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resumo

Mercurio, ria de Aveiro, metilagdo do mercurio,Halimione portulacoides,
comunidades microbianas, PCR-DGGE.

As areas estuarinas s@o zonas muito interessantes uma vez que constituem
barreiras naturais & eroséo costeira, servem de habitat para uma ampla
variedade de espécies. Por estas e por outras razdes, estas zonas tornaram-
se muito atrativas para o estabelecimento do ser humano, promovendo, de
uma forma geral, o desenvolvimento urbano, industrial e agricola.
Consequentemente, a vulnerabilidade dos ecossistemas pela exposi¢do aos
mais diversos poluentes aumentou consideravelmente. De entre esses
poluentes destaca-se o mercuario, um metal de alto risco para a saide humana
incluido na “Lista de Substancias Prioritarias” na Diretiva Quadro da Agua.

O mercurio € um metal toxico proveniente de fontes naturais e
antropogénicas. Nos sapais, grande parte deste mercurio fica depositado em
sedimentos mais superficiais, apresentando um elevado grau de toxicidade
para a biota ai presente. Esta elevada deposicdo influencia obviamente, e em
grande medida, as comunidades microbianas presentes neste ambiente.

As comunidades microbianas presentes nos sedimentos podem estar ou ndo
associadas a rizosfera de plantas. Este fato causa diferengas a nivel estrutural
nestas mesmas comunidades pelas diferengas nutritivas existentes quando na
presenca ou auséncia de planta. Por outro lado, pensa-se que a planta
desempenha um papel desintoxicante do mercurio dos sedimentos. O papel
da planta nas comunidades, quer na transformac&o do mercurio quer na
modificacdo do estado nutricional podem ser fatores importante na
composicdo destas comunidades.

Este trabalho tem como objetivos estudar a diversidade, equitabilidade e
dindmica de comunidades bacterianas de microcosmos com sedimentos
contaminados com mercurio e analisar o efeito da planta na diversidade e
dindmica destas comunidades microbianas. Para tal, foi utilizada uma
abordagem independente do cultivo baseada na técnica de PCR-DGGE.

A andlise de clustering das amostras e os valores obtidos para os indices de
diversidade e equitabilidade, apontam para uma grande influéncia da rizosfera
da planta na estrutura das comunidades microbianas associadas,
relativamente a comunidades microbianas de sedimentos n&o colonizados.

A estratégia utilizada parece ser apropriada pela sua reprodutibilidade e
robustez, permitindo uma imagem clara dos tipos bacterianos selecionados
pelo respetivo ambiente.
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abstract

Mercury, ria de Aveiro, mercury methylation, Halimione portulacoides, microbial
communities, PCR-DGGE.

The interest in estuarine areas emerged since they constitute natural barriers
to coastal erosion and are habitat for a wide variety of species. For these and
other reasons, these areas have become very attractive for the
establishment of human populations, promoting, in general, urban
development, industry and agriculture. Consequently, the vulnerability of
ecosystems by exposure to various pollutants increased considerably.
Among these stands out the pollutants mercury, a metal at high risk for
human health was included in the "priority list" in the Water Framework
Directive.

Mercury is a toxic metal derived from natural and anthropogenic sources. In
marshes, much of this mercury is deposited in surface sediments and once is
not associated to any known biochemical function, displays a high degree of
toxicity to biota. This high deposition influences obviously and largely, the
microbial communities present in this environment.

The microbial communities present in sediments may or may not be
associated with the plant rhizosphere. This led to structural differences in
these communities by nutritional differences existing in the presence or
absence of plant. On the other hand, it is thought that the plant plays a role in
detoxifying mercury from sediments. The role of the plant in microbial
communities, in the transformation of mercury and in modification of the
nutritional factors, may be important in the composition of these
communities.

This work aims to study the diversity, equitability and dynamics of bacterial
communities in microcosms with contaminated sediments with mercury and
analyse the effect of plant in diversity and dynamics of microbial
communities. We used a cultivation-independent approach based on PCR-
DGGE.

The clustering analysis of the samples and the values obtained for the
indices of diversity and equitability, suggest an influence of the plant
rhizosphere in microbial communities structure associated comparatively to
microbial communities from non-colonized sediments.

The strategy seems to be appropriate for its robustness and reproducibility,
allowing a clear picture of the bacterial types selected by the respective
environment.
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1. Introducao







1.1. Mercurio como poluente

O mercurio (Hg) é o Unico metal que caracteristicamente esta no estado liquido
em condicdes de temperatura e pressdao normais. O mercurio é reconhecido como um
poluente global preocupante uma vez que pode ser téxico para todos os organismos
vivos. Os casos existentes de ecossistemas contaminados com mercurio sao mais
comumentemente associados a certas atividades das ultimas décadas, como a queima de
combustiveis fdsseis, a producdo de ligas metadlicas, descargas de industrias de cloro, soda
caustica e de celulose, manipulacdo de residuos e o seu tratamento. Na Figura 1 estdo

representadas algumas das formas de emissao de mercurio para a atmosfera.

Figura 1: Tipos de emissdes de mercurio existentes .

A origem natural deste metal inclui a desgaseificacdo da dgua e da terra, emissdes
biogénicas de compostos volateis e de particulas e o arrastamento de particulas de poeira
pelo vento, por exemplo de locais onde ocorreram erupgdes vulcanicas. Emissbes de
zonas aquaticas e incéndios florestais, além de serem emissdes naturais, sao também

. - ~ . . 1
consideradas fontes de remobilizacdo do mercurio!Y.



Apesar de diferenciados estes tipos de fontes de mercurio, o uso antropogénico
excessivo de Hg é o grande responsdavel pela elevada contaminagao ambiental, da terra,
do ar, da dgua e da vida selvagem, nos varios ecossistemas em todo mundo. Embora o
uso global de Hg tenha diminuido muito nos ultimos anos, o fato de este metal sofrer um
ciclo no meio ambiente torna mais complicada a sua eliminag3o ou controlo!*™.

A quimica e especiagao do mercurio sao complexas, dificultando a previsdo do seu
comportamento e consequentemente a previsdo dos efeitos ecoldgicos e toxicoldgicos
por ele provocados. De entre as espécies/compostos de mercurio existentes, o mercurio
organico na forma de metilmercurio é o mais tdxico, e é responsavel pelos danos mais

prejudiciais a saude observados em humanos'.

O metilmercurio é rapidamente
absorvido pelos organismos vivos, ou seja, é bioacumulavel'”. Este fato torna a
contaminacdo de ambientes aqudticos por mercurio extremamente preocupante uma vez
que a bioacumulagdo em peixes é uma via facil pela qual o mercurio pode chegar aos

seres humanos ou a outros organismos que se alimentam de organismos aquaticos.



1.1.1. Ciclo do mercurio
O mercurio possui um ciclo biogeoquimico geral, onde as diversas formas
existentes podem circular entre a atmosfera, meio aquatico e ambientes terrestres
(Figura 2). Neste circuito o mercurio pode estar no estado de oxidagao zero, um ou dois,
ou conjugado com compostos organicos e inorgénicoslﬁ]. Estas mudancas de estado de
oxidacdo ou agregacGes com outros compostos sdo devidas ndo sé a transformacgdes
quimicas, mas também a transformagdes microbianas, as quais desempenham um papel

importante!® 78,

[7].

Figura 2: Ciclo biogeoquimico do mercurio

Especificamente nos meios aquaticos, a forma quimica do mercurio é fortemente
influenciada pelo pH e pelo potencial de oxidacdo reducdo, bem como pelas
concentracOes de compostos inorganicos e orgénicos[‘”. As principais espécies de Hg
presentes em ambientes aquaticos sdo: mercurio no estado de oxidagdo dois, Hg2+, as
formas de Hg organico, principalmente metilmercurio (CHsHg), e formas gasosas de

mercurio, como Hgo, dimetilmercurio ((CH3)Hg,) ou etilmercurio (C,HsHg) (Figura 3)[4' e

10]

O que acontece neste ciclo é que normalmente aguas naturais sdo saturadas em

Hg° relativamente ao ar, portanto, resulta num fluxo de Hg0 da agua para a atmosfera,



por volatilizacdo. Cerca de 95% do mercurio atmosférico total corresponde a mercurio
elementar, Hg® (no estado gasoso), o qual consegue permanecer durante cerca de um
ano na atmosfera. Apesar da sua elevada estabilidade, o Hg0 acaba por ser oxidado ao
estado Hg?*, principalmente por meio de chuvas com Hg*" dissolvido, retornando assim o
mercurio a superficie da Terra. Este Hg2+ acaba por ser reduzido novamente a Hgo, 0 que

6710 tempo que o Hg® permanece na atmosfera faz

Ihe permite retornar a atmosfera
com que este seja distribuido ao longo de todo planeta, antes de voltar para a terra,
lagos, mar e gelo. Como resultado, enquanto as principais emissdes de mercurio sao
provenientes de fontes pontuais concentradas em regides industrializadas, a poluicdo por
mercurio é um problema a escala global &7 13,

Os sedimentos de rios, lagos e oceanos poluidos com mercurio sdo perigosos uma
vez que o mercurio confinado pode permanecer ativo como substrato para a metilacdo
por varios anos, mesmo quando a fonte poluidora é eliminada. Os agentes organicos
complexantes solluveis em dgua, tais como os acidos humicos e acidos fulvicos, podem
quelar as espécies sollveis e insoluveis na dgua; os Ultimos precipitam-se diretamente da

solugdo para o sedimento™?.
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A metilacdo de um metal, isto é, a transferéncia de um grupo metilo a partir de
um composto organico para o ido metdlico ndo é uma reagdo quimica facil uma vez que
implica a transferéncia de um grupo negativo alquilo. Da mesma forma, a reacao de
hidrélise de metilmercurio é termodindmicamente favoravel, mas cineticamente
impedida, e o metilmercurio permanece estdvel em solucdo aquosa.

A reacdao de metilagdo ocorre em solos, dguas e sedimentos. O ultimo tem
recebido uma atencdo especial, devido a formacdo de metilmercurio ter sido
primeiramente demonstrada em sedimentos e a metilacdo ser mais intensa que em

outros sitios, no ambiente aquatico™.

O solo geralmente também tem condicbes
favoraveis a formagao de compostos de mercurio inorganicos (como Hg(OH) e HgCl) e o
catido mercurio pode originar complexos com anides organicos. O fato de o mercurio se
acoplar fortemente com carbono presente nestes ambientes, leva ao seu
armazenamento, e logo a um grande controlo da sua mobilidade. Estas ligacdes a
compostos organicos tornam-nos suscetiveis de serem carregados pela dgua somente
guando ligados a sélidos em suspensdo ou a humus. Por estas razdes o mercurio tem um
grande tempo de retencdo no sedimento e, como resultado, o mercurio acumulado no
sedimento pode ser continuamente libertado para a agua por longos periodos de tempo,
possivelmente cem anos. A acumulagdo do mercurio no solo/sedimento ocorre somente
no horizonte superficial rico em matéria organica, assim os solos organicos tém
conteudos de Hg geralmente mais altos que solos minerais'*?.

As reacGes de metilacdo/desmetilacdo resultam de processos fotoquimicos ou

-7, 14 ~
(67, 141 N3o menosprezando os processos

precisam ser catalisadas por microrganismos
fotoquimicos, os microrganismos sdao essenciais para os mecanismos de metilacdo e
desmetilacdo. Ha inclusive autores que consideram a existéncia de um pequeno ciclo do
mercurio nos sedimentos devido a estas transformacdes continuas™. O processo de
desmetilacdo, principalmente de metilmercurio e dimetilmercurio, € muito importante
para diminuir a toxicidade em ambientes aqudticos. Por essa razao, a libertacdao de Hg2+
destas reacOes e sua consequente reducdo é uma forma de manter o mercurio no seu

estado menos reativo e prejudicial para o homem.



1.1.2. Exemplo de ambientes contaminados com mercurio

Contaminagbes com mercurio ndo sao incomuns e sucederam em varios paises
como consequéncia de uma variedade de desperdicios da atividade humana. Segue-se
uma breve descri¢ao de alguns exemplos desta contaminagao a nivel mundial.

O primeiro exemplo é um caso no Golfo de Trieste (norte do Adridtico), onde a
principal fonte de poluigdo por mercurio foi uma mina de mercurio antiga, situada junto
ao rio Soca. Este transporta e dissipa o metal por todo o percurso que faz até desaguar no
mar. Neste caso, os ecossistemas contaminados ao longo do seu percurso ficam bastante
afetados 1.

Na baia de Minamata, Japdo, a contaminacdo com metilmercurio por uma fabrica

causou uma catdstrofe ambiental na década de 50. Algum mercurio foi transportado da
Baia de Minamata para o mar Yatsushiro, fato preocupante uma vez que a pesca é uma
atividade importante desse mar e a bioacumulagdo de merclrio nos peixes pode
ocorrer® ¢,
Na Amazdnia, desde a década de setenta, varias técnicas de extracdo de ouro,
utilizando amalgamacdo com mercurio, tém sido efetuadas. O mercurio langcado no
ecossistema aquatico, proveniente das atividades minerais é considerado um importante
fator para a contaminacdo deste ecossistema. Estudos conduzidos na regido do rio
Tapajés, considerado o maior afluente do rio Amazonas, demonstraram que o mercurio
estd presente em todos os compartimentos do meio ambiente!*’ 8,

Na década de 70, no Iraque, Paquistdo, Gana e Guatemala ocorreram varios casos
de contaminacgdo. As populagdes utilizavam, na confe¢do de pao caseiro, graos de cereais
tratados com fungicidas a base de metil e etilmercurio. Particularmente no Iraque foram
registadas 459 mortes por intoxicagdo com mercurio™.

Por fim, é apresentado um caso portugués. Em Aveiro, mais especificamente no
Complexo Quimico de Estarreja, uma fabrica produziu soda caustica e cloro, recorrendo a
células de mercurio entre 1950 e 1994. O resultado da elevada utilizacdo de mercurio
levou a sua descarga numa drea limitada da Ria de Aveiro denominada Baia do Laranjo,

gue é uma das areas mais contaminadas com mercurio em Portugal. No ano de 2002 a

producdo destes compostos por este método foi encerrada, no entanto a transformacao



do mercurio, ainda presente nos ecossistemas, em metilmercurio, pode levar a que
ocorra bioacumulagdo, tornando preocupante o consumo de peixe proveniente deste

local!?®24

1.1.3. Sapais

Os sistemas estuarinos sao zonas de transi¢ao entre rios e o mar onde a agdo das
marés e a erosao permitem o estabelecimento de vegetacdo. Um dos mais importantes
ecossistemas que integra os sistemas estuarinos é o sapal, que tem grande importancia
econémica e ambiental®. Além de representarem importantes fontes de nutrientes, os
sapais desempenham igualmente um papel decisivo na preservacdo da costa, no processo
de inunda¢do. O processo de formacdo do sapal inicia-se com o assentamento da
vegetagdo pioneira perto do nivel médio-alto das marés, onde as sementes de plantas sao
capazes de germinar. Assim que as plantas se come¢am a instalar, a deposicdo de
sedimentos aumenta desencadeando o processo de desenvolvimento do sapal, incluindo
a formacdo dos riachos que desempenham um papel importante no aporte de

(23] Apesar de todos estes fatores

sedimentos e estimulacdo do crescimento de espécies
benéficos que potenciam o aparecimento de vegetacdo, as condi¢des fisico-quimicas dos
sapais sdo adversas relativamente a nutricdo, crescimento e reproducdo da maioria das
plantas vasculares, limitando assim o numero das espécies capazes de suportar estas
condi¢bes ambientais. Com efeito, os sapais sdao colonizados por um reduzido nimero de
espécies, pertencentes a poucos géneros, com caracteristicas bem adaptadas ao habitat
particular em que se desenvolvem [22,24)

O interesse dos sapais é amplamente reconhecido, uma vez que estes
desempenham papéis importantes na reciclagem de metais em ecossistemas costeiros.
Estes podem atuar como fonte, escoamento ou transformacdo de produtos quimicos
industriais e agricolas, originando um aumento das concentracdes de metais nos
sedimentos. No entanto, podem ainda ser fontes de matéria organica e nutrientes,
apoiando as cadeias alimentares, como ja foi referido. Os problemas surgem quando os

sapais funcionam como fontes de exportacao de metais para os ambientes adjacentes. Os

sistemas estuarinos produzem mais material do que o que pode ser degradado ou



armazenado nos sistemas, e logo tudo que seja excesso é exportado para as zonas
proximas!® 24,

Nos sapais, a disponibilidade do mercurio para as plantas esta dependente de
diversos fatores, nomeadamente de caracteristicas fisico-quimicas dos sedimentos, como
granulometria das particulas, temperatura, a dissolucdo/precipitacio e especiacdo
metalica e também de caracteristicas inerentes as préprias plantas® ?*. Contudo, fatores
como o pH, o potencial redox, o conteddo em matéria organica e a salinidade sdo os
fatores com maior influéncia na biodisponibilidade dos metais nos sedimentos?> 24,
Valores baixos de potencial redox implicam uma maior ligagdo dos metais aos sulfuretos

[24]

nos sedimentos, ficando assim imobilizados'“™. O potencial redox do sedimento entre as

raizes é normalmente mais elevado do que no sedimento sem raizes, o que pode ser

devido a libertacdo de oxigénio por parte destas®”

. Baixos valores de pH aumentam a
biodisponibilidade dos metais, devido a grande afinidade dos ides hidrogénio os coloides
gue sdo negativamente carregados, havendo assim competicdo com os ides metalicos. O
aumento da mobilidade do mercurio associado a matéria organica ocorre quando os
sedimentos estdo inundados. Apesar de todos estes fatores, os sedimentos de sapal sdo

considerados simultaneamente acumuladores e libertadores de mercurio.
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1.2. Halimione portulacoides

As plantas de sapal possuem determinadas caracteristicas que lhes permitem
sobreviver em condi¢Oes adversas como as identificadas nos sapais. Algumas dessas
caracteristicas sdo bem conhecidas, nomeadamente a reducdo da area foliar, aumento da
suculéncia das folhas, caules e raizes e protecdao dos érgaos aéreos por uma cuticula

[24]

espessa De entre as varias espécies caracterizadas, é salientada a Halimione

portulacoides, uma espécie bastante abundante e amplamente estudada e utilizada pela

. . e _[26]
comunidade cientifica'™.

Halimione portulacoides é um pequeno arbusto verde-acinzentado (Figura 4)
amplamente distribuido na Europa, Asia temperada e zonas de Africa. Esta planta
haléfita, encontra-se em sapais e dunas costeiras, e é normalmente inundada pela maré
alta. Pode crescer até aos 75cm e nos climas temperados e floresce de Julho a Setembro.
E reconhecida como sendo das mais estudadas neste ambiente e desempenha um papel
. . [26]
importante nos sapais‘“™".

A rizosfera de H. portulacoides tem uma densa comunidade bacteriana uma vez
gue este micro-habitat especial onde a planta se desenvolve parece atender as exigéncias
em termos de disponibilidade de compostos organicos labeis*”). Sedimentos colonizados
por esta planta da Ria de Aveiro sdo mais ricos em particulas finas e em nutrientes

organicos, ou seja, azoto e fosforo, que a drea ndo vegetada'?®.

Figura 4: Halimione portulacoides.
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1.2.1. Halimione portulacoides e relagdo com o mercurio

Para sobreviverem em sapais contaminados com metais, as plantas sdo capazes de
desenvolver mecanismos de regulacao, de acordo com sua capacidade de tolerancia'®®.

As plantas diferem na sua habilidade em retirar, acumular e tolerar metais
pesados, podendo ocorrer diferengas relevantes entre as espécies, entre variedades de
uma mesma espécie e também entre tecidos da mesma planta®®3Y,

Sabe-se que as plantas desenvolveram trés estratégias bdsicas para crescerem em
locais contaminados. Sdo elas: plantas que excluem os metais (impedem acumulagdo),
plantas indicadoras de metal (acumulam metais nos tecidos conforme as concentracdes a
que sdao expostas) e plantas acumuladoras de metal (hiperacumuladoras de metais em

todos os tecidos da planta)?¥

. Desta forma é possivel restringir o acesso de metais
pesados livres aos compartimentos celulares, protegendo o normal funcionamento das
células e logo da planta.

Nos casos em que as plantas se defendem tolerando os metais, podem fazé-lo
através de dois mecanismos: o mecanismo de restricdo metalica e o mecanismo de
tolerancia intracelular. J4 os mecanismos intracelulares de tolerancia podem por sua vez
dividir-se também em dois grupos, um em que ha indug¢do do sistema antioxidante e
outro onde ha inducdo de compostos quelantes no metal. Os metais podem ser
acumulados tanto na parede, como no citoplasma ou em vacuolos das células®?.

A retencdo intracelular de metais é um mecanismo eficaz para minimizar
consequentes efeitos téxicos nas plantas, sendo os agentes quelantes de metais, por
exemplo acidos organicos e aminoacidos, moléculas importantes. Nesse contexto, alguns
trabalhos mostraram que o mercurio pode induzir a producdo de péptidos especificos,
denominados fitoquelatinas[24' 3 As fitoquelatinas sdo pequenos polipéptidos de ligacdo
aos metais, produzidos enzimaticamente a partir da glutationa, e que reduzem os danos
provocados pelo mercurio ao nivel dos processos metabdlicos**. Quando na presenca de
elevadas concentracdes de metais toxicos, as fitoquelatinas sdo rapidamente induzidas,
captando e inativando os ides metalicos que entram no citosol antes que estes possam

[24, 30]

inativar enzimas de vias metabdlicas essenciais . Apresentando um exemplo, o

mercurio tem uma alta afinidade para grupos sulfidril e, consequentemente pode

12



perturbar as funcoes celulares®!. Estas funcbes celulares sdo mediadas por proteinas
com grupos sulfidril. Se estas proteinas forem essenciais e ndo-protegidas, a presenga do

35361~ As fitoquelatinas

mercurio pode afetar grandemente a sobrevivéncia celular
constituem o mecanismo de tolerancia a metais mais conhecido nas plantas.
Considerando a capacidade das plantas de sapal de acumularem altas
concentragdes de mercurio, como é o caso da H. portulacoides, o seu emprego em
processos de fitorremediacdo podera ser uma boa estratégia para remover o mercurio de

zonas contaminadas’ 3%,
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1.2.2. Importancia da utilizagao da planta Halimione portulacoides

A acumulacdo de mercurio em plantas difere de acordo com o 6rgdo da planta
analisado e com as concentragbes de mercurio nos sedimentos. H. portulacoides é
considerada um bioindicador de ambientes contaminados com mercurio no entanto pode
também ser usada como um biomonitor®. Um bioindicador é um organismo, um grupo
de organismos ou partes de organismos, que fornecem informacdes qualitativas sobre a
qualidade do ambiente que os rodeia, enquanto um biomonitor consegue quantificar a
qualidade do seu ambiente®®..

Macréfitas aqudticas tém sido sugeridas como bioindicadores de contaminacdes

40l 'Um bom candidato a um biomonitor deve obedecer a

de metais em regides costeiras!
um determinado conjunto de caracteristicas, tais como ter uma ampla distribuicdo
geografica, ndo deve ser sazonal e deve ter alguma longevidade. As plantas devem ter
tecido suficiente para analisar e de facil medicdo de contaminantes nos seus tecidos sem

risco de sair dos limites de detegéoB“

. A grande diferenga entre este tipo de analise e
analises fisico-quimicas das zonas contaminadas é que as ultimas podem fornecer
informagdes detalhadas sobre as espécies metalicas e niveis de contaminag¢ao do
ecossistema, enquanto os estudos de biomonitorizacdo podem ir mais longe, dando
informacbes sobre os niveis de bioacumulacdo, de integracdo e os efeitos
toxicolégicos[“].

A utilizacdo de biomonitores no campo tem vdarias vantagens pois a
biodisponibilidade dos contaminantes é altamente dependente das condi¢gdes ambientais
onde os fatores abidticos e bidticos estdo integrados. A utilizacdo destas estratégias
inovadoras e de plantas com caracteristicas como as da planta Halimione portulacoides
podem futuramente vir a ser uma ferramenta importante na identificacdo de potenciais

riscos para a saude do HomemB% 42,
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1.3. Comunidades microbianas e o mercurio

Grandes contaminag¢des com metais reduzem a abundancia e a diversidade das
popula¢gdes nas comunidades microbianas, e consequentemente interferem nos

processos microbioldgicos do solo™?!

. A troca de espécies inorganicas para as formas
organicas é o primeiro passo para os processos da bioacumulagdo do mercurio na biota.
Considera-se que estes processos ocorrem tanto na coluna de dgua quanto no
sedimento?.

A principal transformagdo microbiana que envolve o mercurio é a metilagdo/
desmetilacdo. No entanto, mesmo apds 30 anos de estudos do ciclo biogeoquimico do
mercurio ha ainda questdes por responder acerca deste processo. A biossintese pode
ocorrer nos sedimentos, na coluna de dgua e pensa-se que também no interior dos
organismos. N3o é, no entanto, claro se se trata de uma sintese enzimdtica ou apenas de
uma reagao quimica com a metilcobalamina, mais comummente designada de vitamina
B, A metilacdo requer a transferéncia de um anido alquilo (como o CH3), que é uma
base forte e instavel em meio aquoso. Como tal, a metilagdo sé ocorre como resultado de
um processo fotoquimico ou entdo necessita de ser catalisada por microrganismosMS]

A metilagcdao do mercurio ocorre tanto em condi¢des aerdbias como em condi¢des
anaerdbias, no entanto, as maiores taxas de metilacdo ocorrem em condi¢Ges ndo
oxigenadas[46]. A microbiota associada a ambientes redutores (ambientes com pouca
disponibilidade de O, ou alta de H,, necessario para que haja a formacao de ligacdes C—H)
e com baixa concentracdo de sulfuretos parece ser mais apta a converter o mercurio
inorganico em metilmercurio™’).

Elevadas taxas de metilacdo foram relacionadas com a abundancia de bactérias
redutoras de sulfato em alguns sedimentos, tendo depois sido caracterizadas como os

(48] Geralmente, a

principais agentes metiladores em amostras de sedimentos andxicos
eficiéncia da producdo de metilmercirio por bactérias estd relacionada com a
disponibilidade de mercurio e nutrientes, abundancia de aceitadores de eletrdes, taxas de
reducdo de sulfato, composicdao da comunidade microbiana, distribuicdo das populacdes

de bactérias redutoras de sulfato e atividade bacteriana'’.
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A produgao de metilmercurio é maior nos primeiros dias ou semanas apds a
entrada do mercudrio no meio ambiente e apds essa fase inicial, a producao pode
decrescer ou apresentar um padrao ciclico™. A entrada do Hg na célula bacteriana da-se
por difusdo simples de espécies neutras. Acredita-se serem as principais moléculas que
entram nas células, uma vez que a carga dificulta a passagem através da bicamada
lipidica. A difusdo passiva de complexos de cloreto de mercurio, HgCl, neutro, ocorre em
ambientes aerdébios, e as estimativas da formag¢do constante para HgSO neutro, indicam
gue esta é a espécie de mercurio mais absorvida pelas células, em concentra¢des de
sulfureto baixas!*”.

Em aguas naturais o principal responsavel pela metilacdo do mercurio é a bactéria
sulfato-redutora Desulfovibrio desulfiricans, enzimaticamente mediada pela presenca da

metilcobalaminal®.
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1.3.1. Influéncia das comunidades na descontaminagao

Os microrganismos podem desempenhar um papel importante no ciclo
biogeoquimico dos metais toxicos. Considerando a importante participagao das bactérias
no ciclo ambiental do Hg, a grande diversidade genética apresentada por estes
organismos e a auséncia de informacgdes sobre estes processos em isolados bacterianos,
houve a necessidade de realizar estudos bioquimicos e genéticos sobre a resisténcia de
bactérias ao Hg!**.

O uso de microrganismos capazes de metabolizar substancias toxicas presentes no
ambiente e de transforma-las numa forma cujo potencial de dano a saude humana ou a

fauna e flora seja reduzido é um ponto crucial em trabalhos deste tipo[44].

7

E importante compreender como as populacdes microbianas respondem as
elevadas concentragGes metdlicas e as respostas normalmente estdo relacionadas com

alguns processos biolégicos importantes no solo®%,
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1.3.2. Mecanismos de resisténcia

Em resposta a toxicidade dos compostos de mercurio globalmente distribuidos, os
microrganismos desenvolveram mecanismos de resisténcia para sobreviverem neste tipo
de ambientes®Y.

As primeiras questdes relativamente a resisténcia bacteriana a metais surgiram na
década de 60°%. Mais especificamente, a resisténcia ao Hg em bactérias tem sido
intensamente investigada e estdo descritos dois tipos de mecanismos de resisténcia
mediados por enzimas: a resisténcia de espetro limitado e a resisténcia de espetro amplo.
A resisténcia de espetro limitado envolve a reducdo de Hg?* a Hg’ e a resisténcia de
espetro amplo é bastante permissiva a compostos de Hg e inclui a transformacao redutiva
(envolvendo hidrélise e destoxificacdo) de organomercuriais, entre eles o
metilmercurio®. Ambos os tipos de resisténcia tém por base o chamado, operdo mer.

O operdo mer normalmente encontra-se inserido em plasmideos, transposdes ou

[44, 52-53]

mesmo Nnos cromossomas . Este é considerado o melhor mecanismo descrito e

difundido de resisténcia bacteriana, bem como em linhagens de Archaea. A reacgao é
catalisada por produtos do operdo mer Figura 5, que codifica um grupo de proteinas

envolvidas na regulacdo, transporte e reducao de Hg2+ [54-551,

/ inner /
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Figura 5: Operao mer. Figura ilustrativa do mecanismo de metilacdo do mercdrio”®.
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De entre todos os genes constituintes deste operdo, o gene merR é aquele que
tem a fungdo de regulagdo, reprimindo ou ativando a regido promotora/operadora. Os
demais s30 genes estruturais merT, merP, merAP®.

