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A utilizacao de sacos de folhas submersos em estudos de decomposi¢céo € um
meétodo frequentemente utilizado para estudar ecossistemas de agua doce.
Usualmente recorre-se ao calculo da taxa de decomposi¢ao das folhas, ao
padrao temporal das comunidades de macroinvertebrados e a colonizagao das
comunidades microbianas, uma vez que durante a degradagéo das folhas
ocorre uma sucessao de organismos, que reflecte um ajustamento das
comunidades bioldgicas do ambiente envolvente.

Neste trabalho pretende-se estudar as comunidades bacterianas que
colonizam as folhas de Phragmites australis colocadas em sacos submersos
num estuario e recolhidas apés 3, 7, 15, 30 e 60 dias de submersao. O
trabalho decorreu no canal de Mira, na Ria de Aveiro, onde foram definidas 3
areas de amostragem (A, C e E).

As comunidades bacterianas foram analisadas recorrendo a métodos
moleculares, nomeadamente através da electroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE).

Neste trabalho foi possivel observar que as comunidades bacterianas
colonizadoras das folhas sao distintas em cada dia em todas as estagdes de
amostragem, com excepgao do 15° dia. Junto a embocadura do estuario (zona
A) as comunidades bacterianas sao idénticas apenas no 3° e 7° dia,
apresentando diferengas significativas entre os restantes tempos de
amostragem. Na regido mediana do estuario (zona C) verifica-se que a
comunidade bacteriana no 15°, 30° e 60° dias de amostragem n&o apresentam
diferencgas significativas, ao contrario do dia 3 e 7. No topo da regido estuarina,
em ambiente dulgaquicola (zona E), ndo foi possivel analisar o 60° dia de
amostragem, porém observa-se uma separagao entre os dois primeiros dias
de amostragem (3° e 7°) e os dois ultimos (15° e 30°) nas comunidades
bacterianas.

Pela analise do numero de ribotipos, verificou-se que apenas no 3° dia existem
diferencgas significativas entre as trés zonas de amostragem e, no 60°dia a
zona C e E também sao significativamente diferentes. Nos restantes dias o
numero de ribotipos € semelhante em todas as zonas. Foi ainda possivel
verificar que para a zona A e a zona E, ndo existem diferengas significativas no
numero de ribo6tipos ao longo do tempo, ao contrario do que acontece na zona
C, onde ocorre um aumento gradual do numero de ribotipos ao longo do
tempo.
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The use of leaf-bags to study leaf litter decomposition is a method often used in
freshwater ecosystems. Usually these studies use the rate of leaf
decomposition, the temporal pattern of macroinvertebrate communities and
colonization of microbial communities, because during the leaves breakdown a
succession of organisms occurs, which reflects an adjustment of the biological
communities in the surrounding environment.

The aim of this work was to study the bacterial communities that colonize
Phragmites australis leaves in the litter bags, in an estuary, after 3, 7, 15, 30
and 60 days of submersion. The work took place in Mira channel, in Ria de
Aveiro, where 3 sampling sites were established along a salinity gradient.
Bacterial communities were analyzed using molecular methods, namely by
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE).

In this study it was observed that the bacterial communities that colonize the
leaves submerged in Ria de Aveiro are different at all sampling sites on each
day, except the 15th. At the mouth of the estuary (site A), the bacterial
communities are identical in the 3rd and 7th day, showing significant
differences between the remaining sampling times.

In the middle estuary (site C) the bacterial community in the 15th, 30th and
60th day did not differ significantly, unlike at days 3 and 7. At the head of
estuary, in freshwater (site E), it was not possible to analyze the day 60, but
there was a separation in the bacterial communities between the first two days
of sampling (3 and 7) and the last two (15 and 30).

The analysis of the number of ribotypes, showed that there are significant
differences between the three sampling areas only in the 3rd day. In day 60
sites C and E are significantly different. In the remaining days the number of
ribotypes is similar in all sites. It was also possible to see that for sites A and E,
there are no significant differences in the number of ribotypes over time,
contrary to what happened in site C, where there was a gradual increase in the
number of ribotypes over time.
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Decomposicdo in situ de Phragmites australis: comunidades bacterianas
1. Introducao

A elevada densidade humana nas areas costeiras associadas a aglomeracdes
urbanas e industriais e a agricultura intensiva provoca grande pressao sobre as
massas de dgua superficiais e consequente diminuicdo da qualidade ecolégica
(Castela et al., 2008).

Nas ultimas décadas, os ecossistemas aquaticos tém sido alterados de
maneira significativa em fungdo de maltiplos impactos ambientais provenientes
principalmente de actividades antropogénicas como a construcdo de barragens
e represas, o lancamento de efluentes domésticos e industriais ndo tratados, a
exploracao exagerada do recursos pesqueiros, entre outros. O resultado destas
actividades reflecte-se na diminuicdo da qualidade ecolégica e consequente
perda de biodiversidade aquética e alteracdo da dinamica natural das
comunidades biolégicas (Goulart e Callisto, 2003).

Avaliacdo da qualidade da 4gua, até muito recentemente baseava-se
sobretudo em parametros fisico-quimicos, deixando para segundo plano os
processos biologicos que estudam a qualidade da 4gua através da relacao entre
0s organismos aqudticos e o meio, e as relacdes estabelecidas entre esses
proprios organismos (Alba-Tercedor, 1996).

Com a monitorizagdo de varidveis fisicas e quimicas é possivel uma
identificacdo imediata de alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas da
agua, com deteccdo precisa da varidvel modificada e determinacdo das
concentragdes alteradas (Alba-Tercedor, 1996). Contudo, este tipo de
monitorizacdo é pouco eficiente, pois fornece somente uma fotografia
momentdnea do que pode ser uma situacdo muito dindmica, ndo detectando
nomeadamente alteracoes na diversidade de habitats e microhabitats nem as
consequéncias das alteracdes da qualidade da 4gua sobre as comunidades
biolégicas (Goulart e Callisto, 2003)

A Directiva Quadro da Agua, da Unido Europeia, altera por principio este
panorama, pois a monitorizacdo do estado de qualidade da agua deixa de se

restringir aos seus usos, para se concentrar sobre o estado ecolégico.
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Os métodos biolégicos impdem-se pela capacidade de deteccdo da accdo de
poluentes quando presentes em baixas concentracdes e/ou quando em
descargas descontinuas e de situacdes pontuais de poluicdo téxica, nem sempre
possivel através de métodos puramente fisico-quimicos (Peixoto, 2008). Para
além disso, as comunidades biol6gicas reflectem a integridade ecolégica total
dos ecossistemas (ex. integridade fisica, quimica e bioldgica), englobando os
efeitos dos diferentes agentes impactantes e fornecendo uma medida agregada
dos impactos (Goulart e Callisto, 2003).

A decomposigdo de folhas submersas em sistemas aquéaticos tem mostrado
potencial para ser usada como ferramenta para avaliar o funcionamento de
ecossistemas de 4dgua doce (Webster et al., 2001), uma vez que a matéria
organica proveniente das folhas tem grande importidncia nestes sistemas.
Associado ao estudo das taxas de decomposicdo das folhas, é possivel também
estudar-se o padrdo temporal das comunidades de macroinvertebrados e a
colonizacdo das comunidades microbianas, uma vez que durante a degradagao
das folhas ocorre uma sucessdo de organismos, que reflecte um ajustamento das
comunidades biolégicas ao ambiente envolvente (Braioni et al., 2001) .

Nas folhas em decomposi¢cdo, a comunidade microbiana decompositora
“digere” os polimeros estruturais (lignocelulose) das plantas vasculares
convertendo os detritos em biomassa microbiana e nutrientes dissolvidos, de
facil digestao para a maioria dos metazodarios consumidores. Em seguida ha um
rapido crescimento das bactérias heterotréficas, devido a presenca de matéria
organica particulada, e posteriormente vai ser assimilada por
macroinvertebrados. Assim, as bactérias funcionam como um elo fundamental
entre os detritos de plantas vasculares e os niveis tréficos superiores (Anesio et
al., 2003), pelo que é importante o estudo destas comunidades.

Até muito recentemente, o papel das comunidades microbianas
decompositoras baseava-se no cdlculo da biomassa bacteriana e fangica e na
sua produtividade (Duarte et al., 2009). Porém, com a introdugdo de técnicas
moleculares de fingerprint, como o DGGE, actualmente ja é possivel estudar a

diversidade das comunidades microbianas (Das et al., 2007).

2



Decomposicdo in situ de Phragmites australis: comunidades bacterianas

1.1 Importincia da decomposicdo da matéria organica em ecossistemas

aquaticos

A dinamica de matéria organica em ecossistemas l6ticos tem despertado
grande interesse desde o estudo pioneiro realizado por Fisher & Likens (1973).

Vérios estudos sugerem que em sistemas marinhos de baixa profundidade e
em ecossistemas de agua doce, a matéria organica proveniente de fontes
aloctones (vegetacdo ripicula) excede substancialmente a energia convertida
através da fotossintese (Anesio et al., 2003; Moretti, 2005). O que acontece neste
sistemas aquaticos, é que a vegetacdo ripicula é demasiado densa e deste modo
impede a entrada de luminosidade necessaria para que haja uma eficiente
producao primadria, suficiente para manter em funcionamento o metabolismo
destes ecossistemas (Gongalves et al., 2006). Ja nos grandes rios, a vegetacdo
ripicula ndo tem muita importancia, uma vez que existe uma grande area de
penetracdo de luz que estimula a producdo priméria autéctone e assim ocorre
uma diminuicdo na quantidade de matéria organica aléctone importada, por
unidade de superficie (Menéndez et al., 2001).

Portanto, nos sistemas aquaticos onde a vegetagdo ripicula é densa, a
maioria da energia provém de fontes al6ctones, o que torna a vegetagao ripicula
e, nomeadamente os processos de decomposicdo desta, um componente muito

importante na produgdo biolégica destes sistemas (Fleituch e Leichtfried, 2004).

1.2 Decomposicao de folhas submersas e sua colonizacao

Tem sido proposto que as taxas de decomposicdo de folhas podem ser
utilizadas como ferramentas para avaliar a qualidade ambiental (Sangiorgio et
al.).

A utilizagdo de sacos de folhas submersos em sistemas aquéaticos é um dos
métodos mais comum para avaliar ndo sé a taxa de decomposigao, mas também

o padrdo temporal das comunidades de macroinvertebrados ou da colonizacao
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microbiana (Braioni et al., 2001), uma vez que durante a degradacdo das folhas
ocorre uma sucessdo de organismos que reflecte um ajustamento das
comunidades biolégicas ao ambiente envolvente (Sampaio et al., 2004).

A decomposigdo pode ser definida como a degradagdo gradual da matéria
orgénica morta provocada por factores fisicos, quimicos e biolégicos, e do qual
resulta gas carbonico, 4gua e nutrientes inorganicos (Moretti, 2005).

A velocidade de decomposicdo dos materiais organicos submersos pode
variar, dependendo de factores abioticos e bidticos, como a temperatura da
agua e velocidade da corrente, composicdo da comunidade decompositora,
qualidade do ambiente, tipo de substrato, disponibilidade de oxigénio, de entre
outros factores (Abelho, 2008).

A decomposicdo pode ser dividida em trés etapas principais, lixiviagao,
condicionamento microbiano e fragmentagdo por actividade mecénica (Gessner
et al., 1999).

A primeira etapa ocorre nas primeiras 24 horas, e é caracterizada pela
rapida perda inicial de compostos soluveis como fenois, carbohidratos e
aminodacidos devido a lixiviacdo (perda de peso do substrato) (Canhoto e Graga,
1996).

A segunda etapa é marcada pela colonizacdo e degradacdo microbiana,
responsavel por modificagdes quimicas e fisicas nos substratos, designado
também por “condicionamento” (Graga, 2001).

Os primeiros microorganismos a colonizar as folhas sao bactérias e fungos
(Suberkropp, 2001). Estes microrganismos sdo dos poucos que conseguem
secretar enzimas (celulases, xilases e pectinases) capazes de transformar
macromoléculas como a celulose, a quitina e a lenhina em compostos mais
pequenos, que podem ser assimilados pelo restante biota (Das, 2007).

Estudos tém demonstrado que a biomassa fingica é superior a biomassa
bacteriana nos primeiros estadios de decomposicdo, e que o seu crescimento é
acompanhado por um aumento de nitrogénio na superficie da folha, o que
sugere que sdo os fungos os primeiros decompositores (Duarte, 2008). Contudo,

as bactérias conseguem utilizar compostos organicos, nomeadamente matéria
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organica particulada e matéria organica dissolvida, que é libertada durante a
decomposicdo das folhas devido as actividades dos fungos e
macroinvertebrados, e a lise das células dos fungos mortos (Duarte, 2008).
Nesta fase a perda de peso ocorre em menor velocidade do que na lixiviagdo
(Webster e Benfield, 1986).

Existem bastantes evidéncias que sugerem que o “condicionamento” é um
processo extremamente importante para os primeiros invertebrados
colonizadores. Tém-se demonstrado que os primeiros invertebrados
colonizadores tém preferéncia em alimentar-se em folhas que sofreram
”condicionamento” e que a sua abundéncia esta fortemente correlacionada com
a biomassa fungica existente nas folhas (Graga, 2001). Uma possivel explicagao
para este facto é que os invertebrados beneficiam da acgao dos fungos sobre as
folhas e/ou que os invertebrados se alimentam dos fungos.

A terceira fase é caracterizada pela colonizagdo de invertebrados, que
origina fragmentacdo mecanica do substrato, acelerando significativamente a
decomposicdo (Petersen e Cummins, 1974).

Apesar desta distingdo em fases, estudos tém sugerido que estas fases nao
sdo temporalmente distintas e que, na realidade sdo independentes e se

sobrepdem ao longo do processo (Gessner et al., 1999).

1.3 Phragmites australis

Em ecossistemas de zonas humidas uma parte consideravel da producao de
material organico é formada por macrdfitas (Kominkova et al., 2000), que
desempenham um papel importante na cadeia alimentar detritivora (Sangiorgio
et al., 2007) .

Phragmites australis, nome comum canico, é a mais comum das macrofitas
do mundo em zonas htmidas. E uma das espécies de dgua doce mais
difundida, muitas vezes formando densos povoamentos (Gessner, 2001) que
constituem um dos mais produtivos tipos de ecossistemas em regides

temperadas (Sabetta et al., 2000).
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Pouca parte deste material é consumida como tecido vivo (Polunin, 1984;
Ostendorp, 1993), uma vez que a maior parte da sua biomassa entra em
circulacdo sobre forma de matéria organica particulada apds a sua senescéncia e
morte. Assim, a decomposi¢do desta planta torna-se um importante processo
em ambientes dulgaquicolas incluindo zonas litorais de lagos (Gessner, 2000).

A decomposicdo de Phragmites australis tem recebido consideravel atencdo
em estudos de decomposicdo em ecossistemas aquaticos de d4gua doce. Estudos
anteriores sobre a dindmica de P. australis tém-se centrado na sua
decomposicao, em taxas de perda de massa (Polunin, 1982; Hietz, 1992;
Wrubleski et al., 1997; Gessner, 2001; Dinka et al., 2004), e na dinamica de
bactérias e fungos associados (Agoston-Szabo et al., 2006).

Sangiorgio et al. (2007) e Quintino et al. (2009) desenvolveram estudos
relativos a taxa de decomposicdo de Phragmites australis em sistemas de
transicdo. No caso particular do estudo efectuado por, Quintino et al. (2009), a
taxa de decomposicdo de Phragmites australis foi estudada ao longo de um

gradiente completo de salinidade.

1.4 As Comunidades Bacterianas

As bactérias colonizam os mais variados tipos de ambientes terrestres e
aquaticos, ocorrendo em locais aparentemente indspitos como aqueles sem
oxigénio ou com elevadas temperaturas (fontes termais). Encontram-se entre os
seres vivos mais antigos, colonizando o planeta Terra ha mais de 2 bilhdes de
anos. Até recentemente estavam descritas 3000-4000 espécies de bactérias,
contudo estima-se que o nimero de espécies bacterianas em todo o mundo se
encontra perto dos 3 milhdes (Das et al., 2006).

Nos ambientes aquaticos, encontram-se entre os menores organismos,
sendo que as formas plancténicas medem, em geral, entre 0,2 e 0,5 pm, mas
podendo atingir até 100 pm quando se desenvolvem em superficies ou em
sedimentos (Stolp, 1988). Comparativamente a outros organismos, o tempo de

duplicacdo das bactérias é relativamente curto, da ordem de 15 a 20 minutos,

6



Decomposicdo in situ de Phragmites australis: comunidades bacterianas

embora esse tempo seja geralmente superior a 2 horas na maioria dos ambientes
aquaticos (Thomaz, 1999).

A comunidade bacteriana, juntamente com os fungos, tem sido encarada,
desde os primoérdios da ecologia, como decompositora da matéria organica,
assumindo um papel central no retorno dos nutrientes para os ecossistemas
aquaticos e terrestres (Mille-Lindblom e Tranvik, 2003; Duarte et al., 2009).

Em grande parte, as teorias modernas acerca do papel das bactérias estdo
baseadas no mecanismo de consumo da matéria organica dissolvida ou carbono
orgénico dissolvido (COD) por esses microrganismos, que transformam essa

fraccdo de carbono dissolvida em matéria organica particulada (Thomaz, 1999).

1.5 Vantagens da utilizacdo dos métodos moleculares na andlise da

comunidade bacteriana

Devido a importancia das bactérias na reciclagem de nutrientes e matéria
organica nos ecossistemas, a identificacdo dos microrganismos presentes numa
comunidade é fundamental para perceber o seu funcionamento.

Até muito recentemente, a taxonomia microbiana era feita através do
isolamento de culturas puras (cultivo de microrganismos em laboratério) e
seguida por testes fisiolégicos e bioquimicos (ex: coloracdo de Gram,
degradacdo da glicose, etc) (Amann et al., 1995). Apesar da sua contribuicdo
para o conhecimento da diversidade das comunidades naturais, os organismos
cultivaveis constituem apenas uma pequena fraccao da diversidade de espécies
em comunidades microbianas (Tagliaferro, 2005). Na verdade menos de 1% das
bactérias existentes na natureza podem ser cultivadas em laboratério (Torsvik et
al., 1990). Para além disso, a selectividade dos meios de cultura tem implicagdes
graves para o estudo da composicdo das comunidades microbianas naturais, e
os resultados obtidos usando isolados de culturas puras nem sempre sio

reprodutiveis devido a variabilidade nas propriedades fenotipicas das bactérias
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em funcdo das condi¢des de cultura (Amann et al., 1995; Boivin-Jahns et al.,
1995).

