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RESUMO

O ambiente marinho ¢ caracterizado por possuir parametros tipicos, como alta pressao,
salinidade, temperatura, auséncia de luz, entre outros e por possuir uma enorme diversidade
de microrganismos. Estudar a comunidade bacteriana marinha ¢ de suma importancia para
compreender a estrutura e o padrdo de distribuicio dessa comunidade. A diversidade
bacteriana marinha pode ser mais bem estudada, combinando técnicas convencionais e
técnicas que empreguem tecnologias modernas para sua melhor compreensdo. Portanto, este
estudo buscou analisar a comunidade microbiana marinha de um dos tnicos afloramentos
rochosos existente no Estado do Parand, encontrado no Parque Nacional Marinho das Ilhas
dos Currais, a qual foi estudada pela primeira vez, através da utilizagdo de uma metodologia
inovadora como o sequenciamento do gene 16S rRNA e ainda o emprego das estruturas
denominadas de ARMS, para a captura passiva das amostras a serem analisadas em dois
pontos dentro do parque (Ponto RAM e Ponto Currais). Foram identificados 36 diferentes
tipos de filos na amostra total do ponto de coleta RAM e 34 diferentes tipos de filos na
amostra total do ponto de coleta Currais. Ambos os pontos apresentaram como mais
representativos os seguintes filos: Proteobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes,
Acidobacteria e Verrucomicrobia. Foi possivel identificar 74 diferentes classes no ponto
RAM e 77 no ponto Currais. Com prevaléncia para as classes pertencentes ao filo
Proteobacteria em ambos os pontos: Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria,
Deltaproteobacteria. A classificagdo em nivel de género do ponto RAM contabilizou um total
de 309 diferentes possiveis géneros, contando com as OTUs que ndo foram atribuidas a
nenhum género encontrado no Banco de dados SILVA 132. J4 no ponto Currais foram
identificados 333 possiveis géneros. Todos esses dados sdo tnicos no afloramento rochoso
das Ilhas dos Currais, esses dados contribuem diretamente para o conhecimento sobre a
biodiversidade microbiana em ambientes recifais rochosos e podem contribuir ainda para o
desenvolvimento de estudos sobre a dindmica ecologica e ecossist€émica da comunidade
microbiana marinha no litoral paranaense.

Palavras-chave: Microbiota marinha. 16S rRNA. Metagendmica. ARMS.



ABSTRACT

The marine environment is characterized by having typical parameters, such as high
pressure, salinity, temperature, absence of light, among others, and by having a huge diversity
of microorganisms. Studying the marine bacterial community is of paramount importance to
understand the structure and distribution pattern of that community. Marine bacterial diversity
can be better studied, combining conventional techniques and techniques that employ modern
technologies for their better understanding. Therefore, this study sought to analyze the marine
microbial community of one of the only rocky outcrops in the State of Parand, found in the
Marine National Park of the Currais Islands, which was studied for the first time, using an
innovative methodology such as sequencing of the 16S rRNA gene and also the use of
structures called ARMS, for the passive capture of samples to be analyzed at two points
within the park (Ponto RAM and Ponto Currais). 36 different types of phyla were identified in
the total sample of the RAM collection point and 34 different types of phyla in the total
sample of the Currais collection point. Both points presented the following phyla as most
representative:  Proteobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes, Acidobacteria and
Verrucomicrobia. It was possible to identify 74 different classes at the RAM point and 77 at
the Currais point. With prevalence for the classes belonging to the phylum Proteobacteria in
both points: Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria. The gender
level classification of the RAM point accounted for a total of 309 different possible genres,
including OTUs that were not assigned to any gender found in the SILVA 132 database. In
the Currais point, 333 possible genres were identified. All these data are unique in the rocky
outcrop of the Currais Islands, these data directly contribute to the knowledge about microbial
biodiversity in rocky reef environments and may also contribute to the development of studies
on the ecological and ecosystem dynamics of the marine microbial community on the Parana
coast.

Key-words: Marine microbiota. 16S rRNA. Metagenomic. ARMS.
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1 INTRODUCAO

A humanidade estd vivendo em uma grave crise socioambiental, ao passo que o
pensamento humano vem passando por diversas mudangas quanto ao quesito meio ambiente.
A populagdo ja passou por varios eventos de destrui¢do, desigualdades, desemprego e fome,
levando véarias nagdes a buscarem melhores condigdes de vida para sua populacdo
(KRONEMBERGER, 2011). Porém, esta melhoria tornou-se sinonimo de desenvolvimento,
fazendo com que a partir da primeira metade do século XX, essa palavra fosse atrelada por
muitos economistas da época como um processo de mudanga quantitativa da estrutura
econdmica e social (KRONEMBERGER, 2011). Esse entendimento deixou menos explicito
seu real significado de mudangas e transformagdes de ordem econdmica, politica e
principalmente humana, social e ambiental (RODRIGUES, 2012).