O merR é o gene que codifica a proteina citoplasmatica que controla a transcrigao
dos genes estruturais positivamente ou negativamente. O seu produto foi identificado

como um dimero de 15,9 kDa com cerca de 144 residuos de aminoacidos®”

. Em alguns
operdes mer é encontrado também o gene merD, que parece reprimir a expressao do
operdao. Um outro gene que eventualmente tem sido encontrado é o merE, que parece

ter uma fungao no transporte do Hg para dentro do citoplasma da célulal®® >

. O gene
merT codifica um polipeptideo hidrofébico de aproximadamente 12,4 kDa contendo 116
residuos de aminodacidos e as suas propriedades fisicas sugerem que seja uma proteina de
membrana a qual é consistente com a sua funcdo de transportar Hg”* da membrana
interna da célula para o citoplasma da bactéria como mostra a figura[57].

Um outro gene, o merP, esta aparentemente envolvido no transporte do mercurio
do periplasma para a membrana interna da célula bacteriana. Este € uma proteina que
provavelmente se localiza no espago periplasmatico e tem tamanho aproximado de 9,4
kDa com cerca de 91 residuos de aminoacidos**"!. 0 produto do gene merC parece estar
associado com a membrana externa e no transporte do Hg. O gene merA codifica a
enzima mercurio redutase responsavel pela conversdo do Hg?* a Hg’ e encontra-se no
citoplasma[57].

Os genes acima referidos, merT, merP, merC, merA e merD estdo envolvidos na
resisténcia de espetro limitado. Para as bactérias que apresentam resisténcia de espetro
amplo, o operdao mer é adicionalmente constituido com um sexto gene, o merB que
codifica a enzima liase-organomercurial, uma proteina citoplasmatica que promove a
quebra da ligacdo carbono-mercurio dos compostos organomercuriais. Deste modo, nas
bactérias que possuem resisténcia ao Hg de espetro amplo, o mecanismo de resisténcia
envolve a participacdo direta tanto do produto do gene merA, quanto do merB!*4 %8,

O mecanismo de resisténcia de espetro amplo ocorre aquando da entrada do ido

mercurico (Hg®") no espaco periplasmatico e se liga a proteina MerP, libertando dois

protdes. Esta ligacdo impede que o ido afete grupos sulfidrilo de proteinas no espaco
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periplasmatico e na superficie da membrana citoplasmética[57]. Em seguida, o ido Hg** é
transferido da proteina MerP no periplasma para a proteina MerT ja na membrana
interna por um mecanismo de oxidacdo-redug3o. A partir da membrana interna o ido Hg**
é transferido para o citoplasma onde é reduzido a Hg® pelo produto do gene merA através
de uma reacdo dependente de NADPH. Desta forma é libertado no citoplasma e sai da
célula por difusdao simples devido sua solubilidade lipidica e pela pressdo de vapor
elevada®.

Em relacdo aos compostos organomercuriais (CHsHg e (CH3),Hg), o seu transporte
da superficie celular até ao citoplasma ocorre através do mesmo mecanismo ja descrito
anteriormente. Uma vez no citoplasma, o composto organomercurial, por acdo do
produto gene merB, sofre clivagem na liga¢do carbono-mercurio, reduzindo a Hg2+ que é
novamente reduzido pelo produto do gene merA (mercurio redutase) a sua forma

elementar (Hg°) e libertado para fora da célula tal como descrito anteriormente!** >%. 0

. ~ - L. S 48
funcionamento deste operdao pode ocorrer sob condi¢Ges aerdbicas ou anaerébias!®®,
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1.3.3. Exemplos de microrganismos resistentes ao mercurio

Um dos primeiros relatos referentes a microrganismos resistentes ao mercurio,
mais especificamente a sais de mercurio, foi feito por Moore (1960), que investigou
estirpes clinicas de Staphylococcus aureus. Este estudo foi despoletado devido ao uso
indiscriminado de compostos de mercurio como desinfetantes e fungicidas em hospitais
ou na comunidade™ ®”. Ainda na mesma década, foi realizado um trabalho em amostras
ambientais por um grupo de investigadores do Japdo. Estes isolaram bactérias do solo e
testaram a sua resisténcia a diferentes compostos organomercuriais. Em seguida, e apds
uma identificacdo bioquimica, foram caracterizados como pertencentes ao género
Pseudomonas'** ®Y.

Mais tarde, Jaques Ravel et al (1997) isolou duas estirpes de actinomicetos de
sedimentos contaminados com mercurio provenientes de Baltimore Inner Harbor. Estas
foram depois classificadas como sendo Streptomyces e caracterizadas como resistentes a
cloreto de mercurio e acetato de fenilmercudrio®. A resisténcia destes microrganismos a
metais ndao tem sido investigada exaustivamente apesar do fato dos actinomicetos serem
muito versateis quer a nivel metabdlico, quer a nivel biossintético. Por estas razbes, sao
muito importantes na biotecnologia e tém sido empregues em biorremediacao, incluindo
recuperacio de metais'®.

Na China, na zona de Hunan Zhuzhou Smelter foram produzidas ligas metalicas
durante mais de 50 anos e o solo ao redor ficou seriamente poluido. A concentracdo
média de mercurio nestes solos é de 3,29 mg/Kg. Apds todo o procedimento, uma estirpe
foi isolada e tolerava 60 mg/L de mercurio. Era uma estirpe de Gram-negativo e em forma
de bastonete. O alinhamento da sequéncia do gene do RNA 16S em bases de dados
mostrou uma homologia de mais de 99% com Pseudomonas aeruginosa. A arvore
filogenética baseada no gene do RNA 16S foi construida para determinar a relagcdo entre a
estirpe encontrada e outra P. aeruginosa. Com base nesta comparacdo, esta estirpe foi
identificada como P. aeruginosa[63].

Casos de resisténcia a mercurio em sedimentos foram encontrados por Radford et

al. (1981), tendo sido identificada a existéncia da espécie Pseudomonas fluorescens,

enguanto Nakamura et al. (1990) mostrou que 4,5% das bactérias isoladas de sedimentos
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contaminados com mercurio exibiam resisténcia de espetro amplo, em compara¢do com
apenas 1,1% de um local controlo®*®¢,

De locais contaminados com mercurio como East Fork Poplar Creek no Tennessee;
Davis Creek Reservoir na Califérnia e Little Rock Lake em Wisconsin foram amostrados
agua e sedimento. Concluiu-se que o sedimento dos dois primeiros continha uma elevada
diversidade bacteriana. Rochelle et al (1991) identificaram Bacillus e Acinetobacter
calcoaceticus™®.

Mais tarde, algumas estirpes bacterianas resistentes ao mercurio foram isoladas
de amostras de agua e sedimentos marinhos por Jaysankar et al (2007)[67]. Por
sequenciacdo do rDNA 16S, os isolados bacterianos foram identificados como
pertencentes aos géneros Pseudomonas, Alcaligenes, Brevibacterium e Bacillus. Na
Tabela 1 encontra-se informacao relativa a estes isolados, nomeadamente a identificacao

e respetiva percentagem de homologia quando feita a submissdo na base de dados’®”.

Tabela 1:Estirpes bacterianas identificadas a partir do rDNA 16S, de amostras de agua e
sedimentos contaminados com mercurio'®®.

Code  Sequence match (%)- Sequence match (%) Identity on the basis of 165

forward strand reverse strand 1DNA sequences
G002 9950 100 Alcaligenes jaecalis
GP06 9058 0078 Alcaligenes faecalis
GP0O8 100 0074 Bacillus pumilus
GP13 9854 00.02 Brevibacterium fodinium
GP14 9894 100 Alcaligenes jaecalis
GP15 9956 0079 Alcaligenes jaecalis
GPl6 9065 100 Alcaligenes jaecalis
GP17 99506 100 Alcaligenes jaecalis
CHO7 100 100 Pseudomonas aerugiosa
CHI13 100 0075 Bacillus pumilus
CMI10 9608 0043 Bacillus sp.
S3 9077 0077 Bacillus pumilus
GO0L 100 100 Alcaligenes faecalis
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O mecanismo de resisténcia descrito anteriormente tem sido demonstrado num
grupo diversificado de microrganismos, incluindo bactérias entéricas, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas, espécies de Bacillus, Thiobacillus ferrooxidans, e Mycobacterium
scrofulaceum. A preparacao de sondas de DNA para dete¢do de genes de resisténcia ao
mercurio em bactérias de Gram negativo tem sido uma metodologia cada vez mais
utilizada®®.

Como demonstrado, as bactérias parecem ter um papel essencial na
transformacdo do mercurio e muitos microrganismos tém sido identificados como
capazes de produzir metilmercurio. Esta metilagdo, inclusivamente nos sedimentos, sabe-
se agora que esta relacionada com a presenca e atividade das bactérias especificas, as
bactérias redutoras de sulfato (SRB). As SRB sdo um grupo de bactérias complexo, ja com

muitos anos e bastante heterogéneo!®®

. Devido a sua importancia para o funcionamento
do ecossistema e remediacdo ambiental, o interesse nas SRB tem vindo a aumentar ao
longo dos ultimos anos. Com o desenvolvimento de técnicas de fingerprinting, recorrendo
ao rDNA 16S, avangos notaveis foram feitos na taxonomia e filogenia deste grupo muito
diversificado™®. A sua principal caracteristica é a capacidade em utilizar unicamente o
sulfato como aceitador final de eletrées na respiracdo anaerdbia. A implicacdo inicial das
SRB na metilacdo foi baseada na demonstracdo de que o inibidor especifico da
metanogénese, bromoetano sulfénico, estimulava o processo, enquanto a presenca de
molibdato, o inibidor especifico da reducdo do sulfato, aboliu a metilacdo em sedimentos

de sapais [70]

. Estas observacdes foram posteriormente confirmadas e expandidas para
aguas doces e sedimentos estuarinos onde varias estirpes de SRB foram isoladas e usadas
em estudos acerca da metilacdao de mercurio®® 7. As SRB n3o existem em locais restritos
mas sao sim distribuidas de uma forma global, tendo sido encontradas ja em todos os
continentes. Podem viver em varios tipos de ambientes e ndo estdo limitadas pelo
oxigénio como antes se pensava. Inicialmente pensava-se que as SRB necessitavam de
oxigénio e de sulfato para sobreviverem, o que ndo é verdade. Estudos mais recentes
sugerem que a atividade das SRB também é detetada em sedimentos de agua corrente e

outros ambientes com baixa concentracdo em oxigénio. Estudos de microambientes

novos, onde a metilagdo do mercurio é observada, mostram um variado tipo de novas
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bactérias que desempenham um papel importante na metilacdo. De fato, j4 ha alguns
estudos que sugerem que além das SRB, ha outros microrganismos responsaveis pelos
0~ [68]

processos de metilagdo™.
Embora existam SRB em pelo menos quatro filos no dominio Bacteria, a melhor
caracterizacdo de SRB que exercem metilacdo do mercurio corresponde a membros do
filo  Proteobacteria, das familias Desulfovibrionaceae, Desulfobacteriaceae e

56, 72-73] Apesar destas bactérias serem predominantemente

Desulfobulbaceae
anaerdbias, estudos recentes demonstraram que muitas delas sdo tolerantes ao oxigénio,
o que pode facilitar a metilagdo do mercurio em ambientes aerdbios junto a

731, InvestigagOes iniciais, como nos exemplos apresentados, relacionam a

macrofitas
capacidade da metilagdo do mercurio de outras bactérias como Enterobater aerogenes,
Clostridium cochlearium, e Methanogenic bacterium, servindo este mecanismo de uma
via de resisténcia para tolerar o mercurio inorganico”>”%. 0 género Desulfovibrio (familia
Desulfovibrionaceae), (Figura 6) pertencente ao grupo das bactérias sulfato redutoras de
Gram negativo, tem sido muito utilizado nos estudos de metilacdo do mercurio””. No
entanto, outros membros deste grupo tém a capacidade de metilar o mercurio, tais como
os pertencentes a familia Desulfobacteriaceae, que apresentaram uma maior eficiéncia

6]

para metilar o Hg que os individuos do género Desulfovibrio [76] assim como os individuos

do género Desulfobacter (familia Desulfobacteriaceae), que possuem uma maior

A . . , g - [1
abundancia nos sedimentos que os do género Desulfowbr/o[ 3

-

Figura 6: Desulfovibrio vulgaris, um exemplo de uma SRB importante na metilagdo do mercurio

[73].

Atualmente, sabe-se também que bactérias como Pseudomonas aeruginosa, P.
fluorescens, Escherichia coli, Citrobacter, Bacillus subtilis, B. megaterium aparentemente
ndo tém a capacidade de metilacdo enquanto Desulfovibrio desulfuricans, Selenomonas

ruminantum e Megasphera elsdenii sdo capazes de desmetilar o metilmercurio’!.
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Experiencias mais recentes in vitro e in situ demonstraram que bactérias
metanogénicas e acetanogénicas ndao contribuem significativamente para a producdo de
metilmercuirio nos sedimentos. Emergiu um consenso de que as SRB sdo os metiladores
de mercurio mais importantes em sedimentos marinhos!”?.

Cada um destes grupos filogeneticamente distintos pode ter diferentes potenciais
de metilacdo de mercurio. Este problema torna-se mais complexo se a relagdo entre a
taxa de metilagao de mercurio e da taxa de redugao de sulfato, os quais sdo considerados
processos enzimaticos que respondem as varidveis ambientais, for diferente para cada
grupo SRB!"Y,

O estudo da diversidade bacteriana é essencial para aprofundar o entendimento
da biogeoquimica do mercurio, mas deixa algumas perguntas sem resposta. As bactérias
cultivaveis representam uma fracdo muito pequena da diversidade microbiana observada
no ambiente e os ensaios de metilacdo sdo relativamente demorados. Por outro lado, se
for mostrado que um determinado gene funcional estda envolvido na metilagdo do
mercurio, a distribuicdo desse gene na comunidade microbiana podera expor quais as
espécies capazes de efetuar metilagdo. A investigacdo de uma base genética ou
bioquimica para a capacidade de metilacdo dos organismos é uma abordagem alternativa

gue pode aprofundar o que é compreendido através de estudos de filogenia[48].
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1.4.Comunidades microbianas e planta

A planta e os microrganismos, em separado parecem ser relevantes de alguma
forma para o ciclo do mercurio pelo aprisionamento ou transformacdao do mercurio. Por
essa razao surge a hipotese de junta-los de forma a tentarem cumprir um papel ativo na
biorremediacdo de sapais.

As raizes das plantas podem interagir com os sedimentos em torno do oxigénio,
bombeando-o para a regidao da raiz através do aerénquima assim como podem acidificar a
rizosfera pela exsudacdo de compostos organicos que influenciam a distribuicdo e
disponibilidade de metais como o mercurio?®. Dados de H. portulacoides mostram que
esta parece estar ativa durante todo o ano, pois os valores do potencial de oxidacdo
reducdo e pH mostram que, em geral, a rizosfera é sempre enriquecida com oxigénio. Por
esta razdo, poderdo estar dispostas as condicdes para a baixa producdo de metilmercurio
ou degradacdo deste de ambientes extremamente contaminados por varios anos. Esta
possivel hipdtese leva a necessidade de estudar as comunidades microbianas para tentar

perceber que mecanismos ocorrem nestas condicdes.
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1.5. Aplicagbes Biotecnolégicas dos microrganismos resistentes ao mercurio na

descontaminagao e recolha do metal

Varios processos bioldgicos tém vindo a ser empregues em biorremediacao de
ambientes contaminados com mercurio com o objetivo da recuperagao de metal por um
baixo custo. O uso de bactérias para a remocdo de metal de ambientes contaminados é
um método bastante promissor, no entanto, a adsor¢do passiva e os tratamentos de
imobilizacdo produzem um grande volume de agregados constituidos por mercurio e
biomassa, o que pode ser problemadtico. Os microrganismos presentes em ambientes
contaminados desenvolveram resisténcia ao mercurio e desempenham um papel
importante na descontaminagao natural® 771,

Os sistemas de resisténcia bacteriana por plasmideos e transposdes, em
compostos mercuriais e organomercuriais sdo os melhores compreendidos a nivel
bioquimico e molecular, e sdo de grande interesse uma vez que representam uma
estratégia natural para a biorremediacdo. A biomassa bacteriana é capaz de atuar
continuamente como um catalisador, sem grandes acumulagc")es[51].

Alguma investigacao foi feita nesta area de forma a perceber melhor o que
acontecia. Foram criados microcosmos monitorizados com a func¢do de retratar as
caracteristicas ambientais (rios, lagos, etc.) e onde foram inseridas bactérias com
resisténcia ao mercurio. A reducdo de Hg?* para Hg® pode atingir uma taxa de 95%,
demonstrando o elevado potencial biotecnolégico de reducao de mercurio pelo operao
mer”®. Outros estudos descreveram reducdo do mercurio por estirpes bacterianas, como
Escherichia coli, obtidas e geneticamente melhoradas por clonagem do operdo mer!7980
Bioensaios podem complementar os métodos quimicos analiticos para a detecdo de
mercurio biologicamente disponivel em amostras ambientais. Biossensores bacterianos
foram projetados para conter um plasmideo que carrega fusGes de genes entre a regido
reguladora do operGo mer (MerR) e genes luminescéncia bacteriana que

guantitativamente respondem a Hg2+[51' 81
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1.6.Estratégia e objetivos do trabalho

A estratégia deste trabalho consiste na construcao de microcosmos utilizando
sedimento contaminado com mercurio proveniente da Ria de Aveiro, de forma a serem
analisadas as comunidades microbianas desses sedimentos. Esta metodologia foi
empregue para ultrapassar barreiras como os interferentes ambientais, de forma a
normalizar as amostras e poderem ser feitas comparacdes mais fidveis. A duracdo
maxima do periodo de incuba¢do dos microcosmos foi cerca de 6 meses nas condi¢des
descritas no capitulo seguinte.

A técnica de PCR-DGGE foi a ferramenta utilizada no decorrer deste trabalho. De
um modo geral, este método envolve a separacdao de sequéncias individuais com rigor
(tendo em conta diferentes composi¢cdes nucleotidicas e diferentes propriedades de
fusao) de uma mistura. O DNA extraido de amostras ambientais é amplificado com um
par de primers (especifico para grupos de organismos a investigar onde a um deles é
adicionada uma cauda GC) e posteriormente as amostras de PCR s3ao separadas por
eletroforese num gradiente desnaturante (ureia:formamida). Com base no
comportamento de desnaturacdo, diferentes sequéncias migram para diferentes
posicdes, produzindo padrdes de bandas diferentes, onde cada banda representa
teoricamente um filétipo diferente’®?. 0 gene que codifica para a subunidade 16S do RNA
ribossomal tem vindo a ser o mais utilizado em estudos sistematicos e o DGGE a técnica
mais Util em fingerprinting genético de comunidades microbianas complexas de uma
diversidade de amostras ambientais.

Assim, os objetivos foram:

e Avaliar a diversidade, equitabilidade e dinamica de comunidades bacterianas de
microcosmos com sedimentos contaminados com mercurio.
e Analisar o efeito da planta na diversidade e dindmica destas comunidades

microbianas.
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2. Material e Métodos
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2.1. Descri¢ao do problema
A Ria de Aveiro é uma lagoa costeira de baixa profundidade que se estende por 45
km ao longo da costa Ocidental de Portugal desde Ovar até Mira e é caracterizada pelos
seus canais de ramificacdo estarem ligados ao Oceano Atlantico por um Uunico canal
(Figura 7). A Ria de Aveiro suporta uma populacdo de 250.000 habitantes na area da bacia
e o seu principal municipio (cidade de Aveiro) esta localizado a 15 km a sul de um

complexo industrial localizado em Estarreja!?® &

. Este complexo inclui uma fabrica de
cloro e soda caustica, que fez descargas de efluentes altamente contaminados com
mercurio a partir de meados de 1950 até 1994. Resultante destas descargas, a ria de

Aveiro acumulou cerca de 33 toneladas de mercurio, estando 27 destas ainda associadas

[83-86]

aos sedimentos do estuario

4(P38°N, 08°45'W

Athote Ocen

Figura 7: A: Localizacdo da Ria de Aveiro. B: Concentracgdo de mercurio total (1 g/g de peso seco) em
sedimentos superficiais da Ria de Aveiro”?.

Atualmente existem preocupacdes acerca da saude ambiental da Ria de Aveiro e
por essa razao tém sido feitas tentativas para compreender os processos que afetam a
acumulacdo de mercdrio, bem como o seu impacto no funcionamento dos

ecossistemas'?®.
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2.2. Obteng¢ao e nomenclatura das amostras
Construiram-se microcosmos compostos por sedimento ou por sedimento e

planta, utilizando sedimento proveniente da Ria de Aveiro (Baia do Laranjo).

Figura 8: Representagdo sequencial dos passos de construgdo dos microcosmos. (1) Local ndo
contaminado de recolha de sedimento e planta no estuario do Mondego; (2) Corte da planta e
introducdo em solugdo nutritiva; (3) Sedimento desprovido de macrofauna para o qual as plantas
foram transferidas; (4) Aclimatizacdo dos microcosmos sob condi¢Ges controladas; (5) Transferéncia
para sedimento proveniente da Baia do Laranjo; (6) Amostragem.

Quer a planta, H. portulacoides quer o sedimento inicial para aclimatizacado, foram
recolhidos de uma zona do estudrio do Rio Mondego, considerado um local de referéncia
uma vez que ndo mostrava contaminacdo por metais em meados de Outubro de 2009
(Figura 8-1).

O procedimento de montagem destes microcosmos iniciou-se pelo corte da parte
superior da planta em varias partes, as quais foram introduzidas em recipientes com
solucdo nutritiva de Hoagland diluida para que crescessem raizes, o que aconteceu ao fim
de trés meses (Figura 8-2). Em Janeiro, quando as estacas mostravam sistema radicular,
cada uma das plantas foi transplantada para um pote individual com sedimento
previamente homogeneizado e desprovido de macrofauna (Figura 8-3). As plantas foram
mantidas em estufa, sob condicdes controladas como, luz natural e temperatura
constante (25°C) durante cerca de um més. Potes com sedimento foram mantidos nas

mesmas condi¢des (Figura 8-4). Apds este periodo, Planta ndo contaminada foi
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adicionada a sedimento proveniente da Baia do Laranjo, para exposicdo a mercurio
inorganico (Figura 8-5). A Figura 8-6 mostra o momento de amostragem.

No total, foram montados trinta microcosmos: quinze microcosmos com planta e
quinze sem planta. Estes quinze microcosmos, de cada um dos grupos, foram divididos
em trés para sofrerem trés tipos de condi¢des diferentes: incubacdo durante um més
(tempo 0), incubacdo durante trés meses (tempo 1) e incubacdo durante seis meses
(tempo 2). O sedimento/rizosfera dos trés tempos de exposicdo foi recolhido dos
microcosmos correspondentes e nos tempos correspondentes. Em cada um destes trés
tempos foram recolhidas trés réplicas de cada microcosmo.

A nomenclatura dada as amostras teve em conta o tempo de incubacdo, o tipo de
microcosmo de onde o sedimento foi coletado e a réplica do microcosmo. Assim,
amostras provindas de microcosmo com planta passaram a ser amostras P, sendo
numeradas de 1 a 5. As réplicas recolhidas dos microcosmos foram denominadas por a, b
ou c. Quando a analise correspondia a um microcosmo constituido apenas por sedimento
as amostras foram designadas por S. Uma réplica da amostra de microcosmo 3 com

planta e do tempo intermédio serd nomeada de T1 P3(a), por exemplo.
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2.3. Extracao de DNA microbiano das amostras de sedimento
A extracdo de DNA das amostras de sedimento foi efetuada utilizando o kit
“Ultraclean™ Soil DNA Isolation Kit” (MoBio Laboratories Inc, Carlsbad, CA EUA), segundo

as recomendacgdes do fabricante (Figura 9).

Figura 9: Transferéncia do sedimento recolhido dos microcosmos para tubos com beads
provenientes do kit.

Apds o procedimento de extracdo, o DNA foi armazenado a duas temperaturas
diferentes, -20 e -80°C. A temperatura mais baixa é justificada pelo fato do DNA sofrer
degradacdo devido a natureza da amostra, e esta ser a forma mais estavel de
armazenamento.

A integridade do DNA extraido foi avaliada através de gel de agarose 0,8% durante

1h20m a 80V.
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2.4. Amplificagdo da regiao V3 do gene do RNA 16S:

2.4.1. Reacao de PCR
A reacao de PCR®”] (polymerase chain reaction) tem sido aplicada a ecologia
microbiana. Nesta técnica, o DNA é desnaturado para ficar em cadeia simples, emparelha
com primers e a cadeia complementar é polimerizada pela adicdo de nucledtidos usando
a enzima DNA polimerase. Os primers sdao escolhidos para que se liguem a regides de
interesse no DNA (perto de uma sequencia alvo)®?.
Neste estudo foi utilizada a regido V3 do gene do rRNA 16S. Foi amplificada a

partir de DNA total da comunidade utilizando o par de primers universais 338F-GC e 518R.

As suas sequéncias sdo apresentadas na tabela seguinte:

Tabela 2: Primers universais utilizados para amplificar a regido V3 do rDNA 16S a partir de DNA total de
amostras de sedimento.

Denominagao Sequéncia (5" »3’)
Primer 338Forward GACTCCTAC GGG AGG CAG CAG
CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA
Cauda GC
CGGG
Primer 518Reverse ATT ACC GCG GCT GCT GG
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Os reagentes utilizados nas reacdes de PCR sdo comercializados pela marca
Promega (Madison, EUA) a excecao dos d’NTPs (Fermentas, Ontario-Canadd). O volume
utilizado em cada reacdo de PCR foi de 35ul e os seus componentes encontravam-se nas

seguintes proporgoes:

Tabela 3: Concentracdes e volumes utilizados dos componentes da mistura para o PCR.

Taqg DNA Polimerase (1,25 U) 1ul
Tampao (Buffer 10X) 7ul
MgSO0;, (25nM) 3,54
dNTPs (10nM) 4,2ul
Primer 338F_GC (100 pmol/ ul) 1,05ul
Primer 518R (100 pmol/ pl) 1,05ul
DNA gendémico (100 a 500ng) 1l
Agua Até 35 pl

As reacdes decorreram num termociclador MyCycler™ Thermal Cycler da marca

Bio Rad (EUA) de acordo com o programa seguinte:

1.Desnaturacdo inicial 94°C 5min

2.Desnaturagao 92°C 30seg

3. Emparelhamento 55¢C 30seg 35ciclos
4. Extensao 72°C 30seg

5. Extensao final 72°C 10min

2.4.2. Analise em gel de Agarose
A concentracdo, integridade, tamanho do fragmento amplificado e possiveis
contaminagdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose. Consoante o
tamanho dos fragmentos de DNA a separar variou-se a concentracdo de agarose, sendo
rotineiramente utilizada a de 1,5% (p/v), exceto para a andlise de DNA gendmico em que
se utilizou numa concentragdo de 0,8% (p/v). As amostras foram carregadas no gel (cerca

de 1/10 do volume total) apds adicdo de tampdo de carga 6x (Tris-HCl 10 mM (pH 7.6) e
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azul de bromofenol 0,03%, azul de xilenocianol 0,03%, glicerol 60%, EDTA 60 mM) que
Ihes confere densidade.

Para a estimativa do tamanho dos fragmentos de DNA, foi utilizado um marcador
de peso molecular de DNA, o GeneRuler™ DNA Ladder Mix da marca MBI Fermentas
(Vilnius-Lithuania). A eletroforese foi conduzida a 80V durante lhora e 20 minutos em
tampao TAE 1X. No final da corrida o gel foi corado durante 15 minutos numa solugao de
brometo de etideo (SIGMA, EUA) no escuro. Os fragmentos foram visualizados no Sistema
de imagem Gel Doc™ XR+ System (Bio Rad -EUA) e documentados através do software

Image Lab.
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2.4.3. Condig¢oes do DGGE

O DGGE foi realizado utilizando o sistema DCode™ Universal Mutation Detection
System (Bio Rad, EUA), tendo sido seguidas as instrucdes de utilizacdo do equipamento.
Os produtos de PCR com concentracdo de DNA semelhante entre as réplicas, (por
visualizacdo dos géis de agarose obtidos e por comparacdo ao marcador de peso
molecular), foram aplicadas em gel de poliacrilamida 8% com tampao TAE 1x (TAE 50X:
Tris base 2M, Na,EDTA 50mM e acertado a pH 8,0 com acido acético glacial).

O gel de poliacrilamida (acrilamida:bis-acrilamida em propor¢des 37.5:1 da Bio
Rad) foi feito com um gradiente de desnaturagdo variando de 35 a 62,5%, (para 100% de
desnaturacdo, a ureia esta presente numa concentracdo de 7M e a formamida de 40%).
Para a polimerizacdo das solu¢des desnaturantes, foram adicionados a mistura 140ul de

persulfato de Amodnia (Bio Rad) 10% m/v e 14ul TEMED com concentracgdo final de 0,09%

m/v.
Tabela 4: Composi¢do das solugdes desnaturantes dos géis de DGGE.
Reagentes Solugao Low (35%) Solugao High (62,5%)

TAE 50x 320uL 320uL

40% Bis-acrilamida 3,2mL 3,2mL
Formamida 2,24mL 4,0mL

Ureia 2,35¢g 4,2g

Agua destilada Completar até 16mL Completar até 16mL

A quantidade de amostra aplicada no gel de poliacrilamida foi cerca de 30ul para
todas as amostras as quais se adicionou 5ul de tampao de carga 6x (Tris-HCI 10 mM (pH
7.6) e azul de bromofenol 0,03%, azul de xilenocianol 0,03%, glicerol 60%, EDTA 60 mM).
Juntamente com as amostras da regido V3 do gene do rRNA 16S de planta e sedimento,
no gel de poliacrilamida foram aplicados também marcadores. Estes tinham como funcao
a orientacdo relativamente as bandas das amostras e de confirmar o gradiente do gel.