As propriedades dos microrganismos ex situ podem também ser diferentes,
pela auséncia de interacgdo entre populagdes ou com o ambiente natural, ou
devido ao facto destas alterarem o seu estado fisiol6gico como medida de
adaptacao ao ambiente modificado (meios de cultura) (Boivin-Jahns et al., 1995).

Contudo e apesar destas limitagdes, os métodos microbiol6gicos
tradicionais (andlise de géneros cultivaveis em laboratério e contagem ao
microscopio do nimero de diferentes morfotipos apds coloragdo com corantes
fluorescente) foram os mais aplicados relativamente ao estudo da diversidade
de bactérias em folhas submersas em decomposigao (Duarte, 2008).

Com o desenvolvimento de técnicas para a andlise de sequéncias de rDNA
165 em amostras naturais houve wum progresso significativo na
deteccdo e identificacdo de bactérias na natureza, confirmando deste modo as
suspeitas de que apenas uma pequena percentagem de espécies de bactérias
tinha sido isolada em cultura (Ferris et al., 1996).

Designa-se por rDNA a regido do DNA que codifica o gene de RNA
ribossomal (figura 1) (Lane et al., 1985).

Um dos métodos moleculares mais usados para a caracterizagdo das
comunidades microbianas em amostras ambientais é o fingerprinting genético,
que permite a obtencdo de um perfil de bandas que fornece informagao sobre a
diversidade de espécies presentes na amostra (Aboim et al.,, 2004). Nestes
estudos, sao focados marcadores moleculares, isto é, sequéncias de DNA que
permitem inferir sobre a identidade de determinado organismo. Um dos
marcadores moleculares mais usados em ecologia microbiana é o rDNA, ou

seja, o gene que codifica para o RNA ribossomal (Lane et al., 1985).
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Os ribossomas procariotas sdo constituidos por duas subunidades
ribossomais que possuem moléculas de rRNA de diferentes tamanhos (Abreu,
2004). A subunidade pequena (30S) é constituida por rRNA denominado 16S
enquanto a subunidade grande (50S) é constituida por rRNA 55 e 23S (Gouveia,
2004).

As primeiras pesquisas utilizavam moléculas de 55, no entanto a
informagao contida no rDNA 5S é relativamente pequena - apenas 120
nucleétidos, o que levou Olsen et al. (1986) a utilizar moléculas de 16S (tem um
tamanho médio de 1500 nucledtidos) e 23S (com aproximadamente 3000
nucleétidos) rDNA em estudos de ecologia microbiana, para tentar solucionar
este problema (Tagliaferro, 2005). Quando totalmente ou quase totalmente
analisados, ambas as moléculas contém informacdo suficiente para andlises
filogenéticas confidveis (Amann et al., 1995). Além disso, as moléculas 16S
rDNA possuem grande capacidade de armazenamento de informagao (permite
comparagOes significativas e satisfatorias), sdo estruturas conservadas, com
uma reduzida taxa de mutagao e a sua distribuicao é universal (esta presente no
mecanismo de sintese proteica e tem a mesma fungdo em todos os organismo)

(Abreu, 2004).
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1.5.1 Polimerase Chain Reaction (PCR)

A Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica de Biologia
Molecular que permite replicacdo in vitro do DNA de forma extremamente
rapida (Videira, 2001).

O PCR é uma metodologia que se baseia na amplificagdo exponencial
selectiva de uma quantidade reduzida de DNA (Carrapa et al., 2005). Este é
usado ndo para replicar a cadeia inteira de DNA, mas apenas a sequéncia de
interesse (normalmente com tamanhos entre 100 e 600 pares de bases) que é
Gnica no organismo que se pretende estudar (Klug e Cummings, 1999).

A técnica de PCR envolve trés etapas principais (figura 2) que ocorrem a
temperaturas diferentes: desnaturacdo da cadeia de DNA, emparelhamento dos
primers e extensao da polimerase.

1. Desnaturagao: Este passo caracteriza-se pela desnaturacdao do DNA de
cadeia dupla (dsDNA), isto é, a cadeia dupla transforma-se em duas
cadeias simples (ssDNA). Para que este passo seja realizado, é necessario
uma temperatura de 94-95°C para que se quebrem as ligacdes de
hidrogénio (Sharma et al., 2002).

2. Emparelhamento dos primers: Esta etapa consiste no emparelhamento
de dois primers com a cadeia de DNA complementar, designados reverse
e forward consoante a cadeia do DNA molde a que se ligam.

A temperatura desta etapa varia de 37°C a 65°C, dependendo da
sequéncia dos primers (Videira, 2001).

3. Extensdo da polimerase: Apds a ligacdo dos primers as sequéncias
complementares de DNA, a temperatura eleva-se a aproximadamente
até os 72 °C e a enzima DNA polimerase (tipicamente Taq polimerase)
sintetiza uma cadeia complementar ao ssDNA molde através da adicao
de bases a extremidade 3" de cada um dos primers. A Taq polimerase é
uma polimerase de DNA termo-estavel recombinante do organismo
Thermus aquaticus, que, ao contrario de outras polimerases, se mantém

activa a temperaturas elevadas (Carrapa et al., 2005).
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Figura 2 - Representacdo esquematica das principais etapas que ocorrem durante o PCR (adaptado de
http://users.ugent.be/~avierstr/index.html).

Com um ciclo, um tnico segmento de DNA de cadeia dupla (dsDNA) é
amplificado em duas cadeias simples de DNA (ssDNA). Assim, estas duas
cadeias simples estdo entdo disponiveis para a amplificacdo no préximo ciclo, e
como os ciclos sdo repetidos, mais e mais copias sao geradas e o nimero de

copias do molde é aumentado exponencialmente (figura 3) (Willey et al., 2008)

) durante o PCR
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Este processo tem lugar num termociclador, um equipamento que controla
e alterna as temperaturas durante periodos programados de tempo para o
namero apropriado de ciclos de PCR (geralmente entre 30 e 40 ciclos) (Willey et
al., 2008).

Para ocorrer amplificagdo de DNA utilizando a técnica de PCR é necessario
que em cada reaccdo exista um conjuntos de reagentes: amostra de DNA,
Primers especificos, desoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs), DNA polimerase,

MgCl2 e Tampao (Sharma et al., 2002).

Amostra de DNA - DNA modelo para a amplificacao.

Primers especificos - Sao um conjunto de oligonucleotidos (entre 20 e 30 bases)
com uma sequéncia especifica que é complementar a do DNA modelo, que vai
proporcionar o inicio da replicacdo. Numa reaccdo de PCR sdo incluidos dois
primers, um para cada cadeia simples de ADN que foi produzida durante o
passo de desnaturacao.

dNTPs - Nucleétidos em solucio.

MgCl, - Os ides Mg?* funcionam como co-factor da Taq polimerase, logo é
necessario a sua presenga para o funcionamento da Tagq.

Tampao - Proporciona o pH adequado ao funcionamento da Taq polimerase.
Taq Polimerase - Enzima responsavel pela replicacado do DNA pela adicao de

nucledtidos a cadeia modelo.

1.5.2 Electroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

A técnica de electroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)
possibilita a separagdo das moléculas de DNA de acordo com suas sequéncias
de pares de bases, e ndo de acordo com o tamanho dos fragmentos de DNA,
como a maioria das técnicas de fingerprint genético (Aboim et al., 2004).

Neste tipo de electroforese, o gradiente desnaturante (linear) resulta da
combinagdo de duas solucdes (High solution e Low solution) contendo
acrilamida (estruturante), que diferem na quantidade de desnaturante (ureia e

formamida) (Muyzer e Smalla, 1998).
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A separacdo de diferentes fragmentos de DNA de cadeia dupla baseia-se na
alteracdo da mobilidade electroforética dos fragmentos a medida que migram
através do gradiente crescente de desnaturantes de DNA (Muyzer e Smalla,
1998). Os fragmentos de DNA iniciam a sua migra¢do no gel desnaturante na
forma de cadeia dupla, mas & medida que encontram concentragdes crescentes
de desnaturante sofrem uma alteracdo da sua conformacao helicoidal (figura
4a) para uma forma parcialmente desnaturada o que provoca uma diminuigao
acentuada da mobilidade da molécula (Muyzer et al., 1993).

A migracdo das diferentes amostras no gel origina deste modo um padrao
de bandas (figura 4b), em que teoricamente cada banda no gel representa uma
espécie ou um grupo de espécies de bactéria (Aboim et al., 2004).

E importante referir que as moléculas de DNA ndo desnaturam
completamente, uma vez que se a desnaturacao fosse total, o produto de PCR
iria continuar a correr pelo gel como uma cadeia simples de DNA. De forma a
impedir que esta situacdo aconteca é adicionado ao final 5 de um dos primers
do PCR o que se chama de GC-clamp (extensdo de DNA de 40 a 60 nucleé6tidos
composto por citosina e guanina), que proporciona um produto com um final
com um dominio de fusdo muito elevada (Muyzer et al., 1993).

Portanto, um produto de PCR contendo GC-clamp quando corre no gel é
parcialmente desnaturado, pois cada fragmento adquire a forma de Y que fica

firme na sua posicdo no gel (Duarte, 2008).
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Figura 4 - Representacdo esquematica de: a) desnaturagdo da amostra ao longo do gel b)
padrdo de bandas no gel (adaptado de http:;//www.environmental-expert.com )
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Ap6s a electroforese, a coloragao do gel recorrendo a utilizagdo de brometo
de etideo ou nitrato de prata permite revelar o padrdo de bandas (Muyzer e
Smalla, 1998).

Actualmente, o DGGE é uma ferramenta molecular bem estabelecida em
microbiologia ambiental que permite o estudo da complexidade e do
comportamento de comunidades microbianas. A técnica é confidvel,
reprodutivel, rapida (Nakatsu et al., 2000; Ercolini, 2004; Kirk et al., 2004;
Edenborn e Sexstone, 2007) e barata (Gong et al., 2004). Para além disso, o
DGGE permite a andlise simultanea de varias amostras, permitindo deste modo
acompanhar as mudancas na comunidade ao longo do tempo e identificar
numericamente os membros dominantes da comunidade (Torsvik et al., 1998).
Uma caracteristica adicional dessa técnica é a possibilidade de posteriormente
ser possivel obter informagdes taxondmicas uma vez que as bandas podem se

removidas e sequenciadas (Muyzer, 1999).
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As principais desvantagens da utilizacdo do DGGE, a semelhanca de outras
técnicas de DNA fingerprinting dependentes do PCR, esta associada a ocorréncia
de artefactos durante o PCR (quimeras, erros na amplificacdo, formacao de
heteroduplex e amplificacdo preferencial) e a eficiéncia da extraccao (Kirk ef al.,
2004).

Alem disso, 0 DGGE apenas permite detectar grupos que representem mais
de 1% da totalidade das sequéncias presentes na amostra (Duarte, 2008). Outra
desvantagem ¢é o facto de que cada banda pode ndo representar
necessariamente uma espécie e é possivel que a heterogeneidade intra-
especifica de genes rRNA possa dar origem a varios padrdes de bandas para

uma espécie (Jackson et al., 2000).

1.6 Estudos sobre a diversidade das comunidades bacterianas na

decomposicao foliar

Apesar da existéncia de alguns estudos relativos a decomposicao de
Phragmites australis em sistemas de transigao ja terem sido efectuados, como é o
caso do estudo realizado por Quintino et al. (2009), a informagdo sobre as
comunidades bacterianas associadas a decomposicao das folhas nestes sistemas
¢ muito escassa, ndo tendo sido encontrada qualquer bibliografia referente a
este assunto. A maioria dos estudos realizados acerca do papel da comunidade
microbiana decompositora que coloniza folhas submersas, ocorrem em rios e
utilizam as biomassas fiingicas e bacterianas ou a produtividade.

Um estudo recente (Das et al., 2007) realizado em ambiente de agua doce,
sugere que os microrganismos presentes na decomposicdo das folhas sdo
generalistas, isto porque estdo aptos para explorar de forma eficiente qualquer
tipo de substrato. Os resultados sugerem que quando sujeitas as mesmas
condicdes, folhas com diferentes caracteristicas quimicas, apresentam
comunidades microbianas muito semelhantes, indicando deste modo, que a

composicdo quimica da folha (qualidade) é menos importante que o estagio de
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decomposicdo. Contudo, apesar da semelhanca nas comunidades microbianas
(e também nas comunidades de macroinvertebrados), os dois tipos de
substratos apresentam taxas de decomposicao muito diferentes. Isto sugere que
as diferencas na decomposicdo devem ser causadas por diferencas na
fragmentacao fisica (devido as caracteristicas das folhas, como a consisténcia),
ou diferencas na actividade dos microorganismos (producdo de enzimas,
producao secundaria, etc), ao invés de diferencas das comunidades biolégicas
(Das et al., 2007).

Relativamente a colonizagdo da comunidade bacteriana ao longo da
decomposicao das folhas submersas em rios, resultados indicam que ocorre
uma sucessao ecolégica da comunidade bacteriana com aumento do namero de
ribotipos em fases posteriores da decomposicdo (dia 56) (Duarte et al., 2009).
Contudo, estudos mais prolongados (181 dias de submersdo maxima), sugere
que as comunidades mostram uma sucessdo ecolégica em que alguns dos
ribotipos comuns desaparecem das folhas em fases posteriores de
decomposicdo, provavelmente devido a uma incapacidade de explorar o
espago fisico limitado e recursos nutricionais disponiveis naquele momento

(Das et al., 2007).

1.7 A Ria de Aveiro

A Ria de Aveiro (Figura 5) é um estudrio situado a Noroeste da costa
atlantica de Portugal (40 ° 38'N, 8 ° 45'W). Este estende-se pelo interior,
paralelamente ao mar, numa distancia de 45 km com uma largura méxima de
10 km, no sentido Este-Oeste, desde Ovar até Mira (Dias et al., 2001).

Na primavera cobre uma area de 83 km? na maré-alta, que é reduzida para
66 km?2 na maré baixa (Dias et al., 2001). Contacta com Oceano Atlantico através
de um canal artificial na parte ocidental, onde ocorre a troca de dgua através de

um sistema de marés (Cerejo et al., 2007).
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Figura 5 - Localiza¢do geogrifica da Ria de Aveiro (Adaptado de Rodrigues et al., 2009).

A batimetria mostra que a Ria de Aveiro tem uma profundidade média de 1
m, contudo o canal mais perto da entrada é o mais profundo com
aproximadamente 20m de profundidade (Lopes e Dias, 2007).

Tem uma geometria complexa e irregular, composta por longos e estreitos
canais organizados com sucessivas ramificacdes que se estendem desde a
entrada (Cerejo e Dias, 2007).

Os intmeros canais que constituem o estuario sdo reduzidos a quatro
“bragos” principais irradiados a partir da entrada do mar: S. Jacinto, flhavo,
Espinheiro e Mira (Cerejo et al., 2007).

Z

O canal de S. Jacinto tem cerca de 29 km de comprimento e é o mais
importante canal relativamente a média largura e comprimento. O canal de
flhavo é dos principais canais o mais estreito e curto, e tem um comprimento de
aproximadamente 15 km. Espinheiro é também um canal curto com cerca de 17
km de comprimento (Dias et al., 2001), onde desaguam o rio Vouga (50 m3 s~1 de

corrente média) e Antud (5 m3 s71), principais fontes de agua doce do estuario
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(Dias et al., 2000 in Lopes e Dias, 2007), sendo o Rio Vouga responsavel por
cerca de 66% da entrada de agua doce (Vaz et al., 2007). Por fim, o canal de
Mira, constitui um braco alongado e raso com cerca de 20 km de comprimento.
Este canal é o segundo maior canal em termos de largura média, que corre para

sul em relagdo a boca e paralelamente a costa.

2. Objectivos

Este trabalho foi desenvolvido com o objectivo de estudar as comunidades
bacterianas que se instalam em folhas em decomposicao de Phragmites australis

submersas ao longo de um gradiente de salinidade.

3. Metodologia

3.1 Area de Estudo

Este trabalho decorreu na Ria de Aveiro, mais propriamente no canal de
Mira, que pode ser mesmo considerado como um pequeno estuario (Moreira et
al., 1993). Recebe continuamente entrada de d4gua doce no extremo sul do canal,
que provém de um pequeno sistema de lagoas e rios ligados por uma pequena
barragem chamada Barrinha de Mira (Cerejo et al., 2007).

Em termos de salinidade este canal pode-se dividir em 3 secgdes: seccao
com salinidades que variam entre marés de valores superiores a 18 até 30-35,
durante a maior parte do ano (boca do estudrio); uma sec¢do com uma grande
variabilidade (zona intermédia do estudrio); e uma seccdo onde a salinidade
ndo é maior que 0,1, durante todo o ano (zona final do estuério) (Abrantes et al.,
1999).

Ao longo do canal de Mira foram definidos 6 pontos de amostragem
distribuidos por 3 areas, A, C e E, como mostra a figura 6. A area A, localiza-se

a jusante, com salinidades mais elevadas, a area C, localiza-se a meio do canal,
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com valores de salinidades variaveis, e a drea E, a montante do canal onde os

valores de salinidades sdo préximos de zero (Quintino et al., 2009).

Figura 6 - Distribui¢do dos pontos de amostragem para cada drea ao longo do Canal
de Mira.

3.2 Colheita e preparacao das folhas de Phragmites australis

As folhas de Phragmites australis colhidas em Novembro de 2008 foram
sujeitas a um processo de pré-secagem. Esta fase consiste em envolver as folhas
de Phragmites australis em papel absorvente e coloca-las num prensa de secagem
(figura 7) durante aproximadamente 3 semanas, renovando o papel absorvente
de dois em dois dias.

O objectivo deste processo é evitar que na estufa haja uma perda repentina
da humidade, para que as folhas ndo enrolem e a &rea da superficie da folha se

mantenha inalterada antes e apds secagem.
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Figura 7 - Figura representativa de uma prensa de secagem
(adaptado de http;//www.terrasdemouros.pt/poca_herbario.asp).

Ap6s a pré-secagem as folhas foram secas em estufa, a 60°C durante 72
horas para perderem toda a humidade restante e posteriormente conservadas
numa camara frigorifica a uma temperatura de 5°C até serem utilizadas.

Por altimo, foram pesadas 3 + 0,005g de folhas de Phragmites australis (figura 8)

e colocadas dentro de sacos de nylon com uma malha de 5 mm (figuras 9).

Figura 8 - Pesagem das folhas de Figura 9 - Saco de nylon de malha
Phragmites australis. 5mm com as folhas de Phragmites
australis.

3.3 Colocacdo e recolha dos sacos com Phragmites australis no canal de

Mira

Em cada area de estudo foram submersos 20 sacos, correspondentes a 4
réplicas por cada dia de recolha (3° 7°, 15° 30° e 60° dia ap6s serem submersas).
Nas figuras 10 e 11 é possivel observar a disposicdo dos sacos apds submersos

em cada estacao.
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Figura 10 - Disposicao dos sacos de  Figura1l - Sacos de Phragmites australis submersas
Phragmites australis apds submersas em  na Ria.
cada ponto de amostragem.

O trabalho de campo decorreu durante o més de Janeiro, Fevereiro e Marco
de 2009:
3° dia de Recolha: 12 de Janeiro
7° dia de Recolha: 16 de Janeiro
15° dia de Recolha: 24 de Janeiro
30° dia de Recolha: 8 de Fevereiro

60° dia de Recolha: 10 de Margo

Nos dias de recolha, cada saco de nylon com as amostras de folhas, foi
individualmente colocado dentro de sacos de pléstico com um pouco de dgua e

transportados até ao laboratorio.

3.4 Processamento laboratorial das amostras

No laboratoério, as amostras foram lavadas com &gua destilada para
remover a macrofauna presente e o excesso de sedimento. Nesta fase tomou-se
bastante cuidado na manipulagdo das amostras para evitar contaminagdes, pelo

que todo o material utilizado foi esterilizado. Apés a lavagem, as amostras
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foram guardadas no congelador a uma temperatura de -40°C até posterior
andlise. A analise foi efectuada através de métodos moleculares envolvendo
extraccdo de DNA, PCR (Polymerase Chain Reaction) e DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis).

3.4.1 Extraccdo de DNA e PCR

Para a extraccdo de DNA, pesou-se aproximadamente 50mg das folhas
congeladas e o DNA foi isolado utilizando o kit PowerSoil DNA extraction de
acordo com as instrucdes de uso do mesmo.

O PCR foi realizado num M] Mini Thermal-cycler, da Citomed (Figura 12).
Para o primeiro PCR foram utilizados o par de primers universais 27F e 1494R,
seguindo o protocolo estabelecido por Weisburg et al. (1991), com algumas
alteracoes.

Para o segundo PCR foram utilizados o par de primers 968GC - 1401R
seguindo o protocolo estabelecido por Nubel et al (1996) com algumas
alteragdes, obtendo-se um fragmento desde a posicao 968 (5'-GC-clamp-AAC
GCG AAGAAC CTT AC -3") a 1401 (5'- GCG TGT GTA CAA GAC CC -3"), isto
é, um fragmento com 433pb. Estes primers amplificam a regido V6-V8 do gene
16S de bactérias (Ferris et al., 1996), para posteriormente ser possivel o estudo
da diversidade bacteriana recorrendo a técnica de DGGE.

O controlo positivo e negativo foram sempre realizados em cada anélise de

PCR.

Figura 12 - MJ Mini Thermal-cycler (Citomed).
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As reaccgoes de PCR foram feitas com um volume final de 25 ul, contendo 1
ul de DNA, 10 uM de cada primer, tampao diluido 1x, 25mM de MgCl,, 0,2mM
de dNTP’s (Promega) e 0,5u de Tag DNA Polymerase (Fermentas). Os volumes

para cada reac¢ao de PCR estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Volume dos reagentes necessarios em ul para uma reac¢io de PCR com um volume final de
25 ul: a) para o primeiro PCR b) para o segundo PCR

a) b)

ddH20 13.25 ddH20 14.5
BSA (2mg/mL) 0.5 Acetamida 0.5
Tampao (10x) 2.5 Tampao (10x) 2.5
MgCl2 (25mM) 3 MgCl2 (25mM) 3
dNTP 2mM) 2.5 dNTP (2mM) 2.5
Primer 27F (10pM) 0.25 Primer 968GC (10uM) | 0.25
Primer 1494 R (10uM) | 0.25 Primer 1401 R (10uM) ] 0.25
Taq (1u/pl) 0.5 Taq (1u/pl) 0.5
DNA 1 DNA 1

Para o 1° PCR, o programa de amplificacdo comeca com uma desnaturagdo
inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de desnaturagdo durante 45
segundos a 94°C, o emparelhamento de primers durante 45 segundos a 56°C, e
extensao durante 1min30s a 72°C. Termina com uma extensao final de 10min a
72°C.

Para o 2° PCR, o programa de amplificacdo comeca com uma desnaturagdo
inicial de 4 minutos a 94°C, seguido de 34 ciclos de desnaturacdo durante
Iminuto a 95°C, o emparelhamento de primers durante 1minuto a 53°C, e
extensao durante 1min30s a 72°C. Termina com uma extensdo final de 7min a
72°C.

Apos serem feitos os PCR’s, as amostras destes foram sempre corridas
numa electroforese para verificar se a extraccdo foi bem feita e se ndo houve

contaminagdo na fase da amplificacdo (PCR).

23



Decomposicdo in situ de Phragmites australis: comunidades bacterianas

3.4.2 DGGE

O DGGE envolve uma série de etapas até se obter o padrao de bandas
relativamente a comunidade bacteriana. Estas etapas iniciam-se na preparacao
das solugdes (de desnaturante) para o gel, passam pela corrida do gel e

finalizam-se com a coloracao e digitalizagdo deste.

3.4.2.1 Preparacdo das solucdes

Foram feitas duas solu¢des com um volume de 14,5ml cada, uma com baixa
concentragdo de desnaturante (solugdo Low) e uma com uma alta concentragao
de desnaturante (solucdo High). O gradiente de desnaturagdo utilizado foi de
32% e 69% (100% desnaturante corresponde a 40% de formamida e 7 M de

ureia), de acordo com os valores indicados na tabela 2.

Tabela 2 - Valores utilizados na preparacio de um gel com um gradiente de desnaturagao de 32% e 69%.

Low (32%) High (69%)
TAE 50x 290 ul 290 ul
Ureia 1,9503 g 424 ¢
Formamida 1,856 ml 4,034 ml
Acrilamida 2,9 ml 4,35 ml
ddH20 Até 14,5 ml Até 14,5 ml

3.4.2.2 Polimerizacdo do gel

Adiciona-se a cada uma das solugdes 85 pl de APS (Ammonium Persulfate
Solution) e 30 pl de Temed (N,N,N'N' -tetramethylenediamine) e agita-se

cuidadosamente. Estes reagentes iniciam a polimerizagdo da acrilamida.

3.4.2.3 Corrida do gel
Prepara-se aproximadamente 25L de TAE 1X (tampao Tris-Acetato-EDTA)

para a camara do aparelho de DGGE e inicia-se o aquecimento do mesmo até
uma temperatura de 60°C. Quando o tampao estiver a 60°C montam-se os géis
na frame e estes sdo colocados na camara. E sempre feita uma pré-corrida para

preparar o gel antes da corrida propriamente dita, que dura 10 minutos a 220V.
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Apés a pré-corrida sdo carregadas as amostras que contém o produto de
PCR com 433pb (volume varidvel, depende da intensidade das bandas na
electroforese) e tampao de carga (5 pl). A corrida é feita a temperatura de 60°C,

a 150V durante 16 horas.

3.4.2.4 Coloracdo do gel

Apbs a corrida os géis sdo retirados para um recipiente contendo uma
solucao de TAE 1x.

A coloracao utilizada foi baseada na metodologia de Byun et al. (2009), que
consiste na passagem dos géis por sucessivas solucdes (solucdo de coloracao,

solugao de desenvolvimento e solucdo stop) até ser atingido o resultado final.

Solucao de coloracdo (paral gel)

Preparacdo : 0,3g de nitrato de prata
750 pl de acido acético
15ml de etanol a 96%

Perfazer o volume de 150ml com agua miliQ

O gel deve permanecer nesta solugdo durante cerca de 20 minutos. Apds
este tempo remove-se esta solucado, lava-se o gel com dgua destilada e adiciona-

se a solucgao de desenvolvimento.

Solucido de desenvolvimento (para 1 gel)

Preparacdo: 50ml de NaOH a 9%

405ul de formaldeido a 37% a 55°C

Perfazer o volume de 150ml com agua destilada

Deve-se colocar o gel nesta solucdo e leva-lo a incubar a uma temperatura

de 55°C. Quando todas as bandas forem visiveis no gel, normalmente ap6s 5-10
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minutos, remove-se de imediato desta solugdo, para que o gel nao escureca

demasiado.

Solugao stop
Preparagdo : 7,5g de NaxCOs

1L Agua destilada

2

Esta solucdo é necessdria para parar a reaccdo, e assim o gel deve

permanecer nesta solucdo até ser digitalizado.

3.4.2.5 Digitalizacao do gel

A digitalizacdo dos géis foi feita utilizando o GS-710 Calibrated Imaging

Densitometer da BioRad.

Neste trabalho os géis de DGGE foram analisados individualmente, pelo
que foram feitos 8 géis de DGGE, 5 referentes as amostras de todas as areas
para cada dia de recolha (géis espaciais) e 3 referentes a cada 4rea de
amostragem para todos os dias (géis temporais). Nos géis com os dados
espaciais utilizaram-se 8 amostras de cada area, um total de 24 amostras por
gel, enquanto que nos géis com os dados temporais utilizaram-se 4 amostras
por dia de amostragem, um total de 20 amostras por gel.

Para converter e normalizar a imagem do gel utilizou-se o programa de
computador GelCompar 4.0 com uma resolucao de 500 pontos.

A posicdo e quantificacdo das bandas em cada coluna (amostra) foram
tratadas com uma tolerancia e optimizagdo de 4 pontos. A padronizacdo das
bandas foi feita automaticamente pelo programa GelCompar e cuidadosamente
confirmada manualmente, fazendo-se alteragdes sempre que necessario.
Posteriormente, o programa construiu uma matriz contendo as posicoes das
bandas e transformou a intensidade de cada banda num valor de abundancia.

Dessa matriz obteve-se uma matriz de abundancias relativas e uma matriz com
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o nimero de ribotipos de cada amostra, que posteriormente foram submetidas

ao PRIMER V6 para sua analise estatistica.

3.5 Analise de dados

Com o objectivo de identificar e caracterizar grupos de afinidade entre as
areas de amostragem (dados espaciais) e entre dias de amostragem (dados
temporais), as matrizes foram analisadas com o coeficiente de similitude de
Bray-Curtis, e a matriz de similitude dos dados de abundéncia relativa foi
examinada pelo método de escalonamento multidimensional ndo paramétrico
(NMDS) (Clarke e Warwick, 2001). Nesta analise, as amostras que correram nas
extremidades do gel de DGGE (apresentam menor qualidade), foram analisadas
com alguma cautela, e removidas sempre que se justificasse (resultados muito
discrepantes), tendo sido analisadas pelo menos 3 réplicas.

Posteriormente, as matrizes de similitude dos dados da abundéancia relativa
e do numero de ribotipos foram analisados de acordo com um desenho
experimental hierdrquico, com a area como factor fixo principal para os géis
espaciais, e o tempo como factor fixo principal para os géis temporais. Para tal
recorreu-se a analise de varidncia permutacional multivariavel (Anderson, 2001)
do pacote adicional PERMANOVA+ do PRIMER v6 (Anderson et al., 2008).
Com este desenho foi testada a hipotese nula de que ndo existem diferengas
significativas entre as amostras, no espaco ou no tempo, para os géis espaciais
ou temporais, respectivamente. Os termos significativos foram investigados a
posteriori usando comparagdes entre as areas (dados espaciais) e entre os tempos
(dados temporais) recorrendo a estatistica-t da PERMANOVA e permutagdes
sujeitas a um modelo reduzido (Anderson et al., 2008).

Os valores de t dos testes principais consideram que os grupos sdo

significativamente diferentes se t <0,05.
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4. Resultados

A apresentagao dos resultados estd dividida em duas partes, uma relativa a
analise da comunidade bacteriana entre as areas de amostragem (A, C e E) para
cada momento de amostragem e outra relativa a analise da comunidade

bacteriana de cada area de amostragem ao longo do tempo.

4.1 Analise da comunidade bacteriana das trés areas (A, C e E) para cada

momento de amostragem

4.1.1 Anélise da abundancia relativa dos ribotipos

O gel de DGGE do 3° dia mostra diferengas nas comunidades bacterianas
das trés areas (figura 13). A area C apresenta uma comunidade bacteriana mais
distribuida ao longo de todo o gel, enquanto que as comunidades das areas A e
E restringem-se mais a parte superior do gel. E ainda possivel observar que
alguns ribotipos estdo presentes apenas numa &4rea e outros estdo presentes em

todas mas com intensidades diferentes (setas da figura 18).

Area A Area C Area E

A N A

Figura 13 - Gel referente a distribuicao das comunidades bacterianas nas trés areas de amostragem para
0 3° dia. As setas indicam ribotipos que parecem importantes na comunidade.

D Area de maior distribui¢do dos ribotipos
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A tabela 3 indica que a comunidade bacteriana do 3° dia de amostragem

apresenta diferencas significativas entre as trés areas (A, C e E).

Tabela 3 - PERMANOVA valores de F dos testes globais (com valores de significincia associado entre

parénteses) e valores de t da comparacdo a posteriori duas a duas

(com valores de significancia

associado entre parénteses) para valores de abunddncia relativa de ribotipos entre as areas para cada
momento de amostragem.

Dia3 Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia 60
Teste global | 5,916 (<0,001) | 4,892 (<0,001) | 1,774 (0,011) | 7,818 (<0,001) | 6,567 (<0,001)
Comparagoes
duas a duas
A C 2,397 (<0,001) | 2,009 (<0,001) | 1,218 (ns) |2,795 (<0,001) | 3,695 (<0,001)
A E 2,373(<0,001) | 2,102 (0,002) | 1,452 (ns) |2,954 (<0,001) | 2,407 (<0,001)
CE 2,526 (<0,001) | 2,478 (0,001) 1,355 (ns) | 2,545 (<0,001) | 1,779 (<0,001)

Pela andlise de ordenacao (MDS), figura 14, pode-se confirmar que a

distribuicdo das amostras de cada area esta relativamente separada.

Figura 14 - Analise de ordenacdo da comunidade bacteriana nas trés areas de amostragem no 3°dia de
recolha.

Para o 7°dia de amostragem, a andlise estatistica indica que existem
diferencas significativas entre a comunidade bacteriana presente nas areas A, C
e E (tabela 3). A analise de ordenacdo dos dados mostra uma distribuicdo

distinta das amostras relativas as trés areas (figura 15).
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Figura 15 - Analise de ordenacao da comunidade bacteriana presente nas trés areas de amostragem (A,
C e E) no 7°dia.

No que diz respeito a comunidade bacteriana presente nas folhas recolhidas
no 15° dia de amostragem, estatisticamente s6 existem diferencas entre a area A
e a area E (tabela 3). Também pela figura 16, se observa que ndo existe uma

distingdo clara entre as 3 4reas de amostragem.

Figura 16 - Analise de ordenacdo da comunidade bacteriana presente nas trés dreas de amostragens (A,
C e E) no 15° dia de recolha.

Relativamente ao 30° dia de amostragem, estatisticamente (tabela 3) e
pela andlise de ordenacdo dos dados (figura 17) verifica-se que a comunidade

bacteriana apresenta diferencas significativas entre as areas A, Ce E
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Figura 17 - Analise de ordenacdo da comunidade bacteriana presente nas trés dreas de amostragem (A,
C e E) relativamente ao 30° dia de recolha.

Na figura 18, gel de DGGE referente ao 30°dia de amostragem, as setas
indicam ribotipos caracteristicos em algumas areas e ribotipos presentes nas
trés areas mas com diferente intensidade, o que justifica as diferencas

significativas entre as dreas relativamente a abundancia de ribotipos.

Area A Area C Area E

|

Figura 18 - Gel referente a distribui¢ao das comunidades bacterianas nas trés areas de amostragem para o 30°
dia.
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Pela observagao do gel de DGGE do dia 60, figura 19, pode-se verificar que
a distribuicdo da comunidade bacteriana da area A quase que se restringe a
parte superior do gel, ao contrario da 4rea C e da area E. E ainda possivel
observar diferencas na intensidade de alguns ribotipos em cada 4rea e também

a existéncia de alguns ribotipos apenas numa area (setas da figura 19).

Area A Area C Area E

i
]
]
:1

Figura 19 - Gel referente as comunidades bacterianas presentes nas amostras das trés areas de
amostragem para o 60° dia. As setas indicam ribotipos que parecem importantes na comunidade.

Area de maior distribuicio dos ribotipos.

A andlise estatistica indica também que existem diferencas significativas
entre as comunidades bacterianas das trés areas de amostragem (tabela 3).

Na figura 20, verifica-se um isolamento de cada area, indicando que as
comunidades bacterianas associadas as folhas em decomposi¢cdo de cada area

sdo diferentes.
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Figura 20 - Analise de ordenacdo da comunidade bacteriana presente nas trés areas de amostragem (A,
C e E) no 60°dia de recolha.

4.1.2 Anélise da riqueza em ribotipos

Através do namero de ribotipos encontrados nas amostras das diferentes

areas para cada momento de amostragem, é possivel verificar que existem

diferencas significativas entre as comunidades bacterianas das trés areas apenas

no dia 3 (tabela 4).

Tabela 4 - PERMANOVA valores de F dos testes globais (com valores de significincia associado entre

parénteses) e valores de t da comparagdo a posteriori duas a duas

(com valores de significancia

associado entre parénteses) para valores de riqueza em ribotipos entre as areas para cada momento de

amostragem.
Dia3 Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia 60

Teste Global |12,654 (0,001) 0,534 (ns) 0,396 (ns) 1,326 (ns) | 3,138 (0,022)

Comparagoes

duas a duas
AC 2,104 (0,044) 0,337 (ns) 0,293 (ns) 1,264 (ns) 2,032 (ns)
AE 5,413 (<0,001) 0,666 (ns) 0,639 (ns) 1,557 (ns) 1,051 (ns)
CE 2,770 (0,015) 1,023 (ns) 0,932 (ns) 0,405 (ns) | 2,293 (0,028)

Pela observacao do gel de DGGE, figura 13, e também pela tabela 5 é

possivel verificar que no dia 3 as amostras da area E apresentam o maior

namero médio de ribotipos (22,9) das trés areas. Na tabela 4, verifica-se que
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existem diferencas significativas entre as comunidades bacterianas estudadas

nas trés areas (tabela 4).

Tabela 5 - Média e desvio padrao associado do nimero de ribotipos de cada area para cada momento de
amostragem.

Dia 3 Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60

p Média 14,4 24,0 24,1 26,0 26,6
Area A

Desvio Padrao 2,26 5,37 7,64 3,85 7,23
p Média 17,8 23,9 25,3 29,1 32,4
Area C - —

Desvio Padrao 3,65 2,64 7,23 5,17 4,14
; Média 22,9 22,0 20,8 30,4 24,3
Area E - —

Desvio Padrdo 3,52 5,26 6,40 5,76 4,13

No 60°dia também se verificam diferencas significativas entre as
comunidades bacterianas colonizadoras das folhas em decomposicdao, mas
apenas entre as amostras da drea C e E (tabela 4). Pela andlise da tabela 5 é
ainda possivel observar que para este dia a area C apresenta uma média de 32
ribotipos.

A observagao do gel referente ao dia 60, figura 19, mostra que as amostras
da area C apresentam maior nimero de ribotipos que as das areas A e E.

Relativamente aos restantes momentos de amostragem (7°, 15° e 30°), ndo se
observam diferencas significativas entre a comunidade bacteriana presente nas
trés areas (tabela 4).

Na figura 18, pode-se observar o gel de DGGE do dia 30, onde é possivel
observar que o numero de ribotipos é muito semelhante nas amostras de todas

as areas.
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4.2 Andlise da comunidade bacteriana de cada area de amostragem ao

longo do tempo

4.2.1 Anéalise da abundéancia relativa dos ribotipos

Na figura 21, gel de DGGE relativo a area A, as setas indicam alguns
ribotipos tinicos em determinados momentos da amostragem e outros que
aparecem em quase todos os momentos, mas apresentam diferentes
abundéncias. Sdo estes ribotipos caracteristicos (Gnicos num momento de
amostragem ou com diferentes intensidades) que caracterizam a comunidade

bacteriana presente em cada momento, pelo que é importante no futuro

sequenciar estes ribotipos.

3°dia 7°dia 15°dia 30°dia 60°dia

'd
'

Figura 21 - Gel referente a distribuicao das comunidades bacterianas da area A ao longo dos tempos de
amostragem. As setas indicam ribotipos que parecem importantes na comunidade.

A andlise da abundancia relativa dos ribotipos das amostras da area A ao
longo do tempo, mostra que ndo existem diferengas significativas entre 0 3° e o
7° dia de amostragem, e que pelo contréario o 15°, o 30° e o 60° dia apresentam

diferencas significativas na comunidade bacteriana (tabela 6).
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Tabela 6 - PERMANOVA valores de F dos testes globais (com valores de significincia associado entre
parénteses) e valores de t da comparagdo a posteriori duas a duas (com valores de significincia
associado entre parénteses)) para valores de abundincia relativa de ribotipos entre os momentos de
amostragem para cada area. O sinal ( - ) indica auséncia de amostras.

Area A AreaC Area E
Teste Global 4,956 (<0,001) | 4,333 (<0,001) | 3,645 (<0,001)
Comparagdes duas a
duas
3,7 1,377 (ns) 1,749 (0,035) 1,395 (ns)

3,15 1,775 (0,032) | 2,437 (0,005) 2,000 (0,016)

3,30 2,284 (0,009) | 2,583 (0,005) 2,005 (0,013)

3,60 1,963 (0,015) | 2,367 (0,009) -

7,15 2,016 (0,016) | 2,003 (0,016) 2,038 (0,016)

7,30 3,182 (0,002) | 2,256 (0,009) 2,445 (0,006)

7,60 2,878 (0,003) | 2,252 (0,009) -

15, 30 2,355 (0,008) 1,461 (ns) 1,471 (ns)

15, 60 2,396 (0,007) 1,601 (ns) -

30, 60 2,163 (0,010) 1,534 (ns) -

Na figura 22 pode-se confirmar que a distribuicao das amostras do dia 3 e

do dia 7 esta muito préxima.

Figura 22 - Andlise de ordena¢io da comunidade bacteriana na area de amostragem A ao longo dos 5
tempos de amostragem (3°,7°,15°, 30° e 60° dia).

Na figura 23, gel de DGGE referente a area C, observa-se a ocorréncia de

ribotipos caracteristicos em alguns dos momentos de amostragem (identificados
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pelas setas) que seriam importantes identificar (sequenciacdo) para tentar

caracterizar esta comunidade.

3°dia 7°dia 15°dia 30°dia 60°dia

Figura 23 - Distribui¢do das comunidades bacterianas ao longo dos tempos de amostragem para a area
C. As setas indicam ribotipos que parecem importantes na comunidade.

N

Pela figura 24, referente a darea de amostragem C, nota-se um
distanciamento entre as comunidades bacterianas associadas as folhas em
decomposicdo do dia 15, 30 e 60 e as do dia 3 e 7. A anadlise estatistica comprova
esta separagao, indicando ainda que entre o dia 3 e 7 a comunidade bacteriana
apresenta diferencas significativas e que entre os dias 15, 30 e 60 ndo existem

diferencas (tabela 6).

Figura 24 - Anilise de ordenacdo da comunidade bacteriana na area de amostragem C ao longo do
tempo.
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Quanto a andlise da comunidade bacteriana da &rea E, apenas foi possivel
apresentar neste trabalho dados referentes ao dia 3, 7, 15 e 30. A anlise
estatistica indica que entre o 3° e 0 7° dia e 0 15° e o 30° dia ndo existem
diferencas significativas na comunidade bacteriana, havendo contudo
diferencas significativas entre os dois grupos (tabela 6).

Pela figura 25, pode-se observar que na area de amostragem E, as
comunidades bacterianas formam dois grupos distintos, um grupo que engloba

0 3° e 7° dia de amostragem e outro que engloba o 15° e 30° dia.

Figura 25 - Analise de ordenaciao da comunidade bacteriana na area de amostragem E ao longo do
tempo (a excepg¢io do dia 60).

4.2.2 Anélise da riqueza em ribotipos

Através da andlise da riqueza em ribotipos, verifica-se que a drea A ndo
apresenta diferencas significativas entre os dias de amostragem, com a excepcao

do 15°dia que é diferente de todos os restantes tempos (tabela 7).
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Tabela 7 - PERMANOVA valores de F dos testes globais (com valores de significincia associado entre
parénteses) e valores de t da comparagdo a posteriori duas a duas (com valores de significincia
associado entre parénteses) para os valores de riqueza de ribotipos entre os momentos de amostragem
para cada area. O sinal ( -) indica auséncia de amostras.

Area A Area C Area E
Teste Global 8,478 (0,001) | 5,207 (0,001) | 1,273 (ns)
Comparagoes duas a
duas
3,7 0,619 (ns) 1,595 (ns) 0,127 (ns)
3,15 2,892 (0,025) 1,656(ns) 2,048 (ns)
3,30 0,335 (ns) 2,553 (0,037) | 0,530 (ns)
3,60 0,913 (ns) 2,856 (0,024) -
7,15 6,095 (0,001) 0,370 (ns) 2,100 (ns)
7,30 1,773 (ns) | 3,229(0,016) | 0,468 (ns)
7,60 0,624 (ns) 3,989 (0,007) -
15, 30 4,780 (0,003) | 2,114 (ns) | 0,957 (ns)
15, 60 6,565 (0,001) | 2,809 (0,036) -
30, 60 2,400 (ns) 0,931 (ns) -

Através da analise visual do gel da 4rea A ao longo dos 5 momentos de
amostragem (figura 21), no que respeita ao namero de ribotipos, o 15° dia é o
dia que apresenta menor numero de ribotipos, ndo se notando grandes
diferencas entre os restantes dias.

Para a drea C, constata-se que nao existem diferencas significativas entre os
dias de amostragem mais préoximos, como o3 e 7,7 e 15,15 e 30, 30 e 60 (tabela
7). Para além destes dias, apenas se verifica ndo existir diferencas significativas
entre o 3° e 15°dia.

Pela observagdo do gel da area C ao longo dos 5 momentos de amostragem
(figura 23), é possivel verificar um aumento consideravel no ntmero de
ribotipos nos dltimos 2 momentos de amostragem, isto é no 30° e 60° dia. Pode-
se ainda observar a ocorréncia de ribotipos caracteristicos em alguns dos
momentos de amostragem (identificados pelas setas da figura 23) que seriam
importantes identificar (sequenciacdo) para tentar caracterizar esta

comunidade.
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Na tabela 8, é possivel ainda verificar que na drea C ocorre um aumento

gradual no namero médio de ribotipos ao longo da amostragem.

Tabela 8 - Média e desvio padrido associado do niimero de ribotipos de cada area para os 5 momentos
de amostragem. O sinal ( -) indica auséncia de amostras.

AreaA | AreaC | AreaE
. Média 30,0 27,0 35,3
Dia 3 - =
Desvio Padrédo 6,93 8,08 2,75
. Média 31,8 34,5 35,0
Dia 7 - =
Desvio Padrdo 2,87 2,38 2,31
. Média 20,0 35,5 31,5
Dia 15 - —~
Desvio Padrdo 2,45 4,20 2,38
. Média 28,5 41,5 34,0
Dia 30 - —
Desvio Padrao 2,38 3,70 4,40
. Média 33,0 44,3 -
Dia 60 - —
Desvio Padrao 2,94 4,50 -

N

Relativamente a area E, a riqueza em ribotipos das amostras foi muito
semelhante entre todos os dias de amostragem, ndo havendo diferencas

significativas entre nenhum dos momentos de amostragem (tabela 7).

5. Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho relativamente a abundancia relativa
dos ribotipos mostram que existem diferencas entre as comunidades
bacterianas que colonizaram as folhas em decomposicdo nas trés areas de
amostragem em todos os momentos de amostragem, com excepgao do 15° dia.
A existéncia destas diferencas, talvez se devam ao facto de as trés areas de
amostragem estarem dispostas ao longo de um gradiente de salinidade, em que
a area A corresponde a um ambiente tipico marinho, a drea C a um ambiente de
salinidade intermédia e a drea E a um ambiente tipico de agua doce (Quintino et
al., 2009). Estudos anteriores comprovam que as comunidades microbianas de
ambientes marinhos diferem das comunidades microbianas de ambientes de

agua doce (Bernhard et al., 2005). A excepgdo parece ser o 15° dia, uma vez que
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apenas nesse dia as comunidades presentes ndo sdo significativamente
diferentes nas trés areas, o que podera ser explicado pelo facto de nesse dia de
amostragem a maré estar muito alta os sacos encontraram-se enterrados.

Relativamente a analise da riqueza em ribotipos em cada momento de
amostragem para as trés &reas, observa-se que apenas no 3°dia existem
diferencas significativas entre as trés dreas (drea A- média de 14,3 ribotipos,
area C- média de 17,8 ribotipos e area E- média de 22,9 ribotipos). O facto de
existirem diferencas entre as trés dreas no dia 3, pode dever-se ao facto de se
tratar da fase inicial de colonizacdo microbiana, instalacdo dos fungos e das
bactérias especificas (capazes de degradar os complexos de celulose) (Das et al.,
2007), que como ocorre em areas que possuem diferentes valores de salinidade
(Quintino et al., 2009) implica diferente diversidade bacteriana (Langenheder,
2005). Wu et al. (2006), sugerem que a salinidade afecta a composi¢do da
comunidade bacterioplanctonica, e Lozupone e Knight (2007) sugerem que a
salinidade afecta também as comunidades bacterianas presentes no sedimento.
Também estudos realizados na Ria de Aveiro (Henriques et al., 2006), indicam
que a salinidade e a temperatura sao factores que afectam significativamente a
composicio das comunidades bacterioplanctonicas. E também importante
referir que no 3° dia de amostragem a drea que apresenta maior ntimero de
ribotipos é a E (ambiente de dgua doce), talvez por a Phragmites australis ser
uma planta tipica de d4gua doce e as bactérias deste ambiente estejam melhor
adaptadas para iniciar a colonizacdo deste substrato.

Para o dia 60, verifica-se que as dreas C e E sdo estatisticamente diferentes
relativamente a riqueza em ribotipos, sendo que a area C apresenta o maior
namero de ribotipos das trés dreas amostradas (média de 32,4 ribotipos). Como
a area C é um ambiente com valores de salinidade intermédios (Quintino et al.,
2009), sujeito a massas de agua de elevada salinidade provenientes de jusante e
sujeito a massas de dgua com uma salinidade muito reduzida proveniente de
montante, talvez algumas comunidades bacterianas das areas A e E estejam

também presentes na area C.
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A andlise das amostras da area A ao longo dos 5 momentos de amostragem
relativamente a riqueza em ribotipos, mostra que a excepgdo do dia 15 (dia
ignorado devido a problemas na amostragem) nado existem diferencas
significativas entre nenhum momento. No ambiente marinho a riqueza
bacteriana nao foi significativamente diferente ao longo dos 60 dias.

Tal como na area A, também na area E nao se observam diferencas
significativas na riqueza em ribotipos entre os 4 momentos de amostragem.
Contudo, estudos realizados em folhas em decomposicdo submersas em
ecossistemas de d4gua doce, indicam que o ntimero de ribotipos da comunidade
bacteriana associada as folhas em decomposicdo aumenta progressivamente,
decrescendo apenas nos ultimos estadios de decomposicdo (taxas de
decomposicdo elevadas) (Das et al., 2007, Duarte et al., 2009). Anélises
moleculares mais aprofundadas, nomeadamente a deteccdo e identificagdo dos
membros mais activos da comunidade decompositora, poderdao permitir o
esclarecimento da variagdo da composicdo das comunidades bacterianas
durante a degradagao das folhas, nesta area.

Ao contréario das areas A e E, localizadas nas extremidades do estuério, na
area C verifica-se que ndo existem diferencas significativas no que respeita a
riqueza em ribotipos entre os momentos de amostragem mais préximos, isto &,
odia3e7 odia7e15, odial5e30eodia30 e 60, indicando que as alteragdes
que ocorrem na estrutura da comunidade bacteriana ao longo do tempo sao
graduais. Observa-se também, nesta area um aumento gradual no nimero
médio de ribotipos ao longo de toda a amostragem (média de 27; 34.5; 35.5; 41.5
e 44.3 ribotipos), que se pode dever ao facto de apds a colonizagdo microbiana
decompositora especifica inicial, capaz de degradar os polimeros estruturais
(lignocelulose), haver libertagdo de compostos como o nitrogénio, o carbono e
os fosfatos (Gessner et al., 1999), ocorrendo um rapido crescimento de bactérias
heterotroéficas (Anesio et al., 2003). Associada a isto, também o desaparecimento
de alguns ribotipos de fungos e a morte de outros pode proporcionar espaco e
compostos organicos vantajosos para a colonizacdo de mais bactérias (Das,

2006; Das et al., 2007).
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Como todos os métodos, também o DGGE tem uma serie de limitagdes que

ja foram referidas anteriormente. Neste trabalho as limitacdes encontradas

foram:

Nao ser possivel a andlise entre géis, o que obriga a haver um estudo
prévio da disposicao das amostras em cada gel e da quantidade de géis
necessarios para se obter todas as respostas pretendidas.

Nao ser possivel analisar conjuntamente uma quantidade relativamente
grande de amostras, porque cada gel pode ter no maximo 24 amostras.
Ser muito dificil a obtencdo de um gel perfeito, isto porque existem
muitos factores associados a corrida e a coloracdo (por exemplo, a
quantidade de amostra, os tempos durante a coloracdo, a qualidade dos
reagentes e até mesmo o operador).

Como a quantidade de amostra aplicada no DGGE dependem da
intensidade de amplificacdo do produto de PCR na electroforese, ndo é
possivel obter-se valores absolutos de abundéancia, pelo que nao se pode
fazer comparagdes entre as amostras.

A andlise dos géis no programa GelCompar ser subjectiva e requerer

experiéncia de analise prévia.

Apesar das limitacdes encontradas, o DGGE é ainda assim o melhor método

para uma andlise rapida da diversidade bacteriana de comunidades complexas

(Edenborn e Sexstone, 2007).

6. Sugestdes para estudos futuros

A utilizacao de métodos moleculares para andlise da diversidade bacteriana

em estudos sobre a decomposicao foliar é muito recente. Existe pois um longo

caminho a percorrer até compreendermos as mudancas que ocorrem na
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diversidade das comunidades bacterianas e fingicas, o porqué delas mudarem

e o que afecta a sua mudanga.

Em estudos futuros acerca da comunidade microbiana na decomposicao
foliar em ecossistemas de transicdo, seria interessante que fossem recolhidos
parametros como o pH, temperatura, nutrientes e actividade enzimatica, para
tentar perceber o que influencia a estrutura das comunidades ao longo do

tempo para além do factor salinidade.

A sequenciacdo de alguns ribotipos que desaparecem/aparecem, ou
perdem/ganham intensidade nos géis é também importante para se tentar
caracterizar os tipos de bactérias mais dominantes nas diferentes areas e nos

diferentes dias.

O estudo da comunidade fangica sera também importante para

compreender os padrdes de sucessdes microbianas.

A utilizacdo de um controlo, isto é analisar também a comunidade
bacteriana da dgua das diferentes dreas de amostragem, para percebermos até
que ponto a comunidade que se instala nas folhas em decomposicdo se

assemelha a do meio envolvente.

Como esta ja referenciado, sabe-se que a fase da coloniza¢do microbiana é
muito importante na decomposicio da folha e colonizacdo dos
macroinvertebrados (Graca, 2001), razdo pela qual se poderia também estudar a
diversidade da comunidade microbiana em todos os dias iniciais de submersao
da folha (por exemplo desde o 1° até ao 10° dia) para se perceber as mudangas

que ocorrem.
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