades microbianas em uma érea
do manguezal da baia de Todos os Santos, poluida pela indistria do petr6leo. Dois
locais foram amostrados — um, situado na érea de refinamento dessa indUstria e o outro,
distante desse loca e usado como controle. Além dos dados abiéticos medidos, dois
métodos independentes de cultivo foram utilizados: T-RFLP e microarranjos de DNA.
Os resultados de ambos os sitios, nos experimentos de T-RFLP, mostraram que as duas
comunidades bacterianas diferem quanto a sua estrutura. Para o sitio amostrado na area
da refinaria, um nimero maior de OTUs sugere um estimulo ambiental, na comunidade
bacteriana, fato associavel ao dto teor de matéria organica desse local. Para os
microarranjos de DNA, categorias similares de genes foram detectadas, em ambos 0s
locais, mas a especificidade de suas sequéncias foi distinta. Os genes que codificam
para a remediacdo organica foram os mais representativos, mais de 40% do total nos
dois sitios. Mesmo detectando categorias semelhantes, apenas 4% das sequéncias
genéticas foram comuns aos sitios. Estes dados mostram que organismos diferentes séo
responsaveis por fungbes similares em cada ponto. A diferenca entre os locais,
observada nos experimentos, pode ser relacionada com o fato do sitio 1 situar-se numa
regido fortemente afetada por hidrocarbonetos. Utilizando-se indices ecoldgicos, os
dados de T-RFLP indicaram o sitio 1 como mais diverso, enquanto os resultados dos
microarranjos de DNA mostraram o oposto. Concluindo, a estrutura e fungcdo da
microbiota local sdo afetadas pela presenca da indUstria do petréleo. Estudos adicionais
poderdo gjudar a compreender a dindmica dessas comunidades microbianas, frente as
futuras exposicdes ao 6leo e/ou derivados.

Palavras-chaves — manguezais, diversidade microbiana, T-RFLP, microarranjos de
DNA.
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ABSTRACT

Mangroves are important and productive intertidal ecosystems along subtropical and
tropical coastlines. Important processes such as nutrient cycling are directly connected
to the activity of the microbial communities of mangrove soils. Because of their
strategic location, mangroves have been widely impacted around the world. Important
mangrove areas, such as Todos os Santos bay (BA), are impacted by crude oil and its
derivates. Hence, understanding the local microbiota’s dynamics and adaptations to
petroleum-induced environmental alterations is essential to assessing or restoring
desirable ecosystem functions. | investigated the structure and function of microbial
communities in a mangrove area located in the north of Todos os Santos bay. Two sites
were sampled — one located inside an industry refinery area and another located outside
that area in a place considered less affected by hydrocarbons. Temperature, pH, salinity
and organic matter content were measured. Two culture-independent community
analysis methods were used: T-RFLP and DNA microarray. The T-RFLP experiments
showed two distinct community structures. The site inside the refinery area showed a
higher amount of OTUs suggesting that the higher amount of organic matter may have
stimulated the bacterial community. The microarray experiments showed similar
functional gene categories found at both sites, but the particular sequences that
hybridized were different. The genes coding for organic carbon degradation were the
most frequently detected category counting for more than 40% of the total probes
hybridized at both sites. Even though the hybridized categories were similar, the sites
shared just 4% of the total hybridizing genes. These results show that different
organisms are responsible for smilar functions on each site. Using diversity index, T-
RFLP data indicated that site near the refinery was more diverse than the distant site,
while microarrays results showed the opposite. The former method measures bacterial
populations while the latter measure sequence diversity of functional genes, which may
indicate that the polluted site is selecting for more different bacteria but that they have a
less diverse set of functional genes. In conclusion, the structure and function of the
microbiota may be affected by the presence of the petroleum industry products. Further
studies will help us understanding the dynamics of those communities following
petroleum exposure.

K eywor ds — contaminated mangroves, microbial diversity, T-RFLP, DNA microarrays.
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1-INTRODUCAO

O impacto da existéncia e desenvolvimento das civilizagdes nas zonas costeiras,
espal hadas pelos cinco continentes existentes na Terra, ainda que ndo precisamente mensurado, €
mundialmente reconhecido. Uma parte desse desequilibrio ecolégico é gerada pela industria
petroquimica, cujos subprodutos representam poluentes atamente recalcitrantes. S&o
especialmente preocupantes as areas consideradas de alta sensibilidade, como 0s manguezais,
pois S0 ecossistemas importantes, porém frégeis e de dificil recuperacdo. A perda anual dessas
areas estuarinas € estimada em mais de um milhdo de hectares no mundo todo. Apesar do
crescente empenho cientifico para tentar reverter este quadro, ainda S80 poucos 0s registros de
resultados efetivamente bem sucedidos na remediagc@o in Stu de &reas de manguezais impactadas
por hidrocarbonetos. Tem-se, portanto, uma demanda na producdo e aplicacdo de conhecimento
neste setor. Faz-se necess&ria a urgente geragdo de dados que gjudem a promover ainversdo desta
realidade.

Os manguezais, considerados a coluna vertebral dos ambientes marinhos tropicais,
desempenham um papel essencial na manutencéo da biodiversidade oceanica, funcionando como
bercario e fontes de aimento para peixes e outros animais. O papel de exportador de nutrientes
ocorre gragas as altas concentracfes de matéria organica e ao carater anoxico, propriedades
tipicas das regides de mangue. No entanto, essas mesmas condi¢des igualmente favorecem a
permanéncia e acumulo de poluentes, como os derivados de petroleo, em seus solos. Esses
xenobioticos podem persistir por décadas €, a longo prazo, causar desequilibrio nos processos
essenciais para a manutencdo do ambiente, incluindo modificagdes nos ciclos biogeoguimicos e
na cadeia alimentar. Ambas as Situagdes sé0 consequéncias diretas de ateragbes na estrutura das
comunidades microbianas autdctones.

Apesar dos microrganismos serem fundamentais para a manutencao dos ecossistemas, 0
conhecimento acumulado sobre esses seres até recentemente foi limitado pelo uso de
metodol ogias dependentes de cultivo. Com o advento de técnicas molecul ares baseadas na analise
do DNA de microrganismos retirado diretamente de amostras ambientais, avangos importantes
nos estudos de ecologia microbiana tém sido registrados. Todavia, dados cientificos sobre a

estrutura e diversidade das comunidades microbianas de manguezais s&0 ainda escassos, mas
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podem ser (teis tanto para avaliar 0 grau de impactacdo causado pela agdo antrOpica nestes
ecoss stemas peculiares, como parapromover agoes eficazes da remediacdo destes impactos.

O Brasil vive um momento de crescimento econdmico no setor petroquimico, mas, em
algumas regides do pais, como no caso da baia de Todos os Santos, no estado da Bahia, a
exploragdo do petroleo data mais de 50 anos. Ao longo dessa consolidada exploragdo, muitos
eventos foram ou sdo responsaveis pelo impacto ambiental ali gerado. Atualmente, pesquisadores
de varios ramos da ciéncia tém trabalhado em conjunto para o desenvolvimento de solucdes
eficazes para o problema.

Inserido nesse contexto e procurando acrescentar preciosas informagdes ao estudo dos
manguezais no Brasil, o presente trabalho se propde a contribuir estudando, através do uso de
técnicas moleculares avangadas, as comunidades microbianas do solo desse manguezal
contaminado com petrol eo.
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2 -REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Ecossstema Manguezal

Encontrados em areas de transicdo entre o ambiente terrestre e marinho, caracteristicos
de regides costeiras tropicais e subtropicais, 0s manguezais desempenham um papel essencial na
manutencdo da biodiversidade marinha. Est@o associados as margens de baias, enseadas, barras,
desembocaduras de rios, lagunas e reentréncias costeiras, podendo também ser encontrados em
exposicdo direta a linha da costa (Quartel et a., 2006; Dittmar et al., 2001; Shriadah, 1998;
Walsh, 1974). Este ecossistema esta sujeito ao regime das marés, gerador de um gradiente de
salinidade tipico, e seu solo € predominantemente lamoso, com baixos teores de oxigénio. Além
disso, apresenta uma vegetacdo especializada e altamente tipica de plantas |lenhosas, comumente
chamadas de Mangue (Jennerjahn & Ittekkot, 2002; Schaeffer-Novelli, 1995). Em todo o
mundo, estdo sujeitos a impactos naturais e/ou antrOpicos associados as atividades das
civilizagdes nas zonas costeiras (NOAA, 2002). No Grande Dicionario Aurélio da Lingua
Portuguesa, Manguezal é definido como um ambiente de solos pantanosos a margem de lagoas e
estuérios, margens pantanosas de rios e portos; florestas ao longo de rios até o limite superior
atingido pela agua do mar.

Os manguezais ocorrem em 122 paises e cobrem aproximadamente 18 milhdes de
hectares, ocupando cerca de um quarto das regides costeiras dos cincos continentes do planeta,
como mostrado na Tabela 1 (Kathiresan & Qasim, 2005; Spalding et al., 1997). Distribuido entre
0s tropicos de Cancer e de Capricornio, € o ecossistema predominante das margens continentais
dessa regido do globo, ocupando entre 60 a 75% da costa intertropical (Spalding et al., 1997).
Brasil, Indonésia, e Austrdlia sGo 0s paises que possuem a maior abundancia de areas de
manguezais (Aksornkoae et al., 1984). Na America Latina, 0S mangues cobrem uma area pouco
inferior a 4 milhdes de hectares na costa de ambos o0s oceanos, Atléantico e Pacifico (Lacerda et
al., 1993). No Brasil, podem ser encontrados desde o extremo norte, no Amap4, até o sul de Santa
Catarina, na foz do Rio Ararangu& (Cury et a., 2002). Podem, também, ser encontrados ao
longo de toda a faixa litorénea da regido Nordeste, tendo maior extensdo nos estados do
Maranhéo e da Bahia (Vannucci, 1999).
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Tabela 1 — Distribuic¢éo do ecossistema Manguezal no mundo.

Regi&o Area (km?) Propor ¢éo global
Sul e Sudesteda Asia 75.173 41,5 %
Australasia 18.789 10,4 %
Américas 49.096 27,1 %
Oeste da Africa 27.995 15,5 %
Leste da Africa e Oriente Médio 10.024 5,5 %
Total 181.077 100 %

FONTE: Adaptado de Spalding et al., 1997

Dentre as principais caracteristicas ambientais condicionantes da ocorréncia, estrutura
e funcionamento do manguezal, destacam-se: temperaturas tropicais, substratos aluviais,
protecdo contra ondas, presenca de agua salgada e consideravel amplitude de marés. A
formag@o do ecossistema é ainda diretamente vinculada ao aporte de materiais sedimentares
tanto marinho quanto continental, o que torna estes ambientes de transi¢céo altamente produtivos
(Cury et al., 2002; Walsh, 1974).

No tocante & temperatura, toda a biota tipica de manguezal €, por definicéo, sensivel
a0 frio, por isso aocorrénciado ecosstema, em ambos o0s hemisférios, é limitada pela
temperaturaminimade 15 °C. Este € o principa aspecto que justifica alocalizagdo predominante
de manguezais na costa oeste dos continentes entre os 30° de latitude norte e 30° de latitude
sul. Além disso, 0s manguezais tém um desenvolvimento muito escasso nas regides com
ventos fortes, que provocam ressecamento e desenraizamento (Van Santen et al., 2007,
Fruehauf, 2005; Mastaller, 1990). A dependéncia por um abastecimento periddico de éagua
doce, por suavez, explica a falta dessavegetacdo nos litorais com clima desértico. Defato, as
areas passiveis de ocupacdo por florestas de mangue apresentam algum aporte de &gua doce,
gual sgjaderios, chuvasou aindada proximidade de corpos de &gua, cuja massa liquida atua
controlando 0 excesso de sal marinho (Dittmar et al., 2001; Schaeffer-Novelli et al., 2000;
Vannucci, 1999).



Paes, F. A. Andlise de Comunidades Microbianas...

Fruehauf (2005) cita em seu trabalho que 0 ecossistema manguezal geralmente ocorre
em estuarios protegidos e lagoas rasas. De fato, a protecdo contra a agdo das ondas em &reas
litordneas planas e calmas, favorece a permanéncia da vegetagdo tipica, que possui raizes
pouco profundas. Nessas éreas aluviais, outras vantagens ambientais viabilizam a ocorréncia de
mangues, quais sgjam: troca regular de matéria organica proporcionada pelas aguas das
marés e aportes pluviais e/ou fluviais, larga amplitude da maré e existéncia de dgua salobra,
formada pela mistura de dgua doce do rio com agua salgada do mar (Schaeffer-Novelli, 1995;
Cearg, 1992).

Dada a peculiaridade das condigdes ambientais observadas na ocorréncia dos
manguezais e as bruscas mudancas que ocorrem, naturamente, nesse ecossistema, todo e
gualquer organismo nele vivente deve estar adaptado para reproduzir-se e desenvolver-se naquele
ambiente. A vegetagdo dos manguezais € uma o6tima figuragdo da paisagem descrita. Os
mangues sdo altamente especializados e representados por poucas espécies geramente
abundantes, como Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa, Avicennia tormentosa e
Avicennia schaueriana, altamente adaptadas as condic¢des de solos alagados, com baixas
concentracfes de oxigénio e salinidade variavel. Entre as adaptacdes podemos citar as raizes
escora, responsaveis pela sustentacdo das arvores sobre o sedimento, e glandulas excretoras de
sais que conferem tolerdncia a salinidade tipica do ambiente (Rossi & Mattos, 2002). A
digtribuicdo de cada uma dessas espécies nos manguezais ocorre em zonas bem definidas e é
determinada principalmente pelos fatores abidticos anteriormente descritos.

Com relacdo a fauna, os manguezais abrigam grande variedade de animais residentes,
semi-resigtentes, visitantes constantes ou esporadicos. A maior parte provém do ambiente marinho
como moluscos, crustaceos e peixes, masa agua doce também contribui com algumas espécies.
Do ambiente terrestre provém aves, répteis, anfibios, mamiferos e insetos. Entre esses animais,
merecem destaque 0s crustaceos decapodas, caracteristicos desse ecossitemna e que desempenham
papel importante na manutencdo da dindmica do ambiente. Eles fragmentam folhas que caem
das arvores, facilitando sua utilizagdo por microrganismos e, ao construirem suas tocas,
reviram a lama, trazendo a superficie grande quantidade de matéria organica. Entre os
caranguejos mais conhecidos destacam-se Goniopsis cruentata (aratu), Cardisoma guaiamuni

(guaiamum), Ucides cordatus (caranguejo-uca) e 0s pequenos chama-marés do género Uca
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(Fruehauf, 2005; Ceara, 1992).

Nos manguezais, bactérias, arqueas e fungos congtituem cerca de 91% da biomassa
microbiana, enquanto microalgas e protozodrios representam apenas 7% e 2% respectivamente
(Alongi, 1988). Apesar de exigtir um nimero menor de estudos reportados na literatura sobre a
composi¢cdo da microbiota desse ecossistema, quando comparado aos aspectos abi6ticos e fauna e
flora associada, sabe-se que a microbiota é essencial para manutencdo do manguezal, sendo sua
vasta diversidade filogenética e funcional a chave que governa o fluxo de energia e a ciclagem de
nutrientes. De acordo com Alongi (1994), os ecossistemas marinhos tropicais, aquaticos ou
terrestres, s@o bem mais dependentes da atividade microbiana que os ecossistemas de zonas
temperadas. Nos trépicos, a formagdo do hiumus e a reciclagem de nutrientes por comunidades
microbianas é um processo bastante eficiente, sendo as bactérias responsaveis por grande parte
do fluxo de carbono nos sedimentos dos manguezais (Holguin et al., 2001). Vé-se, portanto, a
intima relacéo entre a microbiota das florestas de mangue e 0s sol os que habitam.

Os solos dos manguezais sdo formados pela deposicdo de particulas de origem
continental e marinha, organicas e inorganicas, que estdo em suspensdo na agua, e se
movimentam em funcéo das correntes de fluxo e refluxo das marés (Stralher & Stralher, 2000).
No geral, estes solos apresentam granulometria caracteristicamente fina, com dominancia das
fracbes de tamanho menor que 0,05 mm, ou sga, slte-argila Possuem muita matéria
organica, ato conteldo de sal, baixa consisténcia e cor cinza escuro. Também apresentam
amplas variagOes nos valores de potencial hidrogenidnico (pH), capacidade de troca catidnica
(CTC), capacidade de retencdo de &gua, potencial redox (Eh), salinidade, nitrogénio e fosforo
extraivel (Ross & Mattos, 2002; Cardona & Botero, 1998), além de variagbes na composi¢cao
mineral6gica.

Um aspecto importante desses solos € a presenca de pirita (FeS;), comum nos
manguezais. Sua formacdo se d4 em ambientes redutores, com presenca de matéria organica,
ferro, enxofre proveniente do mar e microrganismos como, por exemplo, a bactéria
Acidithiobacillus ferrooxidans que reduzem os fons sulfato (SO,?) a sulfito (SOs?) e os fons
férrico (Fe™) a ferroso (Fe*?), estavel nessas condigdes; porém, quando os solos sdo drenados,
ocorre a oxidac&o da pirita e a producéo de acido sulfurico (H,SO,), causando uma reducéo dos

valores de pH, podendo formar solos sulfato-acidos em areas mas elevadas, caso a
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guantidade de &cido produzida seja maior que a capacidade de neutralizacdo do solo
(Vannucci, 1999).

O equilibrio das condicdes ambientais proprias do manguezal pode facilmente ser
perturbado por impactos antrépicos, revertendo os processos fundamentais do funcionamento
desse ambiente. Os danos causados pelo homem durante o desenvolvimento das civilizagdes em
zonas costeiras é atuamente reconhecido em nivel mundial. No Brasil, as relagbes entre o
homem e os manguezais € antiga. Populacfes indigenas ja utilizavam essas areas antes da
chegada dos colonizadores europeus. No periodo colonial, além de fonte de alimento, o
manguezal era utilizado para retirada de madeira, lenha e tanino usado em curtumes. Em pleno
século XIX, no estado do Rio de Janeiro, descobriu-se que a cinza mineral do mangue
apresentava carbonato e cloreto de sodio, servindo na fabricagdo de sabdo sdlido. Historicamente,
uma ocupagdo mais massiva dos manguezais ndo ocorreu até a metade desse século, porque a
idéia da época era que as florestas de mangue constituiam-se de &reas com pouca salubridade,
sem muita utilidade para a agricultura e fonte potencial de doencas transmitidas pelos insetos
locais. Por conta disso, a atitude frente a esse ecossistema era drenar e aterrar, para posterior
uso. A partir da década de 1950, nas &reas estuarinas e de manguezal, comecaram aimplantar-se
industrias e empreendimentos imobilidrios, afetando tanto o ambiente, como as populacdes
tradicionais que sobreviviam dos recursos do mangueza (Fruehauf, 2005; Vannucci, 1999).

Atualmente, a importancia ecoldgica e econémica do manguezal sdo bem estabelecidas,
sendo repetidamente citadas na literatura (Van Santen et al., 2007; Kathiresan & Qasim, 2005;
Vannucci, 1999; Ceara, 1992), tais como:

Ser fonte de matéria organica e nutrientes para as aguas costeiras adjacentes, contribuindo
para aproducéo primaria da zona costeira;

Atuar como local de dbrigo, reproducdo, desenvolvimento e alimentacdo de espécies
marinhas, estuarinas, terrestres e liminicas, contribuindo para a manutencéo da diversidade
biol6gica costeira;

Proteger a linha da costa, evitando erosdo e assoreamento dos corpos d agua adjacentes;
Agir como barreira para a contaminagcdo marinha, retendo produtos quimicos, como metais

e hidrocarbonetos provenientes da agdo antropica nos continentes,
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Ser fonte de produtos para comunidades humanas costeiras, principalmente no tocante a

pesca.

Apesar da clara valia do ecossistema manguezal, nos Ultimos 50 anos, aproximadamente
um terco das florestas de mangue, em todo o mundo, vém sendo perdidas e, em paralelo, tém
ocorrido 0 desaparecimento de espécies bioldgicas (Kathiresan & Qasim, 2005). O
desenvolvimento ndo ecologicamente plangado de atividades portudrias, pesgueiras, de
agricultura e aguicultura, industriais, de exploracdo mineral, turisticas, dentre outras, mantém
sob constante risco 0s estuarios e ecossistemas associados, como 0s manguezais. As florestas de
mangue S0 especialmente preocupantes, por setratar de areas consideradas de alta sensibilidade,
em razdo da importancia, fragilidade e dificuldade de recuperagcdo (SQA/MMA, 2002).

Com uma perda anual estimada em mais de um milhdo de hectares no mundo todo
(Moscatelli, 1999), os manguezais tém sido levados em conta cada vez maior no tocante a
implementacéo de leis de protecdo ambiental. Embora menosprezados no passado, entende-se,
hoje, que a perda das &reas de manguezais implica diretamente na ndo execucéo do importante
papel que exercem nos setores ecolOgicos e econdmicos, como Nos casos previamente citados. O
desflorestamento do mangue, por exemplo, € apontado como uma das principais razdes para a
diminuicdo da producdo pesqueira em muitos paises tropicais e subtropicais (Kathiresan &
Qasim, 2005).

A preservacdo deste ecossistema é regida por leis federais e estaduais. Referidos
instrumentos legais impdem restrigdes ao uso das éreas de florestas de mangues. De acordo com
Cunha-Lignon (2001) a legislacdo federal que discorre sobre o ecossstema Mangueza
transparece sobre as seguintes citagdes: Art. 225 da Constituicdo Federal do Brasil (1988); Lei n°
4.771/65 do Codigo Florestal; Res. CONAMA n° 4 de 18/09/85, Lei n°® 9.605/98 de crimes
ambientais, Res. CONAMA 005/97 e Plano Nacional de Gerenciamento Costeiro (PNGC)
no art. 3°, 81°.

Embora protegido por lei, a falta de fiscalizagdo e a dificuldade de gerenciar o avanco
industrial e tecnolégico fazem com que esse ecossistema sgja constantemente impactado. O
desenvolvimento de dternativas de mangjo e de ferramentas biotecnoldgicas, capazes de

remediar as alteracbes antropicas ocorrentes no ambiente, sdo alternativas promissoras que vém
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sendo cada vez mais estudadas. No sentindo de auxiliar este processo, 0 levantamento do
inventario vivo e o entendimento de como 0s organismos respondem as mudangas ambientais
contemporaneas torna-se artigo de primeira necessidade para o gerenciamento dos diferentes
ecossistemas do globo, incluindo as florestas de mangue e demais regides costeiras.

2.2. Impactos Causados pelo Petr 6leo no Ambiente

O petroleo € um recurso natural consideravelmente abundante, cuja exploracéo
representou um marco no desenvolvimento da nossa civilizagdo. Atualmente, € a principa fonte
de energia de diversos setores industriais e de bens de consumo. Serve como base parafabricagdo
dos mais variados produtos, dentre os quais se destacam: 6leo diesel, gasolina, alcatrdo,
polimeros plasticos e até mesmo medicamentos. Este recurso tem grande peso na economia
mundial e ja motivou muitas guerras, sendo hoje a principal fonte de renda de muitos paises,
sobretudo no Oriente Médio (Gomes, 2004).

Do latim petroleum, petrus, pedra e oleum, 6leo, a palavra petréleo significa 6leo da
pedra. E uma substancia oleosa, inflamével, menos densa que a &gua, com cheiro caracteristico e
coloracéo que varia do castanho claro ao preto, passando por verde e castanho escuro. Originado
da transformagdo de grandes deposigdes fosseis, € uma mistura complexa de compostos
organicos, com alto conteldo energético. Contém hidrocarbonetos que variam de moléculas
simples, como metano, a moléculas com alta massa molecular. A fragdo saturada do petroleo
compreende os n-alcanos, considerados os mais facilmente degradéveis. JA a degradacéo de
compostos aromaticos e poliaromaticos € mais complexa. Também pode conter quantidades
pequenas de nitrogénio, oxigénio, compostos de enxofre e ions metdlicos, principalmente de
niquel e vanadio (Mille et a., 2007; Bamforth & Singleton, 2005; Atlas, 1981). De acordo com
Gomes (2004), uma amostra de petréleo considerada padrdo apresenta 14% de parafinas normais,
16% de parafinas ramificadas, 30% de nafténicos, 30% de aromaticos e 10% de resinas e
asfaltenos.

A utilizagdo de energia € fundamental para 0 mundo contemporaneo e, nesse cenario, o
petréleo ocupa a lideranca da matriz energética, com participacdo em torno de 35%. No Brasil, a

industria do petroleo tem gpresentado um crescimento intenso, sendo responsavel por
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aproximadamente 10% do PIB nacional e com uma producéo que se agproxima da auto-suficiéncia
(ANP, 2007). Todavia, ela é iguamente uma importante fonte de polui¢do ambiental. InGUmeros
acidentes envolvendo vazamento ou derramamento de petréleo ja foram reportados, tendo
causado prejuizos a curto e longo prazo (NRC, 2003).

Os grandes derramamentos de petroleo podem ocorrer durante atividades de exploragéo
ou producéo tais como: acidentes com tanques marinhos, perfuracdo de leitos marinhos
complexos, frotas maritimas, refinarias costeiras e urbanas, e vazamentos associados (Mille et al.,
2007; El-Tarabily, 2002). Os derramamentos mais catastréficos ocorrem geralmente na regido
costeira, afetando o ecossistema marinho e litoraneo, principalmente os manguezais (Mille
et a., 2007).

Dada a grande movimentagdo de petrdleo por transporte maritimo, registrou-se em 1967,
0 primeiro grande desastre ambiental pelo encalhemento do petroleiro Torrey Canyon, entre a
zona costeira da Inglaterra e da Franga, liberando 123.000 toneladas de 6leo. Outro acidente
marcante na historia da inddstria petroquimica foi 0 que ocorreu nos EUA, com o Exxon Valdez
em 1989, quando 38 milhdes de litros de petroleo vazaram no Alaska. Desde entdo, outros casos
ocorreram envolvendo navios, portos, terminais, oleodutos e refinarias entre outras fontes,
motivando a necessidade de investimentos na prevengdo, no combate a essas ocorréncias e nas
atividades de limpeza e remediagdo das éreas afetadas (Van Hamme et al., 2003; Sloan, 1999;
Atlas, 1981).

No Brasil, de acordo com o Sindicato dos Petroleiros, o SINDIPETRO, (2007), o
primeiro grande acidente petrolifero ocorreu em 1967 num terminal localizado nailha de Madre
de Deus, baia de Todos os Santos. Outros acidentes de grande relevancia também foram
registrados pelo SINDIPETRO, no decorrer das sucessivas décadas nos estados do Rio de Janeiro
(1972; 1984; 1988; 1991; 2001), Bahia (1982; 1992), Séo Paulo (1982; 1984), Minas Gerais
(1998) e Paran& (2000). Em adicéo, acidentes de menor porte ou ndo oficialmente registrados
pelo sindicato, bem como a contaminacdo didria e cumulativa das atividades petroquimicas séo
igualmente danosos ao ecossistema. De acordo com Mille et al. (2007), quantidades de
hidrocarbonetos de aproximadamente 3x10° toneladas sdo introduzidas a cada ano nos ambientes

marinhos.

10



Paes, F. A. Andlise de Comunidades Microbianas...

As zonas costeiras sdo as éreas primeiramente expostas a poluicdo com petroleo. Em
escala mundial, a contaminacéo dessas éreas € relativamente bem conhecida, mas no nivel local
existe ainda uma consideravel falta de dados em muitos pontos, onde multiplas fontes de
hidrocarbonetos estéo estabelecidas, particularmente no caso dos manguezais. Assim como
outros ecossi stemas costeiros, 0s manguezais estdo expostos a contaminacdo por hidrocarbonetos
via &guas de rios, esgotos urbanos e industriais, exaustores de veiculos, trafego de embarcactes
etc. Sendo areas caracterizadas por alta produtividade primaria, possuindo altas concentragdes de
matéria organica com abundancia de detritos e condi¢cbes de anoxia e potencia redox, os
manguezais representam um ambiente bastante favoravel para a conservacdo e acumulo de
hidrocarbonetos no solo (Mille et a., 2007; Zhang et al., 2004; Zheng et a., 2002; Tam €t 4d.,
2001). Além disso, as condi¢bes de inundagdo e as caracteristicas da vegetacdo, com raizes
abundantes, formam uma malha superficial, dificultando o acesso as regides contaminadas, fato
gue impede a descontaminacdo imediata em casos, por exemplo, de acidentes com petréleo e
derivados (NOAA, 1996).

Estabelecido no ambiente, o petréleo sofre alteracOes de suas caracteristicas originais,
em razéo de fatores fisicos e biol6gicos como evaporagdo, dissolucdo, dispersdo, oxidacdo
fotoquimica, adsor¢do as particulas e biodegradacdo. Essas transformacfes sdo reguladas pelas
caracteristicas especificas do derramamento e do ambiente atingido. Geralmente, a persisténcia
desses hidrocarbonetos no ambiente dependera de vérios fatores, dentre os quais. estrutura
quimica, concentragdo e dispersdo do contaminante no ambiente (Sloan, 1999). No caso dos
manguezais, estipula-se uma persisténcia igual ou superior a 20 anos (Michel, 2001; Cury et al.,
2002). Esse tempo prolongado € explicado pela lenta biodegradacdo dos hidrocarbonetos de
petréleo, devido alimitacdo de oxigenacdo do meio e lenta ciclagem dos nutrientes, essenciais
para a atividade microbiana aerdbia (Bamforth & Singleton, 2005; Scherrer & Mille, 1989).

A existéncia de microrganismos capazes de degradar os hidrocarbonetos do petroleo
utilizando-os como fonte de carbono foi demonstrada primeiramente por Zobell (1964), que
observou gque esses organismos eram amplamente distribuidos na natureza. Atualmente, sabe-
se que parte sdo degradadores de alcanos, outros de aromaticos e alguns conseguem metabolizar
ambos (Atlas & Bartha, 1992). Grande parte desses microrganismos estéo distribuidos pelos

oceanos. A exposicdo desses ambientes a0 petrdleo ocasiona um aumento na atividade e
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abundéncia de organismos degradadores, com dominancia de populacdes de bactérias que
contém plasmideos com genes para a degradacdo de hidrocarbonetos. Assim, ocorre adiminuicdo
da diversidade microbiana, alterando-se a estrutura das comunidades, podendo afetar a
funcéo e aintegridade do ecossistema (El-Tarabily, 2002; Braddock et a., 1996; Atlas, 1995). De
acordo com Atlas (1981), a propor¢ao de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos do
petréleo aumenta de menos de 1%, em ambientes marinhos ndo contaminados, para mais de 10%,
em ambientes marinhos contaminados. Mesmo com a dominancia de organismos degradadores
num dado ambiente contaminado, o petréleo cru nunca é completamente degradado, sempre
persistindo residuos mais complexos e geralmente contendo compostos asfalticos, 0s quais sao
mais inertes e possuem baixa disponibilidade (Atlas, 1995).

Diante da problematica gerada pelos grandes acidentes da indUstria petroguimica e o
inestimavel valor econdmico e ecoldgico das areas afetadas, muito se tem investido no
desenvolvimento de ferramentas capazes de remediar 0 impacto gerado por petroleo nos
ecossstemas. Atualmente, varios processos fisico-quimicos e biolégicos tém sido utilizados na
remocdo de hidrocarbonetos de petrdleo em solos e &guas, sendo a biorremediacdo atécnicamais
pesquisada e incentivada (Corseuil & Marins, 1997). Essa tecnologia consiste no uso de
microrganismos ou de seus metabdlitos para a limpeza dos ambientes contaminados, mas seu
uso, bem como o uso de agentes quimicos, pede um estudo prévio minucioso dos aspectos
bidticos e abidticos da area afetada (Ron & Rosenberg, 2002; White et al., 1996). Em outros
termos, qualquer tentativa de remediacdo ambiental, via agentes quimicos ou biorremediacdo,
deve comegar conhecendo-se a comunidade microbiana local, bem como as condiges ambientais
prevalentes na area contaminada (Mills et al., 2003; Dowty et al., 2001; Iwamoto & Nasu, 2001).
Até o presente momento, a maioria das areas potencialmente probleméticas, ou sga, atamente
suscetiveis & exposicao por petrdleo, em caso de acidentes durante atividades de exploracéo ou
processamento do Oleo bruto, ndo possuem informagdo suficiente sobre os efeitos desses
contaminantes para as comunidades bioldgicas locais, no entanto esses dados sdo indispensaveis

para uma implementacdo bem sucedida das técnicas de remediacdo (Van Hamme et a., 2003).
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2.3. A industria do Petr6leo na Baia de Todos os Santos

A baia de Todos os Santos, berco da industria petrolifera no estado da Bahia, localiza-se
no Recdncavo Baiano e é a maior baia navegavel do Brasil (Figura 1). Com gproximadamente
450 km de extensdo, sua orla é recoberta por um extenso manguezal que se desenvolve sobre um
substrato Umido, rico em minerais argilosos e matéria organica. Com relacdo a geomorfologia,
pode ser considerada como uma baia de maré, sendo as suas caracteristicas claramente marinhas.
O volume de agua doce, oriundo dos diversos cursos fluviais que desaguam ali, é duas ordens de
grandeza inferior ao aporte de dgua salgada que entra pela abertura da baia (Ledo & Dominguez,
2000; Lessa et al., 2001).

BAIA
DE
TGUAPE

. BAlA D
LRATT
v 12048

CANAL DO
PARAGLACT

Bt Da
RIBEIRA

SALVADOR
13° 00’

et

! 10 km

FONTE: Costa, 2006.
Figura 1 — Mapadaregido dabaia de Todos os Santos.
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A textura dos sedimentos superficiais de fundo da baia de Todos os Santos varia desde
argilaa areia muito grossa (Lessa et al., 2001), com distribuicdo espacial diferenciada. Enquanto
os sedimentos argilosos predominam na por¢éo norte da baia, a0 sul verifica-se que as areias
meédias e grossas s80 mais expressivas. Sedimentos carbonaticos e bioclastos ocorrem em
diversas areas, tendo sido alvo da exploragéo para fabricacdo de cimento. Franjas estreitas, mais
ou menos continuas, de recifes de corais bordgjam as ilhas da baia de Todos os Santos (Ledo &
Dominguez, 2000).

Nessa regido, assistiu-se a implantagcdo das primeiras unidades de exploragéo, producéo
e refino de petréleo em territério brasileiro. Como consegquéncia desse pioneirismo, a baia, em
paticular na sua por¢éo norte, apresenta serios problemas de impactagcdo antrOpica via industria
petroquimica. Este grande problema ambiental faz-se sentir pela biota local e esté registrado nos
sedimentos superficiais dos manguezais, sob a forma de contaminagdo por hidrocarbonetos de
petréleo, aportados a0 meio gracas a derrames acidentais durantes as operagdes de exploragéo,
producéo erefino (Veiga, 2003).

O inicio da histéria da industria petrolifera brasileira ocorreu nessa mesma regido
costeira. O descobrimento do petrdleo no estado da Bahia e o inicio de sua exploracdo datam de
1939. Desde entéo foram perfurados 634 pogos, dos quais sete ainda estdo em funcionamento.
Até 1998, a regido havia produzido 89 milhfes de barris de 6leo (ANP, 2002). A primeira
refinaria moderna de petréleo do Brasil foi inaugurada em 17 de setembro de 1950, sob o nome
de Refinaria Nacional de Petrdleo S.A., tendo sido depois renomeada de Refinaria Landulpho
Alves — Mataripe (RLAM). Funcionando desde ent&o, ela et localizada a 56 Km de Salvador,
no municipio de S&o Francisco do Conde, inserida no continente as margens da baia de Todos os
Santos e dentro de uma regido de manguezal, ocupando uma érea de 6,4 km® S6 em ICMS, a
refinaria paga R$ 750 milhdes por ano (Veiga, 2003). A capacidade instalada chega a 307 mil
barris por dia, sendo a segunda maior refinaria do pais. Possui 26 unidades de refino e produz 38
derivados dentre os quais propano, iso-butano, gés de cozinha, gasolina, querosene de aviagéo,
parafinas, 6leos combustiveis e asfalto, abastecendo as regides norte e nordeste do pais
(Uderman, 2000).

O transporte maritimo de dleo e derivados provenientes da baia de Todos os Santos é

feito por meio do Termina Almirante Alves Camara (TEMADRE), segundo terminal portuério
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mais importante da industria petroquimica brasileira, localizado na Ilha de Madre Deus, logo a
frente do continente, a 10 km da RLAM. Este terminal foi construido em 1958 e ocupa cerca de
50% da ilha movimentando um volume de 1,5x10° litros’més de petréleo e derivados em
operacOes de carga e descarga. Ainda na ilha Madre Deus, encontra-se em operacdo uma fébrica
de asfalto, localizada nas proximidades da regido portudria e as margens de uma zona de
manguezal (Veiga, 2003). A baia de Todos o0s Santos abriga, também, 0 mais antigo parque de
tancagem, com capacidade para armazenar 320 milhdes de litros de combustivel (ANP, 2002) e o
Parque de Maria Quitéria, onde sdo guardados tanques com 28 x 10° Kg de GLP (gés liquefeito
de petrdleo), também transportado por dutos.

Segundo observagOes de campo realizadas por Veiga (2003), o manguezal da porcéo
norte da baia de Todos os Santos encontra-se completamente degradado, sendo atravessado por
sistema de dutos, além de sofrer a acdo direta dos diversos derrames ocorrentes na regido. A
gualidade do ar local também é comprometida, como registrou Tavares (1997). A autora afirma
gue o conjunto formado pelo complexo RLAM — TEMADRE constitui-se na maior fonte de n-
alcanos, principalmente os compostos de baixo peso molecular, na atmosfera do Recéncavo
Baiano, sgja devido as atividades rotineiras ou em consequéncia de incéndios acidentais.

Um levantamento importante para que se dimensione a gravidade da impactag&o na zona
costeirabaianafoi o feito por Veiga (2003), onde a autora citou todas as ocorréncias de acidentes
ambientais noticiados no jornal didrio A TARDE, veiculo impresso consagrado do estado da
Bahia, entre 0os anos de 1992 e 2002. O estudo totalizou 16 grandes acidentes da industria
petroquimicalocal, tendo sido 0 ano de 2000 o mais danoso, com cinco graves ocorréncias. Dado
o longo tempo de permanéncia dos hidrocarbonetos de petréleo em areas de mangue, o qual, de
acordo com Michel (2001) é de até 20 anos, a baia de Todos 0os Santos consagra-se uma regido
altamente contaminada.

O governo do estado da Bahia, detendo conhecimento sobre a gravidade do problema,
criou a Area de Protegdo Ambiental (APA) da baia de Todos os Santos, pelo Decreto Estadual n°
7.595, de 05/06/1999. A acdo foi tomada com o objetivo de tentar garantir a protegdo dasilhas da
baia, através da ordenacdo das atividades socioecondmicas e a preservacdo de locais de grande
significado ecolégico e cultural. A APA, incluindo as aguas e as ilhas, tem uma superficie de 800

km? e abrange os municipios de Cachoeira, Candeias, Itaparica, Jaguaripe, Madre Deus,
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Maragogipe, Salinas da Margarida, Salvador, Santo Amaro, Sdo Francisco do Conde, Saubara,
Simdes Filho e Vera Cruz (Venturini & Tommasi, 2004).

A empresa Petrdleo Brasleiro S/A (PETROBRAS) é apontada como a maior
responsavel pela emissao de efluentes nas aguas da baia de Todos os Santos e na sua atmosfera.
Depois de mais de 50 anos de exploracdo do recurso na baia, um prejuizo incomensuravel cai
sobre a responsabilidade dessa empresa. Ciente disso, a PETROBRAS tem investido, mais
recentemente, na melhoria da qualidade de suas instalagdes, tanto na &rea de meio ambiente
guanto na seguranca industrial, o que levou aRLAM a ser nomeada a primeira refinaria brasileira
a receber os certificados SO 9000 (qualidade de producgdo), 1SO 14000 (meio ambiente) e BS
8800 (seguranca industrial). Além disso, a empresa tem apoiado, desde 1994, estudos cientificos
para que sga entendida, mensurada e final mente modificada a impactacéo gerada pela exploragdo
do petréleo (Veiga, 2003). Como primeiros trabalhos apoiados pela empresa, em 1996, Tavares
(1997) desenvolveu um programa de monitoramento dos ecossi stemas ao norte da baia de Todos
0s Santos durante o periodo de 1994/1995, medindo as concentragdes de hidrocarbonetos por
cromatografia gasosa. Martins et al. (2005) avaliaram a ocorréncia de impacto ambiental cronico
na regido norte da baia de Todos os Santos pelos niveis de hidrocarbonetos em sedimentos e as
respostas induzidas pela toxicidade em moluscos.

Atualmente, uma importante parceria foi selada com financiamento da FINEP —
CTPETRO — CNPg. A criagdo da Rede RECUPETRO — Rede Corporativa em recuperacéo de
areas contaminadas por atividades petroliferas, tem possibilitado estudos sobre a biota, sedimento
e &gua dos manguezais da regido norte da baia de Todos os Santos, objetivando o levantamento
de dados e a elaboracéo de protocolos ambientais aplicaveis a recuperacdo de areas impactadas
pela industria do petréleo. Entre as universidades envolvidas estédo a Universidade Federal da
Bahia (UFBA), Universidade Catdlica de Salvador (UCSal), Universidade Federa de Alagoas
(UFAL), Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Universidade Federal do Ceara
(UFC), Universidade Federal Tiradentes (UNIT), Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN) e a Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF / LENEP). Inserido nessa
importante rede de conhecimento, o presente trabalho goza do apoio da PETROBRAS para sua

execucdo. O levantamento de dados da microbiota de solos contaminados da baia de Todos os
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Santos, utilizando-se de técnicas avancadas de Biologia Molecular, € um elemento chave para o

progresso das pesquisas na regido.

2.4. Técnicas Moleculares Aplicadas a Estudos de Ecologia Microbiana

Os microrganismos representam as formas de vidas mais abundantes no planeta e sua
diversidade global excede, em muito, a dos demais organismos vivos. Adaptados a praticamente
todos os ambientes existentes na Terra, apresentam uma vasta diversidade metabdlica. Sdo
capazes de decompor todos 0s quimicos sintetizados por organismos vivos e 0s principais
responsaveis pela decomposicéo e detoxificacdo de muitos contaminantes ambientais (Ovresas,
2000). Exercem, portanto, papésessenciais para afuncionalidade dos ecossistemas.

O solo é um ambiente bastante propicio ao desenvolvimento microbiano, apresentando
uma diversidade extremamente elevada. Estima-se que um grama de solo pode conter até 10
bilhdes de microrganismos incluidos em cerca de 4 mil espécies diferentes (Torvisk & Ovreas,
2002; Méello & Azevedo, 1998; Pace, 1997). Nesse ambiente complexo, 0S microrganiSmos séo
responsaveis por transformacgdes importantes nos ciclos biogeoquimicos, como reciclagem da
matéria organica, degradacdo dos xenobidticos, fixacdo de nitrogénio atmosférico e producéo de
gases relacionados ao efeito estufa, entre outros processos conhecidos ou ainda por se descobrir
(Hughes et al., 2001). A microbiota dos solos também esta associada a formagdo e manutencéo
da estabilidade de agregados e pode ser fator determinante no controle da diversidade daflorae
fauna que vivem no solo ou acima dele (Dabert et a., 2002; Burlage et al., 1998). Assm, a
diversidade microbiana exerce papel fundamental na manutencdo da qualidade dos solos. A vasta
biodiversidade, fenotipica e genotipica, todavia, faz com que 0 solo sga um dos ecossistemas
mais dificeisde investigar (Ovreas et a., 1998).

Caracterizar a diversidade microbiana presente nos solos tornase de fundamental
importancia pois possibilita: aumentar o conhecimento das fontes de diversidade genética em
uma comunidade; entender os padres estruturais de distribuicdo relativa dos microrganismos,
aumentar o conhecimento do papel funcional dessa diversidade em diferentes situagoes, dentre

elas a presenga de contaminantes, entender a regulagdo da biodiversidade; entender o
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envolvimento da biodiversidade no funcionamento e na sustentabilidade dos ecossistemas
(Ogram, 2000; Ovreas, 2000; Tiedje et al., 1999).

Trabalhos que abordam estudos relacionados a microbiologia de solos sdo encontrados,
com abundancia, nas bases de dados cientificas, porém limitagdes metodol bgicas restringiam, até
recentemente, o alcance de resultados verdadeiramente representativos (Rondon et al., 2000;
Kennedy & Smith, 1995). Isso é devido ao uso exclusivo de técnicas tradicionais, dependentes do
cultivo prévio dos microrganismos, que selecionava metabolicamente a diversidade a ser
acessada. A partir da década de 80, houve grande avanco nos estudos de ecologia microbiana,
com o advento de técnicas moleculares, baseadas na andlise do DNA de microrganismos
retirados diretamente dos ambientes naturais, sem a necessidade de multiplicagdo prévia das
células (Amann et a., 1995; Benlloch et al., 1995). Com a publicacgo dos primeiros trabalhos
utilizando metodologias de biologia molecular, pdde-se estimar que o uso das técnicas
dependentes de cultivo proporcionava apenas uma quantificagdo de no maximo 1% dos
microrganismos existentes no planeta (Torvisk & Ovreas 2002; Torvisk et al., 1990). Diante
desse cendrio, Kirk et al. (2004) organizaram de forma didatica os métodos atuais mais utilizados
para estudar a estrutura das comunidades microbianas e medir sua diversidade em solos. Assm,
as técnicas sdo divididas em duas categorias. metodologias baseadas na biogquimica dos
organismos (Quadro 1), geramente utilizando-se do cultivo prévio dos microrganismos, e
métodos baseados em biologia molecular (Quadro 2).
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Quadro 1 — Vantagens e desvantagens das metodologias baseadas na bioquimica dos microrganismos para estudo da diversidade dos

solos.

M étodo Vantagens Desvantagens

Contagem em placas Répido;
Microrganismos ndo cultivavels ndo sao detectados;

Baixo custo.

Favorecimento de individuos com taxarapida de
crescimento;
Favorecimento de fungos com maiores indices de
producdo de esporos.

Nivel fisioldgico do perfil Representa apenas a porcéo cultivéve da

das comunidades Répido; comunidade;

(CLPP)

Altamente reproduzivel;
Baixo custo;

Detecta diferenca entre comunidades
microbianas;

Gera grandes quantidades de dados;
Opcodes comerciai s especificas parafungos e

bactérias ou fontes de carbono especificas
(Biolog).

Favorecimento de organismos com taxa de
crescimento rpida;

Representa apenas a fragdo da comunidade capaz de
utilizar as fontes de carbono disponivels;

Mostraa potencia diversidade metabdlica, masndo a
diversidade existente in situ;

Sensivel adensdade do inéculo.

Andalise de ésteres
metilicos de acidos
graxos

(FAME)

N&o necessita do cultivo dos
mi crorganismos,

Extracao direta dos solos;

Detecta comunidades especificas.

Para estudos com esporos de fungos, muito material é
NECcessArio;

Pode ser facilmente influenciado por fatores
externos,

Resultados podem ser confundidos por outros
mi Crorganismos.

FONTE: Adaptado de Kirk et al., 2004
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Quadro 2 — Vantagens e desvantagens de algumas metodol ogias baseadas em biologia molecular para estudo da diversidade dos

solos.
M étodo Vantagens Desvantagens
Guanina+Citosina N&o éinfluenciado pelo enviesamento de PCR; Requer grandes quantidades de DNA;
(G+C)

Inclui todo o DNA extraido;
Quantitativo;

Inclui os membros raros das comuni dades.

Depende da eficiénciada lise das cdulas eda
extracao;

Baixa resolugao.

Re-associacéo de &cidos
nuclécos e hibridizagéo

Utiliza o DNA total extraido;

N&o é influenciado pelo enviesamento de PCR;

Estuda DNA ou RNA;

Pode ser redlizado in situ.

Baixa sensibilidade;

Grandes quantidades de copias das sequéncias sao
requeridas para que ocorra a detec¢ao;

Depende da eficiénciada lise das cdulas eda
extracao.

Microarranjosde DNA e
hibridizacao de DNA

Semelhante a hidridizacgéo de &cidos nucléicos;

Grandes quantidades de genes podem ser
analisadas s multaneamente;

Se utilizando fragmentos de DNA, a
especificidade é aumentada.

Detecta apenas as espécies mais abundantes;

Custo elevado.

Eletroforese visualizada
em gel com gradiente de
desnaturacdo (DGGE) e
eletr oforese visualizada
em gel com gradiente de
Temperatura (TGGE)

Grandes quantidades de amostras podem ser
analisadas smultaneamente;

Altareprodutibilidade e rapidez.

Influenciado pelo enviesamento de PCR,;

Depende da eficiénciadalise das cdulas eda
extracao;

Mani pulagéo das amostras pode alterar estrutura das
comunidades (ex.: longos periodos de estocagem);

Uma banda pode representar mai s de uma espécie
(co- migracéo);
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Continua Quadro 2 — Vantagens e desvantagens de algumas metodol ogias baseadas em biologia molecular para
estudo da diversidade dos solos.

Detecta apenas espécies dominantes.

Polimorfismo de
conformacdo defita
simples (SSCP)

Semelhante a DGGE/TGGE;

Ausénciade Gradiente.

Influenciado pelo enviesamento de PCR,;

Algumas ssDNA podem formar mais de um tipo de
conformac&o.

Andlise derestricdo de
rRNA amplificado
(ARDRA) ou
polimorfismo de
comprimento de
fragmentos derestricdo
(RFLP)

Detecta mudancas estruturai s nas comuni dades
microbianas.

Influenciado pelo enviesamento de PCR,;

Padrdes de bandas gera mente sdio muito complexos.

Polimorfismo de
comprimento de
fragmentos derestricdo
terminais

(T-RFLP)

Padrdes de bandas mais smples que RFLP;
Pode ser automati zado;

Andise deum grande nimero de amostras;
Altamente reprodutivel;

Compara diferenca entre comunidades
microbianas;

Depende da eficiénciadalise das cdulas eda
extracao;

Influenciado pelo enviesamento de PCR,;
O tipo de Taq pode aumentar a variabilidade;
A escolha dos iniciadores universais e das enzimas

de restri¢éo pode influenciar no fingerprinting das
comunidades.

Analises de espacadores
inter génicosribosomais
(RISA)

Altamente reprodutivel;

Pode ser automatizado (ARISA).

Requer grandes quantidades de DNA;

Baixa resolugéo por conta do enviesamento de PCR.

FONTE: Adaptado de Kirk et al., 2004.
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Tradicionalmente, os métodos dependentes de cultivo incluem o cultivo de amostras em
meios ricos ou seletivos com contagem direta e isolamento de células viaveis (Roling et a.,
2003). Referidos métodos sdo rpidos, de baixo custo e podem fornecer informacdes Uteis a
respeito de células heterotroficas ativas, dentro da complexa populagéo do solo (Orphan et al.,
2000). Um problema, porém, € a selecdo metabdlica feita pelo meio de cultura e condi¢des de
crescimento como luminosidade, temperatura e pH, que acaba por ndo retratar a real estrutura
das populagdes microbianas. Diante disso, trés grandes pontos devem ser analisados quando se
trata de metodologias dependentes de cultivo: primeiro, 0 nosso conhecimento microbioldgico
limita-se a0 nimero de espécies bacterianas e flngicas capazes de crescer nos meios de cultura
atuais; segundo, a potencial inibi¢do entre colOnias diferentes pode alterar os resultados obtidos,
e, por ultimo, a utilizagdo de métodos dependentes de cultivo tende a favorecer organismos com
taxa de crescimento rapida (Kirk et al., 2004; Roling et al., 2003). Tem-se, como consequéncia,
uma substimagado dos dados reais.

A incorporacao das primeiras técnicas moleculares aos estudos de ecologia microbiana
na segunda metade do século XX abriu, para a Ciéncia, as portas da diversidade microbioldgica
Nos dltimos 25 anos, reconhecido nimero de métodos foram desenvolvidos para o estudo
molecular dessa biodiversidade, como j& enumerado na Quadro 2. Atualmente, a biologia
molecular é uma faceta indispensavel da pesquisa em Microbiologia (Burlage et a., 1998). Entre
as técnicas moleculares mais citadas podemos enumerar: SSCP (Single Strand Confor mation
Polymorphism, polimorfismo de conformacéo de fita simples) (Tiedje et al., 1999), ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analyses, andlise de restricdo de rRNA amplificado (Liu
et a., 1997), T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Lenght Polymorphism, polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo terminais) (Osborn et al., 2000), RISA (Ribosomal
Intergenic Spacer Analysis, andlises de espacadores intergénicos ribosomais), Bibliotecas
metagendmicas com 0 sequenciamento dos clones (Lee et al., 2004), Hibridizagdo em
Microarranjos de DNA ( DNA Microarrays) (Cho & Tiedje, 2001), PCR-DGGE e PCR-TGGE
(Polimerase Chain Reaction-Denaturating Gradient Gel Eletrophoresis e Polimerase Chain
Reaction-Temperature Gradient Gel Eletrophoresis, reacdo em cadeia da polimerase —
eletroforese visualizada em gel com gradiente de desnaturacgéo e reagdo em cadeia da polimerase
— eletroforese visualizada em gel com gradiente de temperatura) (Roling et al., 2003), RT-PCR
(Real time Polimerase Chain Reaction, reacéo em cadeia da polimerase em tempo real) (Fierer et

22



Paes, F. A. Andlise de Comunidades Microbianas...

al., 2005) e, mais recentemente, o pirosequenciamento pela técnica 4-5-4 (Edwards et al., 2006).
A informagdo gerada por essas técnicas € relevante e usualmente tratada por programas de
bioinformética, onde os dados sdo normalizados e as analises estatisticas e filogenéticas sdo
feitas (Ovreas, 2000).

Com a evolugdo da aplicacdo das técnicas moleculares para os estudos em ecologia
microbiana, passou a existir crescente interesse cientifico e industrial no desenvolvimento de
tecnologias que viabilizem uma extragdo de qualidade do DNA de amostras ambientais, haja
vista que esse ponto é fundamental para obtencdo de sucesso desse tipo de estudo. A partir do
primeiro trabalho publicado sobre o assunto por Torvisk (1980), inimeros métodos de extracdo
de DNA foram aperfeicoados (Osborn & Smith, 2005). No entanto, para amostras de solo, um
grande problema enfrentado é a co-extracdo de &cidos humicos, fragdo mais estavel da matéria
organica e comum nesses ambientes. Essas substancias organicas, ao serem extraidas juntamente
com 0 material genético, atuardo de forma inibitoria nas reagdes da cadeia da polimerase (PCR).
As grandes empresas que desenvolvem materiais de laboratério como a Invitrogen (California,
USA), Promega (Wisconsin, USA), Mobio (California, USA), etc, oferecem, atualmente,
modernos Kits de extragdo de DNA cgpazes de contornar a co-extragdo de acidos humicos (Kirk
et al., 2004; Ogram, 2000).

O material genético extraido das amostras ambientais pode ser diretamente aplicado as
técnicas moleculares, caso se tenha a concentragdo requerida, ou amplificado através da reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) mediante a utilizac&o de iniciadores universais para os genes de
interesse, como por exemplo, o 16S rRNA (Roling et al., 2003; Orphan et al., 2000). A reacdo
pode amplificar todo o DNA metagendmico (MDNA) pela utilizacdo de iniciadores randdémicos
(random primers) (Dennis et a., 2003; He et a., 2005). Quando o objetivo de um estudo é
focado em andlises edruturais de comunidades especificas ou inferéncias as relacOes
filogenéticas, produtos de PCR, tendo como avo a regido 16S rRNA, sdo geralmente utilizados
em técnicas como o T-RFLP (Osborn et a., 2000) e o sequenciamento de genes (Santos &
Ochman, 2004). Enquanto isso, grandes quantidades de mDNA s&o utilizados em experimentos
envolvendo o uso de microarranjos para a andise funcional das comunidades microbianas
(Tiedje et al., 2001).

Para acessar a estrutura de comunidades microbianas, o contelido genético de amostras

ambientais, amplificado por PCR, pode ser separado por diferentes métodos, dentre asquaiso T-
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RFLP (Marsh et al., 2000; Osborn et a., 2000). Nessa técnica, a por¢do terminal de um dos
iniciadores, 5" ou 3', utilizados na PCR, é marcada com fluorescéncia, permitindo separacéo por
tamanho dos fragmentos de restricdo terminais (T-RFs) depois que os produtos dessa PCR forem
tratados com endonucleases de restri¢céo e produzindo um perfil caracteristico da comunidade
gue é analisado (Thies, 2007; Marsh, 1999). Quando sequéncias atamente conservadas sao
amplificadas, por exemplo, o gene 16S rRNA, os produtos de PCR teréo tamanhos similares.
Para separa-los e obter-se um perfil distinto da comunidade microbiana em estudo € que o
produto da PCR é hidrolizado por enzimas de restricéo.

DNAs amplificados de diferentes organismos possuidores de diferentes sitios de
restricdo vao apresentar fragmentos marcados de diferentes tamanhos (Thies, 2007; M oeseneder
et a., 2000; Marsh, 1999). Como a porcao terminal, marcada com a fluorescéncia, seré detectada
pelo sequenciador automatico de DNA, cada fragmento detectado representa uma unidade
taxonémica operacional (OTU) (Singh et a., 2006; Osborn et al., 2000). Esse método foi
descrito pela primeira vez, da forma como é utilizada atuamente, por Liu et a. (1997) e
diferentes autores a utilizaram para estudo de diversas comunidades microbianas, dentre as quais
populagdes de biofilmes (Wuertz et a., 2004), agua (Dorigo et al., 2005), solos agricolas (Tiedje
et al., 1999) e deflorestas (Leckie, 2005), cavidade oral humana (Sakamoto et al., 2003), etc. No
trabalho de Marsh (2005), o autor apresenta protocol os detalhados para a execucéo de analises
com atécnicado T-RFLP. Um esquema geral, adaptado de Gruntzig et al. (2002), é apresentado

aseguir naFigura 2.
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Figura 2 — Esguema geral da técnica do polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo terminais (T-RFLP). 1- Extragd do DNA; 2- PCR com um dos
iniciadores marcado com fluorescéncia; 3- Digestdo com enzimas de restricéo;
4- Separacao dos fragmentos; 5- Deteccdo dos fragmentos por laser.

No tocante a estudos relacionados com a detecgdo funcional em comunidades
microbianas, uma tecnologia de crescente uso e constante amadurecimento é a de microarranjos
de DNA (traducéo direta do termo DNA microarrays), também denominados Chips de DNA
(Nuber, 2005). Com quase 13 anos completos, desde a primeira mencdo dos microarranjos de
DNA em artigo cientifico publicado por Schena et al. (1995), a idéia de anexar sequéncias de
DNA a suportes solidos, como vidro ou filtro de nylon, ja havia sido concebida 12 anos antes por
Ed Southern na técnica Southern Blot. O diferencial da organizacdo em arranjo de muitas
sequéncias com a possibilidade de uma andlise paralela de muitos genes simultaneamente
impulsionou a estabilizacdo dos microarranjos de DNA (Baldi & Hatfield, 2002). Os primeiros
estudos desenvolvidos com este método e que impulsionaram seu refinamento concentravam-se
na area médica, especiamente para a diagnose de cancer (Cheung et a., 1999). Em ecologia

microbiana, os microarranjos de DNA sustentam a promessa de detectar diferentes genes
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envolvidos em ciclos biogeoquimicos, biodegradacdo e patogenicidade, de forma bastante
precisa (Dubey et al., 2006; Cho & Tiedje, 2001).

A técnica basela-se no importante conceito bioquimico da hibridizagdo especifica: o
fato de que sequéncias complementares de nucleotideos ligam-se de modo estavel, ao passo
gue as ndo complementares ndo o fazem (Lehninger, 2000). AsIm, em termos gerais,
podemos dividir a técnica em cinco etgpas. Primeiramente, os microarranjos de DNA sdo
preparados. Para experimentos académicos utiliza-se a tecnologia desenvolvida por Patrick
Brown da Universidade de Stanford: um robd imprime, ordenadamente, em uma l[amina milhares
de fragmentos de DNA correspondente a sequéncia de genes, onde cada ponto (spot)
corresponde a uma sequéncia de DNA Unica (Baldi & Hatfield, 2002). Segundo, o material
genético a ser estudado € marcado com fluorescéncia (direta ou indireta) através de transcricéo
reversa, em presenca de nucleotideos marcados com substancias fluorescentes. Terceiro, o
microarranjo de DNA e a amostra marcada sdo hibridizados, sob condi¢Ges especificas, e,
posteriormente, 0s suportes solidos sdo lavados de forma especial para que apenas as sequéncias
marcadas que hibridizaram permanecam no chip. Em cada |amina de DNA, uma ou duas
amostras podem ser testadas (hibridizadas), desde que, cada amostra tenha sido marcada com
uma fluorescéncia diferente. Quarto, os microarranjos de DNA, hibridizados e lavados, séo
escaneados para a geracdo de uma imagem. Por Ultimo, andlises computacionais séo entdo
minuciosamente executadas. Cada lamina ou chip de DNA pode conter milhares de genes,
possibilitando, assim uma andlise simultanea em larga escala (Ehrenreich, 2006; Zhou, 2003;
Duggan et al., 1999). Dependendo do tipo de investigagdo que se plangje fazer, a amostra a ser
testada, MRNA, DNA genbmico ou produtos de PCR, bem como a escolha do tipo de chip de
DNA gue sera utilizado, é de extrema importancia (Avarre et al., 2007).

Em microbiologia, os microarranjos de DNA foram primariamente desenvolvidos e
utilizados para perfis da expressdo genetica de culturas puras de organismos individuais, mas
alguns avangoes foram recentemente obtidos na sua aplicagéo para amostras ambientais (Gentry
et a., 2006). No caso da andlise funcional de comunidades microbianas, recentemente, Zhou
(2003) desenvolveu protétipos de microarranjos de DNA para serem utilizados na deteccéo de
genes funcionais para amostras ambientais, contendo genes que codificam para diversas enzimas
envolvidas nos ciclos biogeoquimicos. Investigagdes metodol dgicas e otimizagdo das técnicas
s80 necessarias antes dos microarranjos de DNA serem usados como ferramentas rapidas simples
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e eficientes, para a avaliagdo das comunidades microbianas (Dubey et al., 2006). Um esguema
geral da experimentacdo com microarranjos de DNA esta representado na Figura 3.
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Figura 3 — Esguema geral da técnica de microarranjos de DNA (DNA microarrays). 1-
Fabricacdo dos microarranjos de DNA; 2- Sintese para a marcagdo das amostras
com fluorescéncia; 3- Hibridizagdo da amostras com as sequéncias imobilizadas
nos microarranjos; 4- Geragcdo dos dados pelo escaneamento das laminas

hibridizadas; 5- Analise daimagem obtida para posterior tratamento dos dados.

Desde a publicagéo do trabalho de Watson e Crick (1953) revelando a estruturado acido
desoxirribonucléico, muito se avangou sobre o conhecimento genético dos organismos Vivos.
Com o desenvolvimento de técnicas capazes de extrair esse mesmo acido desoxirribonucléico
diretamente das amostras ambientais, a microbiologia pode adentrar dimensdes antes intocaveis
da biodiversidade microbiana. Atualmente, muitas sd as possbilidades metodolbgicas
desenvolvidas ou em desenvolvimento para que se acesse 0 mundo microbiano de forma mais

acurada. Ainda assim, mesmo com tantas técnicas disponiveis, é dificil estudar a verdadeira
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diversidade microbiana. Além de ndo sabermos a precisdo efetiva dos métodos empregados, cada
técnica apresenta vantagens e desvantagens, como mostrado na Quadro 2. A escolha do melhor
método a ser aplicado em cada estudo deve ser feita de acordo com a hipétese levantada e a
disponibilidade das amostras e dos recursos laboratoriais (Kirk et al., 2004). Sga qua for o
método empregado para se estudar os microrganismos, o fundamental, hoje, é que dados sggam
gerados para que possamos melhor compreender esses organiSMos € 0S Processos haturais Nos

guais eles estéo envolvidos.
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3-0OBJETIVOS

3.1. Gerais

Este trabalho teve por objetivo avaliar a microbiota de amostras de solos de areas do
manguezal da baia de Todos os Santos (BA), através do uso de métodos moleculares. Com isso,
0 presente estudo almega gerar os primeiros dados moleculares sobre as comunidades
microbianas da regido. Assim, os resultados obtidos no presente estudo poderéo tanto servir de
alicerce para futuras acbes de monitoramento dessa &rea considerada bastante sensivel, como
embasar 0 conhecimento basico requerido para implementagBes de acBes de biorremediacéo
nesse local severamente afetado pela presenca de hidrocarbonetos.

3.2. Especificos

Aplicar as técnicas de PCR e T-RFLP, para verificar a estrutura das comunidades

bacterianas de amostras de 0lo dabaia de Todos 0s Santos, avaliando-as;

Verificar o perfil funcional das comunidades microbianas de amostras de solo da baia
de Todos os Santos, pelo uso da técnica de microarranjos de DNA e comparé-los

entres;

Andisar adiversidade genética das comunidades microbianas das amostras de solo da
baia de Todos os Santos a partir dos dados biologicos gerados utilizando indices de
diversidade.
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4—-MATERIAISE METODOS

4.1. Sitiosde Amostragem, Coleta e Variaveis Fisico-quimicas

A érea estudada neste trabalho localiza-se na por¢éo norte da baia de Todos os Santos,
entre 0s pontos 12°42' - 12°45' S e 38°29' - 38°33' W, como mostrado na Figura 4. Trata-se de
uma regido recoberta por manguezal, com substrato imido, rico em minerais argilosos e matéria
organica. Como discorrido no tépico 2.3 dessa dissertaco, grande parte da regido tem sido
afetada pela industria do petréleo ao longo de mais de 50 anos de atividades. Assim, visando
uma possivel comparacéo de dados, a amostragem foi realizada em dois sitios: 0 primeiro,
localizado no municipio Sdo Francisco do Conde, proximo a Refinaria Landulpho Alves —
Mataripe (RLAM), onde ha uma impactacdo petrolifera crénica, e o outro sitio localizado na
praia do Caboto, municipio de Candeias, uma porcdo mais afastada do manguezal, e considerada
isenta ou pouco afetada pelaatividade petrolifera. Para facilitar a identificacdo dos sitios
estudados durante os tépicos seguintes deste trabalho, chamaremos de sitio 1 (S1) o sitio de
coleta localizado dentro da regido do complexo petrolifero, mais especificamente na regido de
refino, e de sitio 2 (S2) o sitio de amostragem localizado fora do complexo petrolifero e, dessa
forma, considerado como ndo ou pouco contaminada por petréleo.

A coleta ocorreu em setembro de 2006, durante maré baixa, de acordo com o seguinte
procedimento para cada sitio de amostragem: foi realizada uma coleta em um ponto central e
guatro coletas numa distancia de 4 a 5 metros em relacdo ao ponto central, formando um
guadrado. Coletou-se aproximadamente 200 g de solo da camada de 10 a 15 cm de cada ponto.
Para tanto, féz-se uso de coletor de ago inoxidavel e pas estéreis. A localizagdo dos sitios e 0s
respectivos valores de temperatura, pH e salinidade foram medidos in situ utilizando-se GPS e
sonda portatil.

Os solos coletados foram armazenados em vasilhames plésticos estéreis e mantidos em
caixas térmicas, com gelo, sendo levados imediatamente ao laboratério para estocagem a-20 °C.
Essa condicdo de congelamento foi mantida durante todo o transporte até o Centro de Ecologia
Microbiana da Universidade Estadual de Michigan (USA), onde todos o0s experimentos descritos
neste estudo foram realizados. Para a execugéo das estapas que seguem, as 5 amostras coletadas

em cada sitio de amostragem foram reunidas e homogeneizadas, gerando uma amostra composta
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Unica para cada um dos dois sitios a serem estudados, como proposto na metodologia de Pereira
(2003).

Além dos valores de temperatura, pH e salinidade da &gua de percolagdo dos solos
medidos em campo, foi feita, em laboratério, a quantificagdo da matéria organica das amostras
coletadas na regido norte da baia de Todos os Santos. Para tanto seguiu-se 0 método da perda de
peso por ignicdo descrita em Schulte e Hopkins (1996). Essa estapa foi redizada por técnicos do
laboratério de Solos e Nutrientes de Plantas do Departamento de Ciéncias Agricolas da
Universidade Estadual de Michigan.
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Figura 4 — Mapa da baia de Todos os Santos (A) com localizac&o dos sitios de amostragem (B). 1) Sitio localizado dentro da regiéo
do complexo petrolifero e 2) Sitio localizado fora do complexo petrolifero, considerado como ndo ou pouco contaminado

por petroleo.
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4.2. Extracao de DNA Total do Solo

A extracdo do DNA total das duas amostras compostas de solos foi realizada utilizando-
se o kit comercial PowerSoil™ DNA Isolation kit Sample (MoBio, Catdlogo n° 12888-50),
seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante. A escolha pela utilizagdo deste kit
especifico deveu-se a sua comprovada eficiéncia na remoc¢do de &cidos huimicos, geralmente um
problema para estudos com solos. Em linhas gerais, amostras de aproximadamente 0,5 g de solo
foram adicionadas a microtubos contendo beads em solugdo e homogeinizados. A lise celular
ocorreu por mecanismos fisicos e quimicos. Nas etapas que seguiram, 0 DNA gendmico total de
cada amostra foi capturado por uma membrana de silica contida em uma coluna do tipo spin. O
DNA foi lavado e, entéo, eluido da membrana utilizando-se 100 pL de &gua estéril ausente de
DNAse. A quantificagdo do DNA extraido foi feita através de um espectrofotdbmetro tipo
Nanodrop (NanoDrop Technologies, USA). No final, as amostras foram mantidas a-20 °C.

43. T-RFLP
A metodologia seguida nesse trabalho é descrita por Marsh (2005) e todas as etapas executadas

serdo detalhadas a seguir. Um esguema do protocolo experimental pode ser
visualizado na Figura 5 (ver também Figura 2, topico 2.4).
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Coleta das amostras e extracdo do DNA total

&

Amplificagdo da regido de interesse por PCR

&

Purificagdo dos produtos de PCR

.

Digestao dos produtos de PCR por enzimas de restrigdo |
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| Geracao do perfil das amostras em sequenciador automatizado
| {selecdo por tamanho de fragmentos)

[

Analise comparativa do perfil das comunidades ‘

Figura 5 — Protocolo experimental da técnica do polimorfismo de comprimento de fragmentos
de restricdo terminais (T-RFLP).

4.3.1. PCR

Para a amplificacdo de fragmentos especificos do rRNA 16S de Bactéria das
amostras, utilizou-se o seguinte conjunto de iniciadores. 63F (5-CAGGCCTAACACATGC
AAGTC-3) marcado com 6-FAM (6-carboxifluoresceina) (63F-FAM) e 1389R (5'-ACGGG
CGGTGTGTACAAG-3) (Marsh, 2005; Osborn et al., 2000).

A amplificagdo foi feita em solugdo contendo: 5,0 pL de tampé&o para PCR 10 X;
2,0 pL de MgCl, 50mM; 1,0 pL de dNTPs 10mM; 2 pL de cada iniciador numa
concentracdo de 10 puM cada; 2U de Tag DNA polimerase recombinante (Invitrogen, USA,
Catdlogo n° 18038-018); 20 ng de DNA genbmico; &gua estéril ausente de DNAse para um
volume final de 50 pL. Em um termociclador, as reagdes de amplificagdo foram realizadas nas
seguintes condigdes: 94 °C por 3 min; 25 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72 °C por 2
min; 72 °C por 10 min. Essas condigdes 6timas de PCR haviam sido definidas em um estudo
realizado por Melo et a. (dados n&o publicados) utilizando mesmas amostras e foram
confirmadas neste trabalho, através de PCRs piloto. Em todas as PCRs, controles positivos e

negativos foram utilizados.
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Os produtos de PCR gerados foram visualisados através de eletroforese em gel de
agarose 1%, marcado com SYBR® Safe DNA em 0,5X TBE (Invitrogen, Catalogo n° S33100),
utilizando-se um fotodocumentador. Como padréo de tamanho de DNA, foi utilizado um
marcador de massa molecular de DNA de 1 Kb (Invitrogen, Catdlogo n” 15615-016). Paraaregido
amplificada, o tamanho de fragmentos de DNA esperados para as amostras eraem torno de 1,3 Kb.

4.3.2. Purificagdo do DNA

O DNA tota dos sitios 1 e 2 amplificados para fragmentos especificos do rRNA 16S de
bactérias, gerados sob as condigdes acima descritas, foram purificados utilizando-se o kit
comercid QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen, USA, Catdlogo n° 28104) seguindo-se as
recomendacbes do fabricante. Seguinte a purificacdo, as amostras foram quantificadas em
espectrofotdbmetro tipo Nanodrop.

4.3.3. Digestdo Enzimética

Para digestdo do material amplificado e purificado duas enzimas de restricdo foram
selecionadas: Hhal (5'-G"C G C-3') e Mspl (5'-C*C G G-3') (New England Labs, USA, Catdlogo
n° RO139L e n” RO106L respectivamente).

ReacOesde 15 pL foram executadas de acordo com a recomendag&o dos fabricantes,

utilizando-se os seguintes reagentes e concentragoes:

Reacao Hhal M spl
DNA 200 ng X UL X UL
Tampé&o 10X 15uL 15uL
Albumina Bovina Sérica (BSA) 10X 1,5uL -
Enzima 10U 0,5 uL 0,5 uL
Agua gsp 11,5 - x pL 13- x pL
Total 15 pL 15 pL
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As reacOes de digestdo com as endonucleases de restricdo Hhal e Mspl foram
executadas em termociclador a 37 °C, por 3 h, e paradas elevando a temperatura para 65°C
por 20 min, seguindo-se resfriamento em gelo.

4.3.4. Geracao dos padrdesde T-RFLP

Os padroes de T-RFLP para as amostras de DNA amplificadas, marcadas com
fluorescéncia e digeridas com as enzimas de restricio Hhal e Mspl, foram gerados no
Laboratério de Suporte Tecnoldgico para Pesguisas do Departamento de Biologia de Plantas da
Universidade Estadual de Michigan. Para tanto, utilizou-se a tecnologia da eletroforese de
capilaridade do sequenciador automatizado ABI 3100 Prism Genetic Analyser (Applied
Biosystems, USA). O programa GeneScan Analysis (Applied Biosystems), funcionando
juntamente com o sequenciador, viabilizou a medi¢cdo do tamanho de fragmentos desconhecidos,
detectados nas amostras, por comparacdo da mobilidade eletroforética desses fragmentos com
um padrdo interno. A andlise de cada amostra foi realizada usando-se 2 pL de solucéo de DNA
digerido e 8 pL de uma soluc&o contendo o padréo interno MapMaker™ 1000 (Bioventures Inc.,
USA) marcado com ROX (6-carboxi-X-rodamina) e o tampd de corrida (formamida
deionizada). O tempo de injecdo foi de 30 seg com um sinal minimo detectével de 5 unidades de

fluorescéncia.

4.3.5. Anélises dos Dados

Os resultados gerados pela eletroforese de capilaridade foram visualizados com o
programa GeneScan e exportados como arquivos texto, contendo informagdes relacionadas aos
fragmentos encontrados (marcador, altura do pico, &rea do pico e dados referentes a corrida da
eletroforese). [Esses arquivos foram analisados com ferramentas do IBEST
(http://www.ibest.uidaho.edu/tools/index.php) usando-se um cutoff de 5 unidades de
fluorescéncia e filtrados no programa R (http://www.r-project.org) pelo algoritmo Gfiltering com
um desvio padrdo de 3. Dois fragmentos, com diferenca de até 1 par de base entre si, foram
considerados como fragmentos de mesmo tamanho. Os arquivos foram exportados do IBEST

para o T-aign (http://inismor.ucd.ie/~talign) e as matrizes geradas foram, entdo, analisadas.
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Além disso, féz-se um confrontamento das matrizes geradas com as bases de dados existentes
através do Microbial communities Analysis 111, MICA (http://mica.ibest.uidaho.edu/trflp.php).

4.4. Microarranjosde DNA

Os ensaios relacionados com a deteccdo de genes funcionais das amostras em estudo
foram feitos pelo uso de microarranjos de DNA. Um esquema geral das etapas seguidas neste
trabalho é apresentado na Figura 6 (ver também Figura 3, tépico 2.4). Protocolos experimentais
como 0s executados no presente estudo, e detalhados a seguir, sdo descritos por He et al. (2005),
Denef et al. (2003) e Wu et a. (2001).

amplificacio do DNA total do solo  Produgdo das laminas de
microarranjos de DNA

hMarcacdo do DNA

Hibridizac&c das Laminas com o DNA marcado
Escaenamentio das [dminas hibridizadas e geracac da Imagem

Processamento da Imagem e cbtencéo dos dados

Andlise dos dados

Figura 6 - Protocolo experimental da técnica de microarranjos de DNA.
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4.4.1. Preparacao das Laminas de Microarranjos de DNA

As laminas de microarranjos de DNA utilizadas no presente estudo foram
disponibilizadas pela equipe do Dr. Zihoung Zhou, através de uma parceria entre o Ingtituto de
Gendmica Ambiental da Universidade de Oklahoma (USA), dirigido pelo mesmo, e o grupo
liderado pelo Dr. James Tiedje no Centro de Ecologia Microbiana da Universidade Estadual de
Michigan. Esses microarranjos de DNA foram descritos por He et a. (2005) e tratam-se de
l[&minas desenvolvidas para serem usadas em amostras ambientais diversas para a investigagcéo
de genes envolvidos em processos biogeoquimicos-chaves mediados por microrganismos, incluindo
etapas dos ciclos de carbono, nitrogénio e enxofre, utilizacdo de fésforo, degradacéo de compostos
organicos, resiséncia e reducdo de metais. Um sumério do total de spots em cada categoria de
genes utilizadas na fabricagdo das laminas € mostrado na Tabela 2. Cada lamina continha um
pouco mais de 8.000 genes impressos em até trés réplicas, totalizando um valor final de 24.098
spots a serem testados, juntamente com 960 spots de sequéncias de genes eucariodticos (seis de
humanos e quatro de plantas) e 192 spots com sequéncias altamente conservadas de 16S rRNA
gue serviram de controles negativos e positivos, respectivamente. Para cada amostra testada, trés
I[&minas foram utilizadas.
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Tabeda 2 — Sumério dos grupos das sequéncias genéticas contidos nas |aminas de microarranjos
de DNA utilizadas nesse trabalho.

Categoria de Genes Sigla Total
de spots

Degradacéo de Carbono CDEG 2808
Fixac&o de Carbono CHX 1018
Reducdo de Sulfato DSR 1615
Reducéo de/Resisténciaa Metais MET 4546
Metano (outros) Metano 29

Geracdo de Metano Metano_gen 440

Oxidagdo de Metano Metano_ox 304

Fixacdo de Nitrogénio NFIX 1225
Nitrificacdo NIT 1764
Reducéo de Nitrogénio NRED 2321
Remediacdo Organica ORG 8007
Remediacdo de Perclorato PER 21

Total 24098

4.4.2. Amplificagdo com I nicador es Randomicos

O DNA total das amostras de solo em estudo, extraidos pelo kit comercial da Mobio
como descrito acima, foram amplificados utilizando-se o kit comercial Templiphi Amplification
Kit (GE Hedthcare, USA, Catdlogo n°25-6400-10), modificando-se o protocolo como descrito a
seguir. Aliquotas de 10 ul do tamp&o de amostra fornecido pelo kit foram transferidas para tubos
de PCR onde 1ul de cada amostrade DNA foi entdo adicionado. A concentracdo das amostras de
DNA puderam variar de 1 a 100 ng/ul. Ap0s agitacdo em vortex os tubos foram deixados em
descanso na temperatura ambiente por 10 minutos. Em paralelo uma mistura contendo 10 ul do
tampéo de reagdo fornecido pelo kit e 1 ul da solugéo que continha a enzima foi preparada para

cada amostra a ser amplificada. Os 11 ul da mistura de reagd% preparados foram entdo
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adicionado em cada amostra e a reagcdo ocorreu durante 4 h a 30 °C, sendo interrompida com o
aumento da temperatura para 65 °C por 10 minutos. A amplificacgo exponencial do DNA através
desse kit ocorreu utilizando-se a DNA polimerase phi29 e iniciadores randdmicos, 0 que garantiu
a amplificagcdo de mudltiplos sitios do DNA de interesse. O funcionamento desse sistema é
ilustrado na Figura 7. Iniciadores randémicos anelam em mdltiplos sitios. A DNA polimerase
phi29 estende cada um desses iniciadores. Quando a DNA polimerase alcanga a extremidade
final de um iniciador estendido, ocorre um dedocamento da sintese da fita. Essa por¢éo néo
sintetizada fica disponivel para que outro iniciador possa alinhar. O processo continua resultando
em uma amplificacdo exponencial e isotérmica. Apos a amplificacd, o DNA é fragmentado
utilizando-se um sonicador para que se obtenham tamanhos de DNA entre 0,5 e 5 kb. A
eficiéncia dessa etapa é confirmada através da visualizagdo de um rastro ao longo da corrida da

amostra em eletroforese em gel de agarose 1%.

. m
o - # 4+  dNTPs '
o9 I o2
DNA polimerase Phi2g Iniciadores Randdmicos
(hexémeros) DNA
® 4 —>

Figura 7 — Esguema de funcionamento do kit comercial Templiphi Amplification Kit.

4.4.3. Mar cacdo das Amostras

A marcagdo das amostras amplificadas de DNA foi feita através da sintese de fitas
complementares, via iniciadores randomicos pela acdo do fragmento Klenow da DNA
polimerase, tendo um dos tipos de desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs) marcados com

fluorocromo cianina 5 (Cy5-dUTP), como descrito por HE et al. (2005). Para tanto, utilizou-se o
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kit comercial Bioprime® Array CGH Genomic Labeling System (Invitrogen, Catdlogo n° 18095-
011), dNTPs individuais (Invitrogen, Catdlogo n° 10297018) e o nucleotideo marcado CyDye™
labeled nucleotides — Cy5-dUTP (Amersham, USA, Catdlogo n° PAS5022).

Umaaliquota de 35 puL de umamistural, contendo 500 ng de DNA gendmico e 20 pL
de iniciadores randémicos (3 mg/mL) foi aguecida a 98°C por 5 min, rapidamente resfriada em
gelo e entdo centrifugada. Uma quantia de 15 pL de uma mistura 1l, contendo 2,5 pL de uma
solugdo composta por 5 mM dATP, 5 mM dGTP, 5 mM dCTP, e 25 mM dTTP; 2 pL do
fragmento Klenow (40 U/ pL) e 1 pyL do marcador fluorescente Cy5-dUTP (25 nM) foi
adicionada a mistural. O volume total de 50 pL de solucéo foi, entdo, incubado por 3 ha 37 °C.
Essareacdo foi parada aquecendo-se a solugéo 95 °C por 3 min, seguindo-se o resfriamento em
gelo.

O DNA marcado foi purificado utilizando-se o kit comerciad QIAquick PCR
Purification Kit, seguindo-se as recomendacfes do fabricante. ApoOs essa etapa, a incorporacéo
do marcador ao DNA foi verificada pela leitura de 1 uL de cada amostra em espectrofotdmetro
tipo Nanodrop, onde dados refentes a absorbancia do marcador (Asso) € do DNA (Azeo) foram
coletados para o cdculo da média de nucleotideo marcado (Cy5-dUTP) / total de DNA
sintetizado. Uma média considerada boa deve ficar entre um intervalo de 1/50 a 1/100. As
amostras marcadas sd0 secadas em um evaporador centrifugo, tipo Speed-Vac® (GMI, USA), e
mantidas a-20 °C até o momento da hibridizaco.

4.4.4. Hibridizacdo

Uma importante etapa do processo experimental € a hibridizacdo das l1aminas de
microarranjos de DNA com as amostras. Além das condi¢bes ideais para essa reagdo, a
preparacao das [aminas e das amostras, individualmente, sdo passos fundamentais.

Antes de proceder a hibridizagdo com as amostras a serem testadas, as |laminas de
microarranjos de DNA foram submetidas a umaimersdo de 1h a 50 °C, em uma solugéo de pré-
hibridizac&o composta por formamida 50%, 5X solucéo citrato salina padrdo (SSC), 0.1% Sbdio
dodecil sulfato (SDS) e BSA 0,1 mg/ml, seguida de lavagem seriada com &gua Milli-Q (3 vezes)
e 1 lavagem com isopropanol, quando as laminas foram secadas por centrifugagéo, a 1600 rpm

por 3 min (Denef et a., 2003). As laminas e laminulas utilizadas foram montadas nas devidas
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camaras de hibridizacdo (Telechem, USA) e mantidasa 60 °C, até o momento da montagem do
experimento.

Para a hibridizagdo, as amostras marcadas e conservadas secas a -20 °C foram
primeiramente ressuspensas em 38,4 UL de uma solucéo de hibridizag&o, contendo 20 pL de
formamida; 10 pL de 20X SSC; 0,4 pL de SDS 10%; 0,4 uL de DNA de esperma de sailméo (10
Mg/ pL) (Invitrogen, Catdlogo n° 15634-017); 0,33 yL de Ditiotreitol (DTT) e 7,27 pL de &gua
livre de DNAse. Essa solugdo contendo o DNA ressuspenso foi incubada a 98 °C por 3min e
mantida a 65 °C, quando se adicionou 1,6 pL de recA. Uma solucéo final de 40 pL para cada
umadas amostras foi mantida nessa temperatura até a aplicagdo na lamina.

Para a montagem do experimento, pipetou-se 15 uL de 5X SSC em cada lado de cada
camara de hibridizagéo utilizada, contendo uma lamina de microarranjo de DNA previamente
montado com uma laminula. Os 40 pL da solucéo final de cada amostra foi injetada entre a
[&mina e a laminula e preencheu todo o espaco através da agdo da capilaridade. As cdmaras
foram entdo seladas, cobertas com papel aluminio e submetidas a hibridizagdo por 12 ha 45 °C,
como sugerido por Wu et al. (2001). Cada amostra foi testada em triplicata, ou sgja, 6 laminas
foram preparadas nesse estudo.

4.45. Lavagem das Laminas

Apbs o periodo de hibridizagdo, os microarranjos de DNA foram lavados de forma
seria utilizando-se de trés tampdes distintos:

Tampéo de lavagem | Tampéo de lavagem 1| Tampéo de lavagem 111
20X SSC 50 mL SmL SmL
SDS 20% SmL 5SmL -
agua Milli-Q 945 mL 990 mL 995 mL

Cada lamina hibridizada foi lavada individualmente em tubos do tipo Falcon™ (BD
Biosciences, USA, Catdlogo n°352070 ) contendo aproximadamente 50 mL de cada tampéo de
lavagem. O tampé&o de lavagem | foi mantido a 50 °C e cada lamina foi lavada 3 vezes neste

tampdo (cada imersdo durou 5 min). O tampdo de lavagem Il foi utilizado em temperatura
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ambiente de 25° C, duas vezes por 10 min cada imersdo, e o tampdo de lavagem I11, utilizado
cinco vezes na mesma temperatura ambiente por 1 min de imersdo cada. Apds o processo de
lavagem, as |aminas foram secadas por centrifugagcdo a 1600 rpm por 3min.

4.4.6. Escaneamento, Geracao e Tratamento da Imagem

As laminas secadas por centrifugagdo foram imediatamente escaneadas para a geragao
da imagem da hibridizagdo dos spots de DNA utilizando-se o0 gparelho GenePix 4000 laser
scanner (Axon Instruments, USA) com um tubo fotomultiplicador (PMT) numa voltagem étima
de 600 V para Cy5 (laser de 635 nm). Primeiramente, uma imagem rascunho de baixa resolugdo
foi gerada para verificar a qualidade da Iamina e definir as condigdes 6timas para a geracéo da
imagem definitiva. Em geral, utilizou-se um poder de laser entre 95 a 100% e 70 a 90% da
eficiéncia do PMT. As imagens foram sadvas em formato *.TIFF e analisadas no programa
Genepix 5.0 (Molecular Devices, USA).

Para o tratamento da imagem, utilizando o programa Genepix 5.0, uma grade de circulos
individuais, definindo a localizagdo de cada spot de DNA, foi sobreposta a imagem obtida para
modelar a qualidade individual da hibridizagdo. Spots mal formados, ou de intensidade baixa, ou
excessivamente fortes, foram descartados. Um indice relacionando a média da intesidade de
pixels dos spots e do background foi calculado (SNR). Dessa forma, os ruidos de fundo
(background) e a intensidade dos spots dos controles negativos foram subtraidos dos sinais de
hibridizacdo. Ao final do tratamento da imagem, apenas 0s Spots que apresentaram pelo menos
85% de sua areatotal com um SNR superior a 3,0 foram considerados vélidos. Para cada lamina
analisada, o programa de imagens gerou um arquivo do Excd (Microsoft, USA), que foi

exportado e analisado posteriormente.

4.4.7. Analises dos dados

Para comparar os resultados obtidos nas diferentes réplicas e entre as distintas amostras,
0 sinal de cada spot de DNA foi normalizado e a significancia e o erro padrdo dos snais
absolutos foram calculados. Uma matriz contendo a identidade e descri¢céo de cada sequéncia de

gene hibridizada, a quantidade total e hibridizada dos spots, os dados normalizados, a
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significancia e o erro padrdo foi obtida e os resultados analisados entre si. As andlises descritas
acima e a construgdo do diagrama de Venn foram realizadas utilizando-se a plataforma
desenvolvida pelo Ingituto de Gendmica Ambiental da Universidade de Oklahoma

(http://ieg.ou.edu/) através de algoritmos do programa R.

45. Andlise da Diver sidade Genética

Utilizando-se as matrizes geradas com os resultados dos experimentos de T-RFLP e de
microarranjos de DNA, os indices de riqueza de Margadef, domindncia de Simpson,
equitabilidade de Pielou e a diversidade de Shannon-Weaver foram calculados utilizando-se o
programa estatistico Primer 6.0 (PRIMER-E Ltd, Reino Unido).
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