A eletroforese foi realizada a 602C em tampao TAE 1X e o programa foi o seguinte:

nos primeiros 15 minutos aplicacdo de 20V de voltagem e nas seguintes 16h cerca de 80V.
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Apds a eletroforese os géis foram colocados a corar numa solucdo de brometo de etideo
(0,5ug/ml), preparada na hora, durante cerca de 5 minutos, seguido de lavagem com

agitacdo durante 20 minutos.
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2.5. Analise

Os perfis de DGGE foram analisados utilizando o software Gel Compar Il (Applied
Maths, Bélgica). Foi construida uma matriz de similaridade usando o indice de Pearson.
Nesta analise foram incluidas bandas com intensidade fraca e forte uma vez que é
importante para comparacdo a presenca/auséncia posicional de bandas. Os
dendrogramas foram construidos usando o método UPGMA.

Os padrdes de DGGE foram também examinados através de dois indices, de forma
a abranger multiplos aspetos da comunidade microbiana. Para comparar a diversidade
entre as diferentes réplicas e amostras, foi calculado o indice de Shannon-Weaver (H)
pela seguinte formula H=-3(pi) (log2pi) onde o i representa o numero de bandas Unicas e

8le o0 indice de Pielou ou indice de

o pi representa a abundancia relativa das bandas it®
equitabilidade, J, que determina ou n3ao a dominancia de filotipos presentes nas
amostras®.0 indice de equitabilidade expressa a relagao entre a diversidade real e a
diversidade maxima tedrica, ou seja, relaciona o H calculado anteriormente com um H
maximo possivel. Este indice é calculado pelas seguintes férmulas:
J=(H observado/H mdximo),
H mdximo=log S,

S é o nimero de espécies observadas, neste caso, o nimero de bandas em analise.

40



41

3. Resultados




42



3.1. Extragao do DNA microbiano dos sedimentos.

O DNA microbiano das 90 amostras foi extraido do sedimento segundo as
orientagdes do fornecedor do kit utilizado. Esta tarefa foi dividida em seis ensaios,
agrupando as amostras pelo tempo de duragao da experiéncia e pelo tipo de sedimento
(com ou sem planta). Em gel de agarose a 0,8% foi possivel visualizar bandas de elevado
peso molecular em grande parte das amostras. Esta visualizacdo mostra que o processo
de extracgado foi efetuado com sucesso. Na Figura 10 é apresentado um exemplo dos géis
obtidos, sendo este correspondente a amostras de rizosfera com exposi¢ao a mercurio

durante 6 meses (T2 P). O pormenor de todos os géis pode ser observado nos anexos.

P1 P2 P3 P4 PS
N M (a,b,c) (a,b,c) (a,b,c) (ab,c) (a,b,c)
B ) A A A A

Figura 10: Gel de agarose 0,8% correspondente a DNA total extraido de amostras de rizosfera com 6
meses de exposigdo ao mercurio (T2 P). As amostras indicadas com P1 a P5 correspondem aos
diferentes microcosmos construidos que sofreram estas condigcGes e as letras a, b e ¢ correspondem
a réplicas recolhidas de cada um dos microcosmos. Sdo também indicados na imagem os pesos
moleculares referentes ao marcador de pesos moleculares utilizado.
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3.2. Amplificagdo de uma porg¢ao da regidao V3 do gene do rRNA 16S

As amostras de DNA total foram usadas como molde em reag¢ées de PCR
efetuadas para amplificar uma fracdo do gene do rRNA 16S. Os fragmentos resultantes
foram analisados em gel de agarose. A percentagem do gel de agarose é mais elevada do
gue a usada para separacao do DNA gendmico uma vez que os fragmentos amplificados
tém apenas cerca de 200 pb, como visualizado na Figura 11. Em todas as amostras é

visivel uma boa amplificagdo. O pormenor de todos os géis pode ser visualizado nos

anexos.
T n P2 P3 P4 ps
M  (ab,c) (ab,c) (a,b,c) (ab,¢) (abc) C C
1 1 1 | )\
pb ) \[

- -

e T LT T

==
p—
==
-—
—1
——
—
———
—_—
-——
-
et
—

Figura 11: Gel de agarose a 1,5% com fragmentos correspondentes a regido V3 do rRNA 16S amplificados
por PCR a partir da amostra de DNA total de amostras T2 P. As amostras indicadas com P1 a P5
correspondem aos diferentes microcosmos construidos que sofreram estas condicGes e as letras a, b e c
correspondem a réplicas recolhidas de cada um dos microcosmos. Sdo também indicados na imagem os
pesos moleculares referentes ao marcador de pesos moleculares utilizado.
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3.3. Perfis de DGGE

Demonstrando condig¢Ges para ser analisado por esta técnica, o DNA amplificado
anteriormente foi aplicado em géis de poliacrilamida. Os géis foram obtidos com um
gradiente de 35%-62,5% e sdao apresentados na Figura 12. Estes foram realizados em
separado conforme os tipos das amostras e todas as réplicas recolhidas foram analisadas.
O marcador foi aplicado em ambos os extremos do gel principalmente para verificagdo do

gradiente e para o enquadramento dos perfis obtidos.

Todos os géis serdao apresentados em pormenor de forma a fazer notar os tipos de

alteragGes provocadas pelos fatores em estudo.

e Tempo 0, Sedimento (a) e Planta (b):

S1 S2 S3 sS4 S5

PL P2 P2 P4 PS
(a,b c) (a,b,c) (a,b,c)(a,b,c) (a,b,c) (a,b c) (a,b,c)(a,b,c)(a,b,c)(a,b,c)

FA_\M\M .Q t‘\_

ﬁ Wunnrm.m. | P

"nee

A
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e Tempo 1, Sedimento (c) e Planta (d):

s1 s2 s3 s4 S5
(a,b,c) (a,b,c) (a,b,c) (a,b,c)(ahb,c)

P1 P2 P3 P4 P5
. (a,b,c) (a,b,c)(a,b, c)(a,b c)(a,b c)

e Tempo 2, Sedimento (e) e Planta (f):

S1 S2 S3 s4 S5 P1 P2 P3 P4 P5
(a,b,¢c) (a,b,c) (a,b,c)(a,b,c) (a,b,c) (a,b.c)(a,b c)(a,b,c) (a.b,c)(a,b c)

-"r—‘—v—‘;-v—‘-ﬂ—"'»-'r‘—w-“ﬂ. T

f—F—nnnnmﬂmﬁﬁ—ﬂ—‘ i

Figura 12: Géis de DGGE correspondentes a todos os tipos de amostras analisadas: (a), amostras S do
tempo O, (b), amostras P do tempo 0, (c), amostras S do tempo 1, (d), amostras P do tempo 1, (e),
amostras S do tempo 2 e (f), amostras P do tempo 2. As amostras indicadas com P1 a P5 (rizosfera) e

S1 a S5 (sedimento) correspondem aos diferentes microcosmos construidos que sofreram estas
condigGes e as letras a, b e c correspondem a réplicas recolhidas de cada um desses microcosmos.

1nis

ren
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Por observacdo dos perfis originarios das amostras de sedimento do tempo 0 (TO
S1 a S5), nota-se uma elevada homogeneidade entre perfis que é independente do
microcosmo ou da réplica. Estes perfis sdo caracterizados por poucas bandas dominantes.
Existe um nimero muito elevado de bandas por perfil (15-25 bandas) onde a maior parte
tem pouca intensidade. Neste caso, ndo sé os perfis das réplicas a, b e c sdo reprodutiveis
mas também os perfis das amostras dos microcosmos diferentes das mesmas condigdes.
Em geral as bandas detetaveis sdo comuns a todas as amostras, variando unicamente a
intensidade de algumas delas.

Os perfis provenientes de amostras de rizosfera do tempo 0 (TO P1 a P5) mantém
também alguma similaridade entre eles mas com mais diferencas do que nas amostras
descritas anteriormente, principalmente no que diz respeito a intensidade de algumas
bandas. Existe neste caso um maior nimero de bandas dominantes e mantem-se a
elevada reprodutibilidade, evidenciada pelo mesmo numero de bandas/posi¢cées nos
quinze perfis. No geral, o perfil de bandas é mais intenso do que nas amostras TO S1 a S5.
Os perfis pertencentes ao tempo O (S e P) sdo analogos no que diz respeito a
reprodutibilidade, elevado nimero de bandas e poucas bandas dominantes.

As amostras do tempo 1 demonstram diferencas significativas relativamente as
amostras do tempo 0. Nas amostras T1 S1 a S5 os perfis ja ndo sdao todos semelhantes,
notando-se diferencas entre os diferentes microcosmos. Apesar disto, a reprodutibilidade
das réplicas a, b e c mantém-se.

J4 nas amostras T1 P1 a P5, é ainda mais nitida a diferenca entre perfis de
microcosmos diferentes, com base na posicao e intensidade das bandas. Nestes perfis
aumentou o numero de bandas dominantes relativamente a todas as amostras anteriores
(T0S1aS5,TOP1aP5eT1S1aS5)eonumero de bandas com fraca intensidade, que até
agora estava sempre em maior numero, € menor, estando numa propor¢do mais
equilibrada com as bandas de maior intensidade. O nimero de bandas comuns entre
amostras de microcosmos diferentes é menor.

Quanto as amostras provenientes do maior tempo de incubacdo, T2, o nimero de
bandas mais intensas por perfil € maior do que nas amostras anteriores onde existiam

bandas com muito fraca intensidade. Os perfis nas amostras T2 S sdo mais ricos em
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fracdes dominantes com elevado conteido em GC e apenas podem ser consideradas
reprodutiveis as réplicas a, b e c.

As amostras T2 P1 a P5 tém caracteristicas semelhantes as amostras T2 S1 a S5
relativamente a maior intensidade das bandas do que nas amostras anteriores, havendo
neste caso menos bandas de baixa intensidade e menos bandas em comum entre perfis
de microcosmos diferentes. As amostras do tempo 2 possuem aparentemente os perfis
menos complexos possivelmente pelo fato do numero de bandas de fraca intensidade ser
menor.

Estes perfis de DGGE demonstram grupos estdveis presentes em ambos os tipos

de sedimentos, S e P.
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3.4. Analise dos perfis de DGGE resultantes
3.4.1. Amostras de sedimento com rizosfera (P)

No total foram obtidos 45 perfis de bandas de DGGE provenientes de rizosfera (15
TO, 15 T1 e 15 T2), os quais foram alinhados de forma a perceber que percentagem de
similaridades existia entre eles quer no geral quer individualmente por tempo de
incubacdo em microcosmo. Encontra-se na Figura 13 o dendrograma resultante da
comparagao destes perfis.

E possivel ver claramente na figura que todas as amostras de planta do tempo 0 se
agrupam separadamente das amostras dos outros dois tempos de exposicdao, com uma
percentagem de similaridade inferior a 5%. As amostras T1 e T2 ndo sdo agrupadas

totalmente consoante os tempos de incubacgao.
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Figura 13: Dendrograma das amostras de rizosfera, elaborado de acordo com as semelhangas estruturais
inferidas pela posicdo das bandas referentes ao rDNA 16S, separadas por DGGE. Aspetos relevantes para
discussao relativamente as percentagens de similaridade encontram-se assinalados no dendrograma.
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3.4.2. Amostras de sedimento (S)

No total foram obtidos 45 perfis de bandas de DGGE provenientes de sedimento
sem planta, os quais foram alinhados de forma a fazer uma comparag¢ao mais conclusiva
acerca destas amostras. Encontra-se na Figura 14 o dendrograma resultante deste
alinhamento onde estdo assinalados aspetos a discutir posteriormente.

Assim como nas amostras de planta, as amostras do TO tém similaridade inferior a
5% relativamente as amostras restantes. As amostras do T1 e T2 tém cerca de 12,5% de
similaridade entre si e dividem-se perfeitamente nos dois grupos respetivos.

As amostras T1 sao similares entre elas cerca de (similaridade> 62,5%) enquanto
as amostras de T2 sdo menos similares com uma percentagem de similaridade de apenas

(similaridade> 27,5%).
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Figura 14: Dendrograma das amostras de sedimento, elaborado de acordo com as semelhangas
estruturais inferidas pela posicdo das bandas referentes ao rDNA 16S, separadas por DGGE. Aspetos
relevantes para discussdo relativamente as percentagens de similaridade encontram-se assinalados no
dendrograma.
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3.5. Amostras do tempo 0
Relativamente aos perfis de DGGE de amostras do tempo 0, estes foram alinhados
segundo a sua posicdo no gel para procurar similaridades ou diferencas relevantes entre
elas (Figura 15). Estas amostras servem de controlo, para comparagao, uma vez que as
comunidades microbianas dos outros tempos de incubacdo podem ser consideradas
evolugdes destas.
Nesta figura, observa-se uma similaridade maxima de 74,5% entre as amostras P e

S. No entanto, elas ndo agrupam segundo o tipo de sedimento a que pertencem.
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Figura 15: Dendrograma das amostras T0, elaborado de acordo com as semelhangas estruturais
inferidas pela posicao das bandas referentes ao rDNA 16S, separadas por DGGE.
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3.6. Amostras do tempo 1
Relativamente aos perfis de DGGE de amostras do tempo 1, estes foram alinhados
segundo a sua posicdo no gel para construir uma matriz de similaridade. O dendrograma
é apresentado na Figura 16 e as sec¢Oes assinaladas serdo discutidas posteriormente.
Neste tempo de amostragem, os grupos de amostras P e S tém uma percentagem
de similaridade inferior a 5%. Como observado na figura, as amostras pertencentes aos
dois grupos de sedimentos tém uma similaridade mdaxima de 40 e 62,5%, para planta e
sedimento, respetivamente. Dentro destes grupos, a excecao da réplica S3c, todas as

outras réplicas a, b e c de cada microcosmo sao agrupadas com elevada similaridade.
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Figura 16: Dendrograma das amostras T1, elaborado de acordo com as semelhangas estruturais inferidas
pela posi¢cdo das bandas referentes ao rDNA 16S, separadas por DGGE.
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3.7. Amostras do tempo 2

Os perfis de DGGE de amostras do tempo maximo de incubagdo, o tempo 2, foram
alinhados tal como nos outros dois tempos segundo a sua posi¢cdo no gel. O dendrograma
resultante é apresentado na Figura 17.

Relativamente as amostras T2 P1 a P5 e T2 S1 a S5, ha muito pouca similaridade
entre estas, cerca de 10%, quando comparado o tempo de incubagdo. A percentagem de
similaridade entre as amostras T2P tem um valor mdaximo de 27,5% quando
anteriormente (T1P) era 40% e para amostras S, a percentagem de similaridade baixou de

62,5 (T1S) para 42,5% (T2S).
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Figura 17: Dendrograma das amostras T2, elaborado de acordo com as semelhangas estruturais
inferidas pela posi¢ao das bandas referentes ao rDNA 16S, separadas por DGGE.
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3.8. Analise de clustering de todas as amostras.

Foi criada uma matriz de similaridade dos géis de DGGE contendo os perfis das 90
amostras (Figura 18).

Quanto as amostras TO (P1 a P5 e S1 a S5), estas tém uma percentagem de
similaridade inferior a 4% relativamente as amostras dos outros tempos de incubagao, T1
e T2. Além disso, os microcosmos do tempo TO P1 a P5, TO S1 a S5 e todas as réplicas a, b
e ¢ de cada um dos microcosmos, tém elevadas percentagens de similaridade entre elas.
A elevada similaridade entre todas as amostras TO, cerca de 74%, é visivel no
dendrograma também pelo alinhamento de amostras com elevadas percentagens de
similaridade, por exemplo cerca de 98% entre amostras P5c e S5c, amostras de
sedimento com planta e sem planta.

Apds esta observacdo, é igualmente distinto o agrupamento de amostras S e
amostras P em separado, independentemente do tempo de incubacdo dos microcosmos.
Verifica-se uma elevada variabilidade entre as amostras correspondentes aos tempos de
incubagdo 1 e 2 principalmente no que diz respeito as amostras de sedimento. Entre as
amostras P destes dois tempos a percentagem minima de similaridade é de 33%. Nas
amostras de sedimento é ainda nitida uma distincdo entre as amostras T2 S e T1 S. As
amostras T2 tém um minimo de similaridade de 28% e as amostras T1 de 59%. Esta
diferenciacdo ndo ocorre nas amostras de Planta, onde as amostras do tempo 1 e do

tempo 2 agrupam nos mesmos clusters.
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Figura 18: Dendrograma obtido apds analise de todas as amostras, elaborado de acordo com as
semelhangas estruturais inferidas pela posi¢cdo das bandas referentes ao rDNA 16S, separadas por DGGE.
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3.9. indices de diversidade, H, e de equitabilidade, J.

Relativamente aos indices de diversidade e equitabilidade estes foram calculados
e apresentados com o respetivo desvio padrdo. Os indices ndo diferem muito uns dos
outros e graficamente é possivel fazer uma comparagao entre os tempos de incubacgao e
os tipos de sedimento.

O indice de Shannon-Weaver avalia a diversidade das amostras, sendo de esperar
que amostras com um maior numero de bandas tenham maiores indices de Shannon-
Weaver. O que acontece nas amostras analisadas é que existe um numero elevado de
bandas em todos os perfis. Neste caso, o que difere maioritariamente sdo as intensidades
dessas mesmas bandas, no entanto todas as bandas existentes foram consideradas. Os
valores resultantes deste indice tém valores de desvio padrdao um pouco elevados entre
réplicas a, b e ¢ mas graficamente tal ndo se faz notar porque todas sdao afetadas por
desvios. Apesar disso, os dados obtidos do indice de equitabilidade completam a
informacdo para saber um pouco mais acerca da maior ou menor uniformidade das
comunidades.

Na Tabela 5 encontram-se os valores dos indices obtidos a partir dos perfis de
DGGE. Como indicado acima, uma analise das amostras conjugando os dois indices parece
ser a melhor opgdo para posteriormente discutir estes resultados. Os valores do Indice de
Shannon-Weaver encontram-se também representados graficamente tendo em conta o
sedimento sem planta e com planta.

Nas amostras TO, o indice de Shannon-Weaver é maior nas amostras S, tendo
valores superiores a 1,1 em todos os microcosmos, ao contrario das amostras P que tém
valores de 1 ou inferiores. Fazendo uma comparag¢ao com o indice de equitabilidade, este
mostra uma distribuicdo equitativa dos filétipos também nas amostras S, apesar das
diferencas para com as amostras P ndo serem muito significativas, como visto nos
dendrogramas.

Relativamente as amostras T1, hd uma mudanca acentuada relativamente as
amostras TO que as precederam, principalmente em amostras S. Estas apresentam um
indice de Shannon-Weaver minimo de 0,6 e um maximo de 0,9 enquanto as amostras P

possuem indices de Shannon-Weaver superiores a 1,0. Esta menor diversidade das
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amostras S é também acompanhada por uma equitabilidade menor relativamente as
amostras P.

Analisando as representacdes graficas (Gréfico 1 e Grafico 2), sdo visiveis os
valores médios do indice de Shannon-Weaver para as amostras de rizosfera e sedimento
em separado. Nas amostras de rizosfera, nota-se um indice mais elevado para as
amostras T1 P em quase todos os microcosmos relativamente aos restantes tempos de
exposicdo e notam-se indices mais baixos nas amostras TO P. J& nas amostras de
sedimento, a maior diversidade é visualizada no tempo 0, decrescendo depois nas
amostras T1 S e ainda mais nas amostras T2 S.

No geral, pode-se considerar que o indice de Shannon-Weaver aumentou nas
amostras T1 P e T2P, sendo este aumento mais notdrio nas amostras T1 P. Nas amostras S
aconteceu o inverso, havendo uma grande diminuicdo do indice nas amostras T1 S e uma
diminuicdo menor nas amostras T2 S, relativamente as amostras TO S

O indice de equitabilidade estd situado num intervalo de 0 a 1 onde o valor 1
indica que semelhantes distribuicdo dos filétipos na comunidade é equitativa ndo
ocorrendo filétipos dominantes. Nas amostras analisadas os valores sdo muito préximos
de 1 indicando uma distribuicdo equitativa das espécies. Apesar disso hd uma nitida
diminuicdo deste indice na passagem do tempo O para o tempo 1 quer nas amostras P

quer nas amostras S.
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Tabela 5: indices de diversidade e de equitabilidade de todos os tempos de amostragem, de sedimento
com e sem planta e ainda de todos os microcosmos montados (1 a 5). Devido a reprodutibilidade das
réplicas a, b e c foi efetuada uma média dos indices obtidos, assim como dos desvios padrdo (6) e o valor
inserido como valor do respetivo microcosmo.

Microcosmo \ 1 2 3 4 5

BT 0,0571 0,0844 00570 | 0,0424 | 0,0235
Weaver
5 0,9665 0,9623 09798 | 0,9749 | 09847
Equitabilidade | 0,0128 0,0389 0,0044 | 00116 | 0,0020
5 1,2033 1,1992 1,1875 | 1,2018 1,1931
SLEITTE 0,0066 0,0171 0,0418 | 0,0106 0,0166
Weaver
5 0,9779 0,9746 09723 | 09767 | 0,9697
Equitabilidade | 0,0053 0,0139 00172 | 0,0086 | 0,0135
5 1,0946 1,2249 1,2020 | 1,0377 1,0549
Saapnon 0,0291 0,0071 00117 | 0,0343 | 0,0546
Weaver
5 0,9557 0,9638 09581 | 0,9740 | 0,9585
Equitabilidade | 0,0031 0,0059 00143 | 0,0073 | 0,0084
5 0,8606 0,8101 09366 | 0,9142 | 0,6083
e 0,0397 0,0374 0,0271 | 00419 | 0,0758
Weaver
5 0,9351 0,9370 09384 | 0,9299 | 0,8425
Equitabilidade | 0,0151 0,0078 00176 | 0,0053 | 0,1348
5 1,0995 1,0616 1,1514 | 1,0238 1,0673
ST 0,1311 0,0328 0,0448 | 0,0300 | 0,0623
Weaver
5 0,9055 0,9538 0,9647 | 09598 | 0,9603
Equitabilidade | 0,0862 0,0124 00108 | 0,0119 | 0,0048
5 1,0559 1,0167 1,1361 | 1,0593 | 0,9504
O 0,0806 0,0593 0,0110 | 0,0087 | 0,0451
Weaver
5 0,9503 0,9426 09660 | 0,9252 | 09517
Equitabilidade | 0,0150 0,0282 0,0093 | 0,0215 | 0,0108
5 0,0571 0,0844 00570 | 0,0424 | 0,0235

60



L4 1 [ndices de Shannon-Weaver de amostras de rizosfera (P)
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Gréfico 1: Representagdo grafica da média dos valores do indice de Shannon-Weaver das réplicas a, b
e c de cada microcosmo, com o respetivo desvio padrdao, em amostras de rizosfera.
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Gréfico 2: Representacdo grafica da média dos valores do indice de Shannon-Weaver das réplicas a, b
e c de cada microcosmo, com o respetivo desvio padrdo, em amostras de sedimento.
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Os microrganismos presentes em sedimentos representam uma fracao importante
da biota, tanto pela diversidade de espécies como pela multiplicidade de atividades
metabdlicas desempenhadas. Sabe-se que atuam em ciclos biogeoquimicos de varios
nutrientes, estando envolvidos na decomposicdao e mineralizacdo da matéria organica,
disponibilizacdo de nutrientes retidos nos coloides e fixacdo bioldgica de Nitrogénio[%].
Estes atuam também de forma muito intensa nas cadeias troficas e nos diversos
processos ecoldgicos, possuindo um papel importante na descoberta da histdria passada

09U por essa razdo é essencial entender o tipo de relagdo

do ambiente em estudo
mantida entre os microrganismos e o ambiente através do estudo da diversidade
estrutural e funcional das comunidades microbianas e como elas respondem aos varios
disturbios naturais ou antropolégicos. No entanto ha lacunas de conhecimento, relativo a
diversidade e funcdo exercida pelos microrganismos no seu ambiente natural. Parte desse
problema deve-se ao paradigma de que esses microrganismos apresentam uma grande

9214 que nem sempre

diversidade e somente uma pequena porg¢dao pode ser cultivada
sdo conhecidas as exigéncias nutricionais, inter-relacdoes e interdependéncias com os
demais componentes[93]. A extracdo de 4acidos nucleicos diretamente de sedimentos e
outros ambientes, onde existem comunidades microbianas, tem vindo a ser bastante
utilizada de forma a abranger um maior nimero de microrganismos, € ndao apenas
aqueles que sdo cultivaveis. A implementacdo de técnicas baseadas em DNA e RNA
permitem uma investigacdo mais completa da estrutura da comunidade microbiana,
permitindo estudar até 99% das microrganismos presentes num dado ambiente 541,

O tipo de contaminacdo existente nos sedimentos analisados neste estudo
complica a extracdo do DNA por necessitar de uma separacdao de substancias que
interferem na analise do DNA, como substancias humicas e metais'®. Apesar do DNA
extraido apresentar alguma instabilidade quando guardado a -202C, o método de
extracdo utilizado resultou numa recolha de DNA de elevado peso molecular e
caracteriza-se por ser rapido, facil e acessivel. A visualizacdo dos géis resultantes das
eletroforeses quer de DNA total quer da regido V3 do rDNA 16S amplificada por PCR

mostrou quantidades percetiveis em todas as amostras e uma boa reprodutibilidade em

todas as réplicas, quer do mesmo microcosmo, quer de microcosmos diferentes.
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A amplificacdo do rDNA 16S foi efetuada pelo fato deste gene estar presente em
todos os microrganismos, em regiées bem definidas para a classificagdo taxondmica e por
existirem bases de dados com informacgdes para comparagéolgz]. Problemas associados a
sua utilizacdo tém a ver com diferentes afinidades e especificidade dos primers e
diferente numero de cépias dos genes alvo nos microrganismos. Ambos os primers
utilizados emparelham com a maior parte das sequéncias bacterianas de DNA

ribossomal'®?

. Neste trabalho, permitiram amplificar a partir de comunidades quer de
rizosfera, quer de sedimento e as bandas demonstraram integridade do DNA e
concentracdo suficiente para o DGGE. Até este ponto ndo foram detetadas grandes
barreiras devidas a natureza das amostras e nao foram notadas diferengas a nivel de
quantidades amplificadas, o que demonstra que o mercurio provavelmente ndo é um
agente que impede este tipo de andlises.

J4 existem descobertas indicativas da alteracdo de comunidades bacterianas, na

[92]

sua estrutura genética e diversidade, quando expostas ao mercurio”". Neste trabalho o

mercurio e a presenga de planta nos sedimentos parecem provocar estes efeitos.
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4.1. DGGE

O DGGE é a abordagem preferida em fingerprintings ambientais uma vez que:
permite que sejam analisadas amostras multiplas, ultrapassa a questao da diminuicdo da
diversidade das amostras quando cultivadas, monitoriza os desvios na comunidade e a
sucessdo ao longo do tempo, leva a determinacdo de perfis de comunidades provenientes
de diferentes condi¢gdes ambientais (especialmente em ecossistemas alterados) e torna
possivel a aquisicdo de informacdo taxonédmica pela analise filogenética[gzl.

A técnica de DGGE é uma técnica demorada e laboriosa. Existem muitos fatores
externos que podem fazer com que um gel de DGGE ndo forneca o resultado esperado,
como a temperatura de polimerizacdo do gel, a aplicacdo das amostras ou mesmo a
coloracdo do gel. Por estas e outras razdes esta é uma técnica que exige muito do
utilizador e por vezes a obtencdo de um gel analisdvel pode ser dificil.

A viabilidade da técnica de PCR-DGGE para analisar a estrutura das comunidades
bacterianas de sedimentos foi avaliada por um levantamento comparativo dos perfis. O
presente estudo mostra que de diferentes sedimentos surgem diferentes perfis de DGGE
caracteristicos de cada amostra ou tipos de amostras (como as amostras T0). Dos trés
tempos, é no TO que os perfis sdo mais estdveis provavelmente por pertencerem aos
microcosmos com menor tempo de incubacdo. Os limites de detecdo parecem ser
elevados uma vez que ha perfis de bandas com diversas intensidades.

Num primeiro momento (tempo 0) a comunidade ndo sofreu grandes alteracdes
pela presenca da planta de certa forma devido ao pouco tempo de incubacdo e ao efeito
das raizes ainda ndo se fazerem notar. Quando aumentado o tempo de incubacao, ai sim
foi notéria uma alteracdo das comunidades microbianas relativamente ao tempo 0 e quer
em sedimento, quer em rizosfera. O efeito da planta foi verificado pelo
aparecimento/desaparecimento de bandas nos perfis analisados. Neste trabalho teria
sido importante incluir uma amostragem num tempo O real, ou seja, no momento da
montagem dos microcosmos, para ter um termo de comparac¢ao realmente inicial.

Apesar desta analise, hd ambiguidades que restringem conceptualmente o
uso/interpretacdo do PCR-DGGE de amostras de DNA de sedimentos. Entre eles destaca-

se a falta de genuinidade de produtos provenientes do PCR substituidos muitas vezes por
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formas quiméricas que na realidade n3o representam tipos bacterianos ou o perfil de
bandas que pode ndo corresponder necessariamente a um tipo bacteriano por banda.
FracBes bacterianas uUnicas podem ser representadas por mais do que uma banda nos
perfis de DGGE devido a presenca de vdrias copias de rDNA 16S com sequéncias
ligeiramente diferentes ou, reciprocamente, bandas em posicdes similares podem ser
originadas por diferentes sequéncias de rDNA 16S com comportamento de melting
similares’®?. Neste trabalho estes problemas ndo foram tidos em conta na pratica mas

sabe-se que provavelmente aconteceram casos destes.

4.2. Similaridades entre perfis de DGGE

Analisando os dendrogramas obtidos, é possivel dizer que ao longo do tempo de
incubacdo existem mudangas nas comunidades associadas a plantas relativamente a
comunidades sem planta.

No primeiro dendrograma, referente ao alinhamento de todas as amostras P, é
nitido um afastamento entre as amostras TO P, e os outros grupos, T1 P e T2 P. E também
visivel um agrupamento entre as amostras de rizosfera do tempo de exposicdo respetivo,
no entanto ndo é um agrupamento total. A separa¢ao das amostras TO P, que detiveram
pouco tempo de adaptacdo a este tipo de ambiente (um més), pode ser explicada pelo
efeito da rizosfera nas comunidades das amostras T1 P e T2 P. Por esta razdo, as
comunidades T1 e T2 sdo préximas devido ao efeito da planta. Estes resultados sdao
confirmados bibliograficamente. Em 1904, Hiltner'®® definiu a rizosfera como a regido ao
redor das raizes, onde ha crescimento bacteriano, podendo variar de acordo com fatores
relacionados com o solo, idade e espécie vegetal[74]. Atualmente, a rizosfera é definida
como a regido do solo que recebe influéncia direta das raizes, possibilitando proliferacao

[97]

microbiana Aqui os microrganismos s3ao cruciais pois tém um papel ativo nas

transformacdes da matéria organica e nos ciclos biogeoquimicos dos nutrientes”* %8, As
raizes sdo conhecidas por terem um efeito importante na estrutura e diversidade das
comunidades microbianas que habitam o solo e o sedimento junto destas (efeito da

rizosfera)[99]

. Estes microrganismos podem ter efeitos positivos, negativos ou neutros na
planta, influenciando o seu crescimento e saude!™®. A acumulacdo de microrganismos na

rizosfera é suportada pelos exsudados das raizes que tornam o sedimento circundante
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[82, 101]

rico em acucares, aminodcidos, hormonas, alcoois, vitaminas e flavonoides . Frente

a esse ambiente diferenciado, alterado quimicamente, ndo é dificil concluir que na
rizosfera a atividade microbiana é diferente daquela que ocorre no solo ndo rizosférico’*
82 No entanto, estas secregdes podem ter um efeito contrario, levando a uma diminuigao
de certas populacdes de microrganismos[83]. Assim, a comunidade microbiana da rizosfera
pode variar em estrutura e composicao de espécies em fungdo de, além de outros fatores
ambientais, do tipo de sedimento, espécie, estado nutricional, idade, stress e doencas da

[78] ‘Muitas das comunidades microbianas encontradas na rizosfera s3o também

planta
encontradas em sedimentos. Apesar disso, estdo presentes em ambas e sdo abundantes
uma vez que tém um papel fundamental na transformagdo da matéria organica e no ciclo

de metais e outros compostos %

. Os sedimentos colonizados por macrdfitas possuem
geralmente concentracdes elevadas de metais em relacdo aos sedimentos ndo
colonizados. Tal fato deve-se a presenca das raizes nos sedimentos, que podem acumular
0s metais ou introduzir alteracdes nos ciclos destes através do transporte de exsudados
organicos pelos seus tecidos aerenquimatosos para a zona radicular, responsdveis pela

intensa atividade microbiana na rizosfera!®”’

. Toda esta informacdo apoia o fato das
comunidades presentes na rizosfera serem muito diferenciadas das comunidades
presentes em sedimento nao rizosférico.

Relativamente ao alinhamento de amostras S, o grupo de amostras TO S continua
sem alinhar com os outros grupos tal como tinha acontecido nas amostras discutidas
anteriormente. Este fato demonstra um efeito do tempo de incuba¢do em microcosmos
nas amostras analisadas. A aproximacao relativa das amostras T1 e T2, em cerca de
12,5%, é justificada pelo tempo de incubacdo mais longo destas amostras relativamente
as amostras do TO S. Fazendo uma comparagdao entre a aproximac¢dao das amostras S
T1/T2 e P T1/T2, existem diferencas assinaladas. Enquanto as amostras P T1/T2 sdo 32,5%
similares, as amostras S T1/T2 sdo apenas 12,5%. Tendo em conta que entre elas os
tempos de incubacdao comparados sdo os mesmos, pode dizer-se que o tipo de sedimento
(S ou P) parece ter mais influéncia nos perfis obtidos do que o tempo de incubacdo (trés

meses para T1 e 6 meses para T2). Isto explica-se pelo fato de nos sedimentos sem

rizosfera as alteragGes nutricionais e quimicas serem menores do que na rizosfera.
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Fazendo uma analise mais extensa aos tempos de exposi¢cdo 0, 1 e 2, no tempo 0 é nitido
o mesmo padrdo de bandas, seja em sedimento ou rizosfera. Uma vez que no tempo 0 a
incubagdo é apenas 1 més, possivelmente as raizes das plantas ainda ndao estavam bem
desenvolvidas e o tempo de incubagdo é curto para que sejam notadas diferencas
relevantes entre comunidades de sedimentos com planta e sem planta. Este fato é
mostrado pela proximidade de perfis comas TO S e TO P em cerca de 74,5%.

Tendo as amostras T1 um tempo de incubagdo de 3 meses, é normal que sofram
alguma alteracdo relativamente as amostras de tempo 0. S3o visiveis na Figura 15
algumas bandas mais intensas nos perfis, indicativo da alteracdo provocada pelos dois
fatores. Neste caso, as amostras P sdo menos proximas entre si (40%) do que as amostras
S (62,5%), demonstrando uma possivel agdo mais ativa da planta nestas comunidades.

No tempo 2, hd uma separacao das amostras P das amostras S. A grande diferenca
relativamente as amostras T1 é uma diminuicdo da similaridade entre as réplicas P e S
respetivamente. Enquanto no tempo 1 as amostras S apresentavam 62,5% de
similaridade entre si, no tempo 2, este valor é reduzido para 42,5%. Nas amostras P, a
similaridade passa de 40% para 27,5%. Estes decréscimos parecem ser devidos ao
aumento do tempo de incubacdo e ao desenvolvimento da planta e da rizosfera ao longo
dos 6 meses. A similaridade mais baixa nas amostras P acontece também neste tempo de
amostragem, o que pode significar maior interferéncia da planta nas comunidades
bacterianas quando o ambiente é sujeito ao mercurio. Estas diferengas podem advir
possivelmente de metilmercurio formado na rizosfera ou pelo estado de stress da planta
gue pode levar indiretamente a alteracdes na comunidade, como ja referido acima. Teria
sido importante para esta discussdo, a quantificacdo do metilmercurio no inicio e no fim
da experiéncia uma vez que esses dados poderiam explicar determinadas mudancas
observadas nas comunidades.

Apesar de em todos os tempos de incubacdo as réplicas dos microcosmos (a, b e ¢)
serem relativamente similares, o mesmo ndo acontece com microcosmos diferentes com
o0 mesmo tempo de incubacdo. No caso de sedimentos com planta, estas diferencas nas
comunidades microbianas poderdo ser provocadas pelo estado planta, ou seja, estado

nutricional, crescimento, stress, ou doengas que esta possa ter. Por estas razGes é normal
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gue as plantas ndo se desenvolvam todas da mesma forma, apesar de estarem no mesmo
ambiente e por isso provocarem alteragdes diferentes nas comunidades microbianas.
Como exemplo, em alguns casos as plantas secaram e por isso sao normais as grandes
diferengas encontradas. Nas amostras de sedimento, as diferencas encontradas podem
dever-se a deficiéncias nutricionais ou a transformag¢des do mercurio.

Finalmente, fazendo uma comparacdo final entre todas as amostras, o
dendrograma da Figura 18 mostra um afastamento total das amostras S TO e P TO, das
amostras dos outros tempos de exposicdo, tal como ja tinha sido previsto pelos
dendrogramas ja discutidos. Estas amostras efetivamente apresentam grande
similaridade entre elas sem serem sequer distintos os tipos de sedimento S e P. E por isso
fidavel afirmar que ambas amostras partiram no geral do mesmo tipo de comunidades
microbianas e divergiram apds serem aplicados os diferentes fatores, o tempo de
incubacdo e a planta. Quanto as amostras T1 e T2, estas agruparam-se segundo o tipo de
sedimento onde se encontravam. E visivel num dos ramos aproximagdo das amostras S T1
eST2de 13% e de P T1 e P T2 de 33%. Olhando para os valores das amostras S, estas
dividem-se perfeitamente em dois grupos conforme o tempo de exposi¢dao, com bastante
similaridade entre eles. Para S T2 as amostras sdo 28% similares enquanto para o S T1 sdo
59%. Tendo em conta que as amostras de tempo 0 tém percentagens de similaridade
muito elevadas, quanto menor a similaridade entre as amostras dos outros tempos,
maior a¢ao de agentes externos sofreu a amostra. Neste caso as amostras S T2 sdo menos
similares que as amostras S T1, logo o tempo de incubagao provoca a divergéncia destas
comunidades microbianas.

Da mesma forma, olhando para os valores de similaridade das amostras P T1 e P
T2, é 6bvia a acdo da rizosfera na comunidade bacteriana. Isto porque nas amostras P ndo
ha uma perfeita divisdo das amostras T1 e T2 com as respetivas percentagens de
aproximacdo de cada um dos ramos como nas amostras S. Assim, as comunidades
microbianas nestas condicdes sofreram a a¢do da incubacdo tal como as amostras S mas
sofreram muito mais a agao da planta dai esta aproximagdo maior de 33% e a nao divisao

conforme os tempos te exposicdo.
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Tendo em conta estes valores é seguro afirmar que o tipo de sedimento afeta mais
a comunidade microbiana do que o tempo de incubagao. Isto era previsivel, mais uma vez
pelo fato da rizosfera produzir exsudados radiculares que permitem diretamente uma
modificagdo da comunidade microbiana associada, levando a sobrevivéncia ou extingao
de microrganismos associados. Por outro lado, a planta também exerce uma acdo indireta
sobre estas comunidades por alteracdo das formas de mercurio existentes no sedimento,
como a formagdo de metilmercirio, e consequentemente também nas comunidades

microbianas.

4.3. Diversidade e equitabilidade
Tém sido propostos muitos indices de diversidade bioldgica, alguns dos quais
incorporam tanto o conceito de riqueza em espécies como o de equitabilidade. As
variagcOes desses indices para vdrias amostras da mesma populagao, ao longo do tempo,
dao indicagOes sobre altera¢des na estrutura da populagao (dindmica das populac;c”)es)[1°3].
Por outro lado, a comparacdo dos valores do mesmo indice para populacbes em
condicdes diferentes, permite averiguar como os fatores ambientais influenciam a

estrutura das populag6e5[1°3]

, 0 que acontece neste trabalho quando abordado o tempo
de incubacdo em microcosmos e a presenca ou ndao de planta. Fazendo uma
correspondéncia com os resultados obtidos, a diversidade das amostras é elevada uma
vez que todos os perfis tém um elevado numero de bandas, considerando bandas mais e
menos intensas. Por visualizacdo dos géis de DGGE e por andlise dos dendrogramas
obtidos, as amostras TO s3do as amostras mais homogéneas em termos numero e
intensidade de bandas.

Nas amostras TO hd elevada reprodutibilidade entre réplicas a, b e c e é onde
existe maior reprodutibilidade entre os diferentes microcosmos, principalmente nas
amostras TO S. As réplicas a, b e ¢ de cada microcosmo tém uma similaridade elevada e
por isso seria de esperar indices de Shannon-Weaver muito semelhantes. Nas amostras S
(51 a S5) isso acontece, notando-se no grafico respetivo (Grafico 2). Nas amostras TO P,

apesar de nos dendrogramas aparentemente terem elevada similaridade, ja ndo é tao

linear como nas amostras TO S. As amostras TO P ndo estiveram muito tempo em
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incubacdo mas o indice de Shannon-Weaver demonstra algumas diferencas quando
comparados os indices dos diferentes microcosmos. Apesar de até aqui se falar sempre
em similaridade elevada nas amostras do tempo 0, o indice de Shannon-Weaver mostra
que ha ligeiras diferencas nas amostras de rizosfera e por isso ja ha algumas alteragdes
provocadas pela planta nestas comunidades.

Graficamente, visualizando o indice de Shannon-Weaver resultante de amostras
de rizosfera e de sedimento, pode salientar-se uma diferenca entre microcosmos com
tempos de incubagdo iguais, mais notdério nas amostras P. Apesar disso, os resultados
obtidos vao ao encontro do esperado, ou seja, nas amostras de rizosfera, as comunidades
tém uma diversidade maior. Foi nhas amostras T1 P onde os indices foram mais elevados,
talvez por nesse tempo as comunidades terem sentido as maiores mudancgas
relativamente a rizosfera. No T2 P a diversidade ndo é tdo elevada porque entretanto
terdo desaparecido grupos ainda existentes no tempo 1 e que no tempo 2 ja ndo existem.
Estas comunidades microbianas sofrem o efeito da planta e indiretamente sofrem o
efeito do mercurio transformado ou acumulado por esta. Nas amostras de sedimento, a
diversidade diminui muito no tempo T1 S relativamente as amostras TO porque,
contrariamente as amostras de rizosfera, é neste tempo que provavelmente ha menor
guantidade de nutrientes e sé alguns fildtipos conseguem manter-se. Nas amostras T2 S
as comunidades tém uma diminui¢ao da diversidade menor do que as amostras T1, no
entanto ela existe. Esta diminuicdao é normal pelos fatos ja apresentados, mas ha uma
maior adaptagao da comunidade ao sedimento mais pobre em nutrientes, dai o aumento
relativamente as amostras T1 S.

Com o aumento do tempo de incubacdo e o efeito da planta é nitido o
aparecimento de bandas com muito forte intensidade correspondentes a fragdes
bacterianas que foram beneficiadas nestas condicGes. Por essa razdo é normal o indice de
equitabilidade ser inferior quando estas alteracdes mais se fazem sentir, ou seja no
tempo 1. No tempo 2 as comunidades parecem ja estar adaptadas aos respetivos
ambientes e por isso o indice de equitabilidade ndo é muito diferente do obtido no tempo
1. O indice de Shannon-Weaver é relativamente elevado, havendo no entanto um

aumento do seu valor nas amostras T1, relativamente as TO em amostras P. Como
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normalmente ha mais nutrientes disponiveis nas rizosferas do que nos sedimentos, as
comunidades microbianas dos sedimentos possuem uma diversidade e abundancia

99,1041 'Mais uma vez, a adaptagdo das amostras P no tempo 1

menor de microrganismos
relativamente ao excesso de nutrientes resume-se num aumento da diversidade
enguanto as amostras S diminuem este indice pelas razdes contrarias. No geral, estes
indices sdo um complemento aos dados ja obtidos pelas visualizagbes e andlises
anteriores e mostram um elevado efeito da planta nas comunidades da rizosfera. Por
outro lado, os indices de equitabilidade mostram o que é visivel nos géis de DGGE, ou
seja, um maior numero de bandas intensas nas amostras T1 e T2 relativamente as
amostras 0, diminuindo o valor destes indices nos primeiros.

Este estudo é vantajoso na medida em que isola apenas um fator, a presenga ou
auséncia da planta. Assim, as conclusdes deste trabalho permitirdo dar um contributo
mais importante a esta problemdtica do que estudos que incluem diversos fatores. Por
outro lado, pode ser desvantajoso uma vez que estudos ambientais sdo fortemente

influenciados por fatores externos. Apesar disso, os resultados sdo coerentes e permitem

gue sejam retiradas algumas conclusoes.
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5.1. Conclusdes

O principal objetivo deste trabalho era avaliar a estrutura e dinamica de
comunidades bacterianas de sedimentos contaminados com mercurio na presenga e na
auséncia de plantas. Este objetivo foi cumprido através dos resultados obtidos como os
géis de DGGE, dendrogramas de similaridade e indices de diversidade e equitabilidade de
sedimentos com e sem planta.

Os dados apresentados nesta dissertacdo contribuem para uma melhor
compreensdao das modificacdes que acontecem nas comunidades microbianas.
Relativamente a sua estrutura, as comunidades sdao diferentes estruturalmente quando
em sedimentos com planta. O fato de na rizosfera existirem condigdes que nao existem
em sedimento sem rizosfera permite a identificacdo das modificagGes encontradas.

Quanto a dinamica da comunidade microbiana, pela andlise dos indices
calculados, estas comunidades estdo em mudanca ao longo dos tempos de incubacdo
analisados e ha um elevado nimero de fracdes dominantes que se destacam quer em
rizosfera, quer em amostras T2. Pela andlise dos dendrogramas e dos indices de
diversidade é possivel afirmar que a rizosfera tem um efeito elevado nas comunidades
microbianas e este sobrep&e-se ao efeito do mercurio.

Em conclusdo, a diversidade e equitabilidade das comunidades microbianas de
sedimentos contaminados com mercurio sdo alteradas ao longo do tempo de incubacao,
provavelmente por transformacdes da forma de mercurio presente nos sedimentos.
Quando associados a rizosfera, estas comunidades microbianas sofrem altera¢des mais
acentuadas em termos de estrutura e dinamica devido a condigdes ai fornecidas pela

planta.
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6. Perspetivas futuras
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6.1. Atualidade

Atualmente hd uma preocupagdao crescente com a remediacdo de problemas
relacionados com a poluicdo e, mais especificamente com o mercurio uma vez que este
existe em elevadas quantidades no ambiente e é muito téxico. E apresentada na Figura 19

um exemplo de um estudo utilizando uma estirpe transgénica para técnicas de

biorremediacdo de sistemas contaminados.

Grupos resistentes futuramente identificados neste trabalho poderdo ser utilizados

para este fim.
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E. coli transgénica podera limpar 4gua com mercurio

Bactérias poderdo ser alternativa a dispendiosas técnicas de descontaminagao
201-08-19

Segundo um estudo da Universidade Interamericana de Porto Rico,
bactérias transgénicas, que suportam altas doses de merctirio,
poderiam ser a solucdo para limpar dreas contaminadas com este
metal,

0O investigador Oscar Ruiz e os seus colegas consideram que as
bactérias transgénicas criadas por eles em laboratdrio poderdo ser

| uma alternativa ds custosas técnicas de descontaminacdo

adoptadas actualmente. Recorde-se gue o merctirio, que pode

~entrar na cadeia alimentar, € muito tdxico, sobretudo na forma de

metilmerctrio, para humanos e animais.

| Estes organismos unicelulares sdo capazes de proliferar numa
solugdo com 24 vezes mais a dose mortal de mercirio para

bactérias ndo resistentes. Os organismos transgénicos

. conseguiram absorver em cinco dias 8o por cento do mercirio

contido no liquido, segundo estudo publicado na BMC
Biotechnology.

A Escherichia coli tornou-se resistente a altas concentragfes de
mercirio, gragas a inser¢do de um gene que permite a produgdo

de metalotioneina, proteina que desempenha um papel de desintoxicante no organismo de ratos. As
bactérias transgeénicas demaonstraram, no estudo, serem capazes de extrair mercdrio de um liquido e este
podera ser utilizado em novas aplicagdes industriais

Figura 19: Noticia recente acerca da tematica estudada.
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6.2. Continuagao futura do trabalho

Este trabalho ndo culmina apenas em respostas, havendo questdes que
permanecem inevitavelmente por responder. Em trabalhos futuros sera importante
direcionar esforcos no sentido de saber especificamente que comunidades microbianas
sao estas que parecem ser resistentes ao mercurio e que se desenvolvem especialmente
na rizosfera de plantas.

Como estratégia futura, a construcdo de bibliotecas de DNA de forma a conseguir
abranger o maior nimero de sequéncias de rDNA seria uma boa opc¢do para exibir os
grupos mais destacados nestes ambientes. Posteriormente esta informagdao poderia ser
utilizada também em processos de biorremediacdo, pela identificacdo de estirpes
resistentes ao mercurio.

Ha cada vez mais uma necessidade de estudar a diversidade taxondmica de
grupos provenientes de ambientes alterados por fatores ambientais ou antropogénicos.
Este esclarecimento traria vantagens pois estes microrganismos poderdo ser possiveis
indicadores de contaminacdes mais sensiveis do que a maioria e poderdo ser Uteis na
classificagcdo da contaminacdo. Isto acontece pois a diversidade pode ser afetada
rapidamente em fungdo de stresses no ecossistema. Em conjunto com a planta, estas
comunidades poderiam constituir uma boa metodologia na recupera¢ao de sistemas

estuarinos contaminados com mercurio.
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indice de Shannon-Weaver (H):

T0 1(a) | 1) | 1(9 20) | 2(6) | 20 | 3@ | 3) | 3(0) |4 a) | 4 | 5() | 50) | 5()
Planta, H | 0,9082 | 0,9281 | 1,0156 | 0,8579 | 0,9882 | 1,0163 | 1,0177 | 1,1202 | 1,0257 | 0,9795 | 1,0015 | 1,0614 | 1,0232 | 1,0274 | 0,9849
Média do H 0,9082 0,9541 1,0545 1,0141 1,0118
das réplicas
Desvio 0,0571 0,0845 0,0570 0,0424 0,0235
padrdo
Sedimento,
" 1,1986 | 1,2109 | 1,2006 | 1,2156 | 1,1815 | 1,2008 | 1,2305 | 1,1851 | 1,1470 | 1,2060 | 1,2096 | 1,1897 | 1,2123 | 1,1838 | 1,1833
Média do H 1,2034 1,1993 1,1875 1,2018 1,1931
das réplicas
Desvio 0,0066 0,0171 0,0418 0,0106 0,0166

padrdo




1 1@ | 1) | 19 | 2@ | 2m) | 2 | 3@ | 3m) | 3(c) | 4@ | am) | 4(c) | 5() | 5() | 5()
Planta, H | 1,1212 | 1,0995 | 1,0634 | 1,2252 | 1,2177 | 1,2321 | 1,1901 | 1,2136 | 1,2025 | 1,0771 | 1,0220 | 1,0141 | 1,0784 | 0,9924 | 1,0038
Média do H 1,0947 1,2250 1,2021 1,0377 1,0549
das réplicas
Desvio 0,0292 0,0072 0,0117 0,0343 0,0546
padrdo
sedimento, H | 0,8299 | 0,9056 | 0,8466 | 0,7851 | 0,7922 | 0,8532 | 0,9149 | 0,9280 | 0,9670 | 0,9625 | 0,8920 | 0,8881 | 0,5557 | 0,6952 | 0,5741
Média do H 0,8607 0,8101 0,9366 0,9142 0,6083
das réplicas
Desvio 0,0398 0,0374 0,0271 0,0419 0,0758
padrao
P) 1(a) | 1) | 1) | 2@) | 2(m) | 2() | 3() | 3() | 3(c) | 4@ | am) | 4@ | 5() | 5() | 5
Planta, H | 1,1925 | 0,9495 | 1,1567 | 1,0828 | 1,0784 | 1,0239 | 1,1982 | 1,1473 | 1,1088 | 0,9914 | 1,0505 | 1,0295 | 1,0998 | 1,1065 | 0,9955
Média do H 1,0996 1,0617 1,1514 1,0238 1,0673
das réplicas
Desvio 0,1312 0,0328 0,0448 0,0300 0,0623
padrdo
Sedimento,
. 11354 | 0,9741 | 1,0584 | 0,9490 | 1,0590 | 1,0424 | 1,1367 | 1,1248 | 1,1468 | 1,0503 | 1,0676 | 1,0600 | 0,9116 | 0,9999 | 0,9396
Média do H 1,0560 1,0168 1,1361 1,0593 0,9504
das réplicas
Desvio 0,0807 0,0593 0,0110 0,0087 0,0451
padrdo




Equitabilidade (J):

T0 1(a) 1 (b) 1 (c) 2(a) 2 (b) 2(c) 3 (a) 3 (b) 3(c) |4f(a) 4 (b) 4 (c) 5 (a) 5 (b) 5 (c)

Planta (H) | 0,9082 | 0,9281 | 1,0156 | 0,8579 | 0,9882 | 1,0163 | 1,0177 | 1,1202 | 1,0257 | 0,9795 | 1,0015 | 1,0614 | 1,0232 | 1,0274 | 0,9849

Média H 0,9506 0,9541 1,0545 1,0141 1,0118

H max 0,9542 | 0,9542 | 1,0414 | 0,9542 | 1,0414 | 1,0414 | 1,0414 | 1,1461 | 1,0414 | 1,0000 | 1,0414 | 1,0792 | 1,0414 | 1,0414 | 1,0000

() 0,9517 | 0,9726 | 0,9752 | 0,8991 | 0,9489 | 0,9759 | 0,9772 | 0,9774 | 0,9849 | 0,9795 | 0,9617 | 0,9835 | 0,9826 | 0,9866 | 0,9849
Média, ) 0,9665 0,9624 0,9798 0,9749 0,9847
Desvio 0,0129 0,0390 0,0044 0,0116 0,0020
padrdo
Sedimento

(H) 1,1986 | 1,2109 | 1,2006 | 1,2156 | 1,1815 | 1,2008 | 1,2305 | 1,1851 | 1,1470 | 1,2060 | 1,2096 | 1,1897 | 1,2123 | 1,1838 | 1,1833

Média H 1,2034 1,1993 1,1875 1,2018 1,1931

H max 1,2304 | 1,2304 | 1,2304 | 1,2304 | 1,2304 | 1,2304 | 1,2553 | 1,2041 | 1,2041 | 1,2304 | 1,2304 | 1,2304 | 1,2304 | 1,2304 | 1,2304

) 0,9741 | 0,9841 | 0,9757 | 0,9880 | 0,9602 | 0,9759 | 0,9803 | 0,9842 | 0,9526 | 0,9801 | 0,9831 | 0,9669 | 0,9852 | 0,9621 | 0,9616
Média, J 0,9780 0,9747 0,9724 0,9767 0,9697
Desvio 0,0054 0,0139 0,0173 0,0086 0,0135

padrao




1 1(a) | 1() | 1(c) | 2@ | 2) | 2(c) | 3(@ | 3(b) | 3(c) | 4@ | a) | 4 | 5@) | 5() | 5(c)
Planta (H) | 1,1212 | 1,0995 | 1,0634 | 1,2252 | 1,2177 | 1,2321 | 1,1901 | 1,2136 | 1,2025 | 1,0771 | 1,0220 | 1,0141 | 1,0784 | 0,9924 | 1,0938
Média H 1,0947 1,2250 1,2021 1,0377 1,0549
Hmax | 1,1761 | 1,1461 | 1,1139 | 1,2788 | 1,2553 | 1,2788 | 1,2304 | 1,2788 | 1,2304 | 1,1139 | 1,0414 | 1,0414 | 1,1139 | 1,0414 | 1,1461
) 0,9533 | 0,9593 | 0,9547 | 0,9581 | 0,9701 | 0,9635 | 0,9672 | 0,9490 | 0,9773 | 0,9669 | 0,9814 | 0,9738 | 0,9681 | 0,9530 | 0,9544
Média J 0,9557 0,9639 0,9581 0,9740 0,9585
pDae;;’;Z 0,0031 0,0060 0,0143 0,0073 0,0084
Sedimento
T 0,8299 | 0,9056 | 0,8466 | 0,7851 | 0,7922 | 0,8532 | 0,9149 | 0,9280 | 0,9670 | 0,9625 | 0,8920 | 0,8881 | 0,5557 | 0,6952 | 0,5741
Média H 0,8607 0,8101 0,9366 0,9142 0,6083
Hmax | 0,9031 | 0,9542 | 0,9031 | 0,8451 | 0,8451 | 0,9031 | 0,9542 | 1,0000 | 1,0414 | 1,0414 | 0,9542 | 0,9542 | 0,6990 | 0,6990 | 0,7782
) 0,9190 | 0,9490 | 0,9374 | 0,9290 | 0,9374 | 0,9447 | 0,9588 | 0,9280 | 0,9286 | 0,9242 | 0,9348 | 0,9307 | 0,7951 | 0,9946 | 0,7377
Média J 0,9351 0,9370 0,9384 0,9299 0,8425
Desvio 0,0152 0,0078 0,0176 0,0053 0,1348

padrdo




2 1(a) | 1(b) | 1(c) | 2@ | 2() | 2(c) | 3(a) | 3() | 3(c) | 4(a) | 4(b) | 4(c) | 5(a) | 5(b) | 5(c)
Planta (H) | 1,1925 | 0,9495 | 1,1567 | 1,0828 | 1,0784 | 1,0239 | 1,1982 | 1,1473 | 1,1088 | 0,9914 | 1,0505 | 1,0295 | 1,0998 | 1,1065 | 0,9955
Média H 1,0996 1,0617 1,1514 1,0238 1,0673
Hméx | 1,2304 | 1,1761 | 1,2304 | 1,1461 | 1,1139 | 1,0792 | 1,2304 | 1,2041 | 1,1461 | 1,0414 | 1,0792 | 1,0792 | 1,1461 | 1,1461 | 1,0414

() 0,9692 | 0,8074 | 0,9401 | 0,9447 | 0,9681 | 0,9488 | 0,9738 | 0,9528 | 0,9674 | 0,9520 | 0,9735 | 0,9539 | 0,9596 | 0,9655 | 0,9559
Média J 0,9055 0,9539 0,9647 0,9598 0,9603
E;j;’;‘; 0,0863 0,0125 0,0108 0,0119 0,0048
Sedimento

T 1,1354 | 0,9741 | 1,0584 | 0,9490 | 1,0590 | 1,0424 | 1,1367 | 1,1248 | 1,1468 | 1,0503 | 1,0676 | 1,0600 | 0,9116 | 0,9999 | 0,9396
Média H 1,0560 1,0168 1,1361 1,0593 0,9504
Hméx | 1,1761 | 1,0414 | 1,1139 | 1,0414 | 1,139 | 1,0792 | 1,1761 | 1,1761 | 1,1761 | 1,1139 | 1,1461 | 1,1761 | 0,9542 | 1,0414 | 1,0000

() 0,9654 | 0,9354 | 0,9502 | 0,9112 | 0,9507 | 0,9660 | 0,9665 | 0,9564 | 0,9751 | 0,9428 | 0,9315 | 0,9013 | 0,9553 | 0,9601 | 0,9396
Média J 0,9503 0,9426 0,9660 0,9252 0,9517
Desvio 0,0150 0,0282 0,0093 0,0215 0,0108

padrao