Esse pensamento resultou em diversos problemas ambientais, tais como: exploracao
irracional dos recursos naturais, destrui¢do da camada de ozonio, contaminacdo de rios e
mares, perda da biodiversidade, devastacdo das florestas, dentre outros (ZHOURI et al.,
2005). O ser humano tratou por muito tempo o meio ambiente como algo separado de sua
existéncia, como algo que se possa viver distanciados, tornando assim a "dominagdo do meio

ambiente" como seu motivador existencial. Porto-Gongalves (2011) disserta que:

Desenvolvimento ¢ o nome sintese da ideia de dominacdo da natureza. Afinal ser
desenvolvido € ser urbano, ¢ ser industrializado, enfim, é ser tudo aquilo que nos
afasta da natureza e que nos coloque diante de constructos humanos, como a cidade,
como a industria (...) (PORTO-GONCALVES, 2011, p. 24-25).

Esse periodo de transformagdes em que a sociedade atravessa parece clamar por um
novo paradigma de desenvolvimento. O componente ambiental da crise € proveniente de
demandas sociais resultantes da combinacdo entre um padrdo de consumo insustentavel, em
particular nos paises desenvolvidos, com a tenacidade da pobreza em paises em
desenvolvimento, como declarado no relatério da Avaliagdo Ecossistémica do Milénio (MEA,
2005). Desta forma, ¢ possivel assemelhar a existéncia de uma relacdo mutuamente
excludente entre desenvolvimento socioecondmico ¢ conservacao do meio ambiente. Assim,
predomina um entendimento que conservar o meio ambiente implica em obstaculos ao
desenvolvimento e geracao de renda, e vice-versa. O desenvolvimento que ¢ baseado a custa

da degradacdao do meio ambiente ¢ insustentavel, especialmente na sociedade atual, nos quais
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0 consumismo se tornou um valor e as demandas de consumo aumentam em uma relacao
desmedida com o elevado aumento populacional (BAUMAN, 2011).

Com o mau uso da terra, em sua maior parte decorrente das demandas de consumo e
dos interesses que movem o mercado, resultou no surgimento de 35 hotspots globais de
biodiversidade, ou seja, espacos geograficos com elevada diversidade de espécies, altas taxas
de endemismo e grande propor¢do de habitats degradados (MITTERMEIER et al., 2011). O
Brasil possui dois hotspots, a Mata Atlantica e o Cerrado (SCARANO e CEOTTO, 2016).
Atualmente, o modelo de desenvolvimento tradicional ameacga extensas coberturas naturais do
planeta, visualizadas como fronteiras de expansdao econdmica. Pode-se citar a Amazodnia
brasileira como o maior exemplo dessa segunda categoria (NEPSTAD et al., 2009).

A conservagdo do meio ambiente deve ser reconhecida como parte essencial ao
desenvolvimento sustentavel, logo a biodiversidade assume seu papel central na atualidade. A
biodiversidade - termo cunhado pelo cientista norte-americano Edward O. Wilson (nascido
em 1929) para definir a diversidade bioldgica em varios niveis (ecossistemas, espécies e
genes) - ¢ particularmente rica no Brasil. Essa biodiversidade, por sua vez, ¢ a garantia da
oferta de diversos servigos ecossistémicos que sdo vitais para a sobrevivéncia e o bem-estar
humano. O Brasil ¢ um pais megadiverso, ndo surpreende que seja o pais que contém também
a maior propor¢ao de agua doce superficial (12%), seja o segundo maior produtor de
alimentos e possua o maior estoque de carbono (SCARANO et al., 2010;2012).

A biodiversidade possui uma grande importancia ambiental, econdmica, social e até
mesmo cultural. No dmbito das fungdes ambientais apresentadas pela biodiversidade, ndo se
pode esquecer que ela ¢ essencial para o funcionamento e equilibrio de todos os ecossistemas
do planeta (ADAMS et al., 2004). Sabe-se, que todos os seres vivos possuem uma parcela na
participagdo da cadeia alimentar, e que quando ocorre a retirada de um organismo podera
desencadear um desequilibrio ecoldgico. Dentro dessa biodiversidade, encontramos os
microrganismos, seres de tamanhos extremamente reduzidos, muitas vezes incapazes de
serem percebidos a olho nu. Segundo Ferreira (2014), os microrganismos foram os primeiros
seres a colonizarem a Terra, ¢ com o tempo se tornaram o grupo mais abundante e
diversificado de organismos, os quais habitam praticamente todos os tipos de ambientes,
inclusive 0os que extrapolam o limite de sobrevivéncia de animais e plantas, incluindo
ambientes com altas e baixas temperaturas, ambientes abissais e areas quimicamente

contaminadas.



20

Os microrganismos encontrados nos ecossistemas marinhos desempenham papéis
centrais nas cadeias alimentares, assim como nos ciclos biogeoquimicos, como, por exemplo,
os ciclos do carbono e nitrogénio (WHITMAN et al., 1998). Os microrganismos marinhos
podem ser encontrados tanto em vida livre como em relagdes de simbiose com outros
organismos, como camardes, esponjas, foraminiferos, peixes, poliquetas, entre outros. Aqui se
destaca a associacdo destes organismos aos ambientes recifais, os quais apresentam uma
microbiota bastante biodiversa (ROHWER et al., 2002) e que vem sendo crescentemente
estudada. Para Marhaver et al. (2008), o interesse no estudo pela microbiota associada aos
ambientes recifais cresceu devido a confirmag¢do que estes podem ser patogé€nicos ou
mutualistas, quando servem-se dos restos de alimentos dos organismos encontrados nesse
habitat, os quais realizam fixacdo de nitrogénio, producdo de vitaminas e substancias
antimicrobianas.

Sao poucos os trabalhos que cingem o ecossistema marinho brasileiro acerca deste
assunto, mesmo 0 nosso pais possuindo ecossistemas marinhos Unicos, que englobam desde
recifes de corais com altos niveis de endemismo até amplas areas de manguezais ainda
conservadas (ALVARENGA et al., 2015). Desta forma, trabalhos recentes tém mostrado que
a diversidade microbiana brasileira vem sendo estudada, principalmente no que diz respeito as
comunidades microbianas associadas a sedimento (DIAS et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2009), rochas (von der WEID et al., 2008), solos (OLIVEIRA et al., 2006; ABOIM et al.,
2008) , plantas (ANDREOTE et al., 2009) e algumas espécies de corais (BOURNE e MUNN,
2005; REIS et al., 2009).

Portanto, o presente estudo procurou caracterizar a diversidade da microbiota
encontrada no ecossistema marinho no conjunto de Recifes Artificiais Marinhos (RAM) e no
interior no Parque Nacional Marinho (PARNAMAR) das Ilhas dos Currais, a pesquisa enfoca
as comunidades bacterianas identificadas através de abordagens metagendmicas e a utilizagao
de metodologia inovadora de coleta passiva de ambientes recifais com a utilizacdo dos

Autonomous Reef Monitoring Structures (ARMS).
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1.1 JUSTIFICATIVA

O conhecimento da biodiversidade marinha paranaense baseia-se principalmente em
estudos relacionados com produtividade pesqueira e riqueza de espécies ocorrentes no
Complexo Estuarino de Paranagud e praias vizinhas (PINHEIRO, 2005), deixando os estudos
sobre diversidade da microbiota marinha muito atras dos outros grupos estudados. Os
microrganismos marinhos desempenham papeis de grande importdncia nos ciclos
biogeoquimicos, como, por exemplos, os ciclos do carbono e nitrogénio (WHITMAN et al.,
1998). Sdo poucos os trabalhos que cingem o ecossistema marinho brasileiro relacionado com
a microbiota (ALVARENGA et al., 2015). Para minimizar as perdas da biota marinha por
fatores diversos, foram criados os “Recifes Artificiais Marinhos” ou como sdo popularmente
chamados de “RAM?”, os quais foram instalados dentro da area do PARNAMAR das Ilhas dos
Currais. Sao estruturas de materiais construidos pelo ser humano, que quando dispostos no
ambiente marinho fornecem substrato para a colonizacdo de diversos organismos, criando um
ambiente artificial similar aos recifes naturais, ou seja, sdo estruturas criadas com o proposito
de imitar algumas caracteristicas dos recifes naturais (SALE, 2005).

Acredita-se que os microrganismos possuem um importante papel fisioldgico e
ecoldgico dentro dos ecossistemas recifais relacionados a nutricdo e a defesa (COFFROTH,
1990; RITCHIE, 2006). Alguns organismos marinhos contém bactérias capazes de fixar
nitrogénio quando a concentragdo de oxigénio intracelular esta baixa (LESSER et al., 2004) e
outros microrganismos sao produtores de toxinas e antibidticos contra predadores e/ou
competidores (KELLOGG, 2004; RITCHIE, 2006). Portanto, compreender como a associagao
entre 0os microrganismos € os ambientes recifais ocorre ao longo do tempo ¢ de grande
importancia para entender a sucessdo ecologica nos ecossistemas recifais (BOURNE e
MUNN, 2005).

Baseado no pressuposto que o ambiente marinho possui uma ampla variedade
bacteriana, parte-se da hipotese de que a diversidade microbiana encontrada no PARNAMAR
das Ilhas dos Currais e no conjunto de Recifes Artificiais Marinhos apresente uma grande
diversidade microbiana. Assim, o presente estudo visa analisar a diversidade bacteriana
através de andlises do gene 16S rDNA e testar pela primeira vez a estrutura denominada de

ARMS, para a coleta passiva da amostra microbiana sem danos a comunidade incrustante.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar taxonomicamente a microbiota encontrada no Conjunto de Recifes
Artificiais Marinhos e no interior do PARNAMAR das Ilhas dos Currais, utilizando ARMS

(Autonomous Reef Monitoring Structures) e sequenciamento dos genes 16S rDNA.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. Extrair o DNA total de material bentonico aderido ao dispositivo ARMS
instalados no PARNAMAR das Ilhas dos Currais;

B. Caracterizar a diversidade das bactérias, através da técnica de sequenciamento

da regido 16S rDNA;

C. Realizar a analise da comunidade microbiana encontrada no PARNAMAR das

Ilhas dos Currais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESENVOLVIMENTO TERRITORIAL SUSTENTAVEL: UMA ANALISE DA
RELACAO DO PENSAMENTO HUMANO PARA COM O MEIO AMBIENTE

Segundo Boff (2011), atualmente ¢ questdio de sobrevivéncia falar em
sustentabilidade. Dessa forma, buscou-se sistematizar e problematizar a discussdo sobre os
agravos provocados pela sociedade ao meio ambiente, despertar uma realidade que requer
planejamento, bem como responsabilidade para com o fator desenvolvimento. Certamente, ja
se ouviu falar muito em sustentabilidade no meio de diversos contextos. Contudo, essa nao
deve ser utilizada para conter ou regular a a¢do antrdpica, uma vez, que para a compreensao
de um desenvolvimento sustentavel, traz-se uma discussdo sobre uma nova relacdo entre
Homem e Meio Ambiente, onde haja um desenvolvimento que atenda as necessidades basicas
da populagdo, respeitando a capacidade dos recursos naturais, para que estes ndo acabem se
exaurindo.

Pode-se dizer que os processos territoriais € de desenvolvimento sdo interativos,
contraditorios, conflitantes e estdo se movendo através da economia, politica e cultura
(DEMATTEIS e GOVERNA, 2005). Aparentemente o territorio corresponde a primeira
sensacdo de que temos posse de algo, ¢ o concreto que se torna visivel (SAQUET, 2013).
“Desde a ocupagdo do planeta pela humanidade, a compreensdo da espacialidade ¢ vinculada
a interven¢do do homem no meio ambiente, ou seja, a forma como modificamos cada espago”
(NAVES e BERNARDES, 2014). Dessa forma, ¢ possivel relatar que a atual forma em que
nosso planeta se encontra ¢ resultado do modo de como a humanidade se vé e se relaciona
com a natureza. O pensamento que reinava nos primordios da civilizagdo era de que o ser
humano estava no centro de tudo (homocentrismo), acima do bem ¢ do mal, e bem acima das
demais formas de vida existentes no planeta, por esse motivo deveria assumir o papel de
dominador da natureza através do trabalho. Nessa perspectiva, a natureza era vista somente
como um recurso inesgotavel, criada para servir aos prazeres da humanidade. Fazendo com
que o meio ambiente fosse encarado como simples meio de producao, gerador de riqueza para
o Homem. Sua utiliza¢do - em forma e intensidade - ficava dessa forma subordinada aos
interesses econdmicos. E a ciéncia econdmica fundamentando-se no calculo econdmico, isto

¢, nos valores de troca, esquecendo os valores de uso (COMELIAU e SACHS, 1988).



24

Podemos dizer que a visdo de creditar ao ser humano uma parcela significativa de
culpa dos drasticos acontecimentos ao meio ambiente ¢ devida a consequéncia da ideia de que
¢ a partir do desenvolvimento das tecnologias e sua multiplicagdo socioespacial que as
catastrofes e desastres ambientais vém ocorrendo de forma surpreendente. Portanto, as
questdes relacionadas aos aspectos ambientais sao hoje associadas ao desenvolvimento da
civilizacdo, as crises sociais, econdmicas e politicas que as acompanham, da mesma maneira,
que a degradacdo do meio ambiente deixa ser apenas um problema relativo a natureza e ganha
a dimensao de um problema socioambiental (NAVES e BERNARDES, 2014).

Segundo Leff (2007), ha uma 6bvia relacao entre o desenvolvimento da civilizagao e a
degradagdo ambiental. “A problematica ambiental — a polui¢do e degradag¢dao do meio, a crise
de recursos naturais, energéticos e de alimentos — surgiu, nas ultimas décadas do século XX,
como uma crise de civilizagdo, questionando a racionalidade econdmica e tecnoldgica
dominante” (LEFF, 2007, p.61). Segundo o mesmo autor, os agravos ambientais acarretam
mudangas globais que comprometem a manutengdo de diversos sistemas socioambientais,
prejudicando a sustentabilidade do planeta. Mas, ele considera que tal situagdo esta
intimamente vinculada ao modo como se compreende e se estabelece uma relagdo entre as
agoes ou modo de existir humano e o meio ambiente. Leff (2007), frisa a necessidade de se
buscar novos valores e conhecimentos que visem ao estabelecimento de processos de gestao
dos recursos naturais que suplantam o modo capitalista de racionalidade produtiva. Portanto,
faz-se necessario evidenciar a relagdo do homem com espaco geografico, sobretudo a
concepcao de natureza que ela traz, para elucidar os caminhos dos novos processos que se
fazem presentes na sociedade contemporanea, promovendo a discussdo sobre a questdo
ambiental e seus desdobramentos.

Mundialmente, foi a partir da década de 1960 no século XX que os movimentos
ambientais ganharam maior notoriedade, pois foi a partir da “denincia do viés
economicista/produtivista ainda hoje profundamente enraizados nos nossos sistemas de
planejamento e gestdo, que o meio ambiente passou a ser considerado como uma dimensao
constitutiva das politicas de desenvolvimento” (VIEIRA, 2013, p.122). J& no Brasil, o
movimento ecoldgico surgiu na década de 1970 no século XX sob duas bases: a primeira na
presenca do Estado interessado nos investimentos estrangeiros, os quais s6 eram enviados se o
pais adotasse medidas preservacionistas; a segunda pelos movimentos sociais gatchos e

fluminenses com a contribuicdo dos exilados politicos um movimento politico ou filosoéfico
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que tem como uma de suas principais caracteristicas as preocupacdes ambientais,
reivindicando e legitimando-as (GONCALVES, 2000).

Foi em 1972, em Estocolmo na Suécia que houve a legitimag¢do das preocupacdes
ambientais na Conferéncia das Nagoes Unidas sobre o Meio Ambiente, buscando solugdes
para as desigualdades sociais e econdmicas entre paises desenvolvidos (1° Mundo) e
subdesenvolvidos (3° Mundo), bem como os elevados indices de polui¢do atmosférica e a
escassez dos recursos naturais. Segundo Rodrigues (1994, p. 120), a Conferéncia das Nagdes
Unidas sobre o Meio Ambiente proclamou “o direito universal de todos os povos aos recursos
naturais da Terra”. No relatorio Brundtland de 1987, as desigualdades sdao os maiores
problemas ambientais e a pobreza ¢ a causa e o efeito dos problemas ambientais, nesse
relatorio foi apresentada uma proposta de desenvolvimento, que poderia manter o progresso
humano no planeta inteiro para as proximas geragdes, denominado como “Desenvolvimento
Sustentavel”, sendo este o ponto principal para Conferéncia das Na¢des Unidas sobre o Meio
Ambiente e o Desenvolvimento realizada no Rio de Janeiro 1992 ou “ECO-92”.

Para atingir o desenvolvimento sustentavel ¢ necessario retomar o crescimento
econdmico; alterar a qualidade do desenvolvimento; atender as necessidades essenciais de
emprego, alimentagdo, energia, agua e saneamento; manter um nivel populacional sustentavel,
conservar ¢ melhorar a base de recursos; reorientar a tecnologia e administrar o risco; incluir o
meio ambiente € a economia no processo de tomada de decisdes. SO assim, afirmam, se
atingird o desenvolvimento sustentdvel considerado como aquele que atende as necessidades
do presente sem comprometer a possibilidade de as geracdes futuras atenderem a suas
proprias necessidades (RODRIGUES, 1994, p. 119-126). O desenvolvimento sustentavel se
configura como uma alternativa ao significado de “crescimento econdmico”, apontando que,
sem o0 meio ambiente, nada pode ser produzido de forma concreta. Notoriamente, o ponto
exato onde a economia se localizara depende de consideragdes morais pertencentes aos
interesses de geragdes presentes e futuras (CAVALCANTI, 1999).

Nesta linha de pensamento pode-se dizer que ¢ praticamente impossivel dissociar a
relacdo homem e meio ambiente. Tanto que a popular afirmacdo do gedgrafo Ruy Moreira
(1994, p.81) “[...] a natureza esta no homem e o homem est4d na natureza [...]” € inegédvel e
revela que a relagao entre ambos se realiza de forma intrinseca. Portanto, o atual momento do
desenvolvimento capitalista, crescimento demografico, industrializagdo, poluicao/degradagao,
recursos exaurindo, refere-se ao descomedimento capitalista sob a ciéncia e tecnologia. Ainda

assim, outras ciéncias emergem no viés do desenvolvimento sustentavel para unificar os
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conceitos referentes a natureza, através de um equilibrio entre a relagdo homem e meio
ambiente (BERNARDES e FERREIRA, 2005).

A degradagao ambiental ¢ manifestada como o sintoma de uma crise da civilizagdo. A
questao ambiental conduz a problematizagdo das bases de produgdo, apontando uma
reorganizacao dos paradigmas econOmicos para que possa ser possivel a idealizagdo de um
futuro onde as bases econdmicas estejam fundidas com as questdes ambientais, garantird um
futuro para as novas geragdes (LEFF, 2011). Mota (2006) revela que o meio ambiente nas
primicias de seus diversos ecossistemas e habitats, fornece para a sociedade um agregado de
servicos e produtos, dos quais, por exemplo, € base para, derivados medicinais, alimentacao,
lazer, entre outros. Todavia, esses elementos estdo sujeitos a deterioracdo ao longo da
utilizacdao desenfreada do ser humano. Como visto, as atividades humanas e economicas tém
causado danos muitas vezes irreversiveis para o meio ambiente, através da superexploragao
dos recursos naturais, acarretando a perda da biodiversidade, muitas vezes sem nem conhecer
e compreender a ecologia desses espécimes.

E através desse contexto que pesquisas envolvendo ecologia e diversidade, atrelados
aos pilares do desenvolvimento sustentavel, possuem suma importancia, pois o conhecimento
da biodiversidade local pode possuir grandes potenciais de usos e de propagacdo, além de
contribuir no equilibrio do ecossistema estudado, podendo gerar a agregar valor aos produtos

locais obtidos através do meio ambiente.

2.2 BIODIVERSIDADE MARINHA: A PERDA

O termo biodiversidade e/ou diversidade bioldgica, representa ndo apenas as espécies,
mas também os niveis genéticos e ecossistémicos, o qual € o resultado de milhdes de anos de
evolucdo biologica e genética. Segundo a Convengao sobre Diversidade Bioldgica (CDB), um
dos mais importantes documentos internacionais relacionados ao meio ambiente, diversidade

biologica ou biodiversidade ¢ definida como:

“a variabilidade de organismos vivos de todas as origens, compreendendo, dentre
outros, 0s ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas aquaticos ¢ os
complexos ecologicos de que fazem parte; compreendendo ainda a diversidade
dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemas” (BRASIL, 2000).
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A biodiversidade total em estimativa mundial varia entre 3 ¢ 100 milhdes de espécies,
atualmente a melhor estimativa ¢ de 13 milhdes (UNITED NATIONS ENVIRONMENT
PROGRAMME, 1995). Os trépicos possuem a maior parte da biodiversidade a ser
descoberta, no Brasil estima-se que existam mais de trés milhdes de espécies, muitas ainda
desconhecidas pelos pesquisadores. Do total de 1,5 milhdo de espécies ja catalogadas no

mundo todo, o Brasil detém cerca de 20% (WWF, 2006).

E no ambiente marinho que se encontra a maior diversidade de organismos em termos
de linhagens filogenéticas (JOLY et al., 2011). Dos 35 filos de animais conhecidos, apenas
um nao ¢ encontrado no ambiente marinho, o constituido pelos vermes Onychophora estao
integralmente ausente dos oceanos (BALDAUF, 2003). No entanto, o nimero de espécies
marinhas conhecidas ¢ moderadamente baixo, em torno de 200 mil, independentemente de o
nimero de estudos acerca da biodiversidade tenha aumentado de modo significativo, durante
as ultimas duas décadas, somente uma pequena fracdo refere-se ao ambiente marinho

(RADULOVICI et al., 2010).

A costa brasileira possui cerca de 9.198 km de extensao, sem contabilizar as diversas
ilhas e arquipélagos, e ainda aproximadamente 800 mil km® de plataforma continental
(AB'SABER, 2001). O conhecimento da biodiversidade no ambiente marinho ainda é muito
limitado no Brasil, especialmente em regides mais profundas. Este ambiente apresenta uma
grande reserva de biodiversidade que pode vir a ser explorada de forma sustentavel, como
fonte de recursos renovaveis, incluindo fonte de diversos farmacos, alimentos e produtos

naturais (JOLY et al., 2011).

Mesmo a biologia marinha tenha se tornado uma nova fronteira de estudos com
implicacdes globais, esta biodiversidade tem sofrido diversas ameagas, como superexploracdo
do pescado, degradacdo de habitats, poluicdo, aquecimento global, organismos invasores,
entre outros (LOPES, 2009; JOLY et al., 2011). Para Joly et al. (2011), a regido costeira tem
sido demasiadamente atingida pelas interven¢des humanas, com destaque para a ocupacao
costeira sem planejamento e infraestrutura e também um turismo ndo sustentado. Outras
intervengdes humanas tém exercido impactos profundos em habitats marinhos, como a

deterioragdo de mangues e de recifes de coral, impactando diretamente a pesca local.
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A pesquisa sobre a biodiversidade marinha brasileira ¢ principalmente relacionada
com inventarios, taxonomia e ecologia, contudo existem pesquisas em diversas frentes que
incluem: estoques pesqueiros, bioprospeccdo, modelagem e genética. Os estudos com a
biodiversidade marinha vém crescendo gradativamente, necessitando com que haja o uso de
ferramentas moleculares para auxiliar na identificagdo das espécies (STOKSTAD, 2010).
Contudo, segundo a base de dados do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPQ) quanto aos grupos de pesquisa relacionados com a biodiversidade

marinha:

...existem cerca de 114 grupos trabalhando em areas relacionadas a biodiversidade
marinha no Brasil, incluindo principalmente taxonomia e ecologia, mas também
existem grupos trabalhando com genética, bioprospec¢dao e ecotoxicologia, entre
outros. Esses grupos obviamente se concentram nos estados localizados na regido da
costa da seguinte forma: 48,4% no Sudeste (sendo 28% no Rio de Janeiro ¢ 20,4%
em Sao Paulo); 30% no Nordeste; 18% no Sul e 3,6% no Norte. (JOLY et al., 2011,
p. 124)

A biodiversidade marinha ¢ de suma importancia para a vida no planeta, ¢ ela quem
suporta 0 ambiente em que vivemos ¢ do qual todos os organismos existentes dependem.
Através da biodiversidade marinha ¢ possivel obter alimentos, vestimentas, moradia,
medicamentos, energia, transporte e muito mais. Logo, ¢ imprescindivel que haja a
conservagdo dessa biodiversidade e para tanto, ¢ de extrema necessidade um conhecimento
prévio das espécies existentes e suas caracteristicas em todos as habitats possiveis (VIANA,

2015).

Mesmo vivenciando a degradacdo que afeta a biodiversidade brasileira e mundial,
ainda ¢ possivel encontrar lugares onde h4 remanescentes de vegetacdo nativa bem
conservada, a qual proteja a costa litoranea, como ¢ o caso do litoral do Estado do Parana. O
mesmo esta inserido em um dos 34 hotspots mundiais de biodiversidade prioritarios para a
conservagdo global, o Bioma Mata Atlantica (MYERS et al. 2000; MITTERMEIER et al.
2004). O litoral paranaense apresenta um dos ultimos remanescentes de Mata Atlantica
costeira brasileira, ainda preservadas (TIEPOLO, 2015). O litoral paranaense ¢ composto por
sete municipios (Guaraquecaba, Antonina, Morretes, Paranagud, Pontal do Parand, Matinhos e
Guaratuba), totalizando aproximadamente 6.058,043 km?, apresentando uma diversidade de
usos e ocupagdes de seu territorio como: atividades portudrias, pesqueiras, turismo e

conservacgao da natureza (SANTOS e QUADROS, 2016).
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O Estado do Parana possui uma das menores costas brasileira, e apresenta uma certa
escassez de habitas consolidados (SILVA, 2001), porém o litoral paranaense apresenta um
ecossistema marinho responsavel por incrementar e suportar uma grande biodiversidade
(DAJOZ, 1983). Contudo, os povos tradicionais que habitam na sua costa sofrem com o nao
reconhecimento de suas tradicdes como a pesca artesanal, invasdo de espécies exoticas,
desastres ambientais como derrames de 6leo e ainda sofrem com a pesca industrial de outros
estados, comprovando com isso, uma politica de abandono premeditado estabelecido nesta

localidade da costa brasileira.

Monteiro (2014), declara que uma das modalidades de atribuir valor economico a
biodiversidade ¢ a bioprospec¢do, a qual almeja a busca por organismos, enzimas, genes,
compostos, partes proveniente da diversidade bioldgica e processos, que possam vir a ter
algum potencial economico, podendo trazer com sua utilizacdo o desenvolvimento de um
produto que possa ser possuida pela populagdo. A partir do instante em que o processo de
agregar um valor justo a biodiversidade, através da importancia da sua utilidade, desencadeara
um apre¢o e incentivo a conservagdo do meio ambiente. Tornando assim, o levantamento da
biodiversidade de um determinado habitat de suma importancia, despertando a importancia
de destacar formas de trazer o desenvolvimento sustentavel em torno da constru¢ao de novos
farmacos e biotecnologias provenientes da diversidade local, trazendo consigo o almejo do
ecodesenvolvimento, ou seja, trazendo niveis minimos de degradacdo ao meio ambiente,
respeitando os limites de regeneracdo e reproducdo dos espécimes existentes nesta localidade,

gerando dessa forma o minimo de impacto para a populagdo atual e para as geragdes futuras.

2.3 MICROBIOLOGIA MARINHA

A microbiologia ¢ a ciéncia que estuda os organismos que ndo sao possiveis de serem
vistos a olho nu, os entdo chamados microrganismos entre eles estdo eucariontes unicelulares
e procariontes, tais como as bactérias, fungos e virus (WOESE, 1994). Os microrganismos
estdo representados nos trés grandes grupos da arvore da vida: Archaea, Bacteria e Eucarya.

(FIGURA 1)

FIGURA 1- ARVORE FILOGENETICA UNIVERSAL
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BACTERIA

) FONTE: Adaptado de PACE (1997).
LEGENDA: Arvore filogenética universal baseada nas sequéncias de 16S ¢ 18S rRNA, mostrando 64
sequéncias de rRNA de todos os dominios filogenéticos conhecidos.

Em 1990, Carl Woese propds um esquema classificativo, denominado de “Sistema dos
Trés Dominios”, designado para diferenciar os reinos taxonomicamente através de trés
grandes clados chamados entdo por dominios. O dominio Archaea, abarca os seres vivos
unicelulares morfologicamente semelhantes as bactérias, contudo que possuem genética e
bioquimica tdo distante destas como dos eucariontes (TAUER e BENNER, 1997;
SCHLEIFER, 2009). O dominio Bacteria, é considerado a primeira forma de vida a surgir na
Terra (MARGULIS e SAGAN, 2002, p. 91) e estdo presentes em praticamente todos os
habitats, possuem apenas alguns micrometros de comprimento e formas variadas que vao

desde esferas e espirais a bastdes (CARVALHO, 2010). Tanto o dominio Archaea quanto o
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Bacteria, possuem organismos procariotos (i.e. que apresentam parede celular rigida e sem a
presenga de uma membrana nucleica para limitar o DNA) (CARVALHO, 2010). Por ultimo,
o dominio Eucarya, representa todos os seres vivos com células eucaridticas (i.e. com um
nucleo celular rodeado por uma membrana onde o material genético ¢ compartimentado,
separado do citoplasma e com diversas organelas em sua volta), nesse grupo estdao incluidos
organismos como as algas unicelulares, fungos, protistas flagelados e ciliados, plantas e
animais (ALMEIDA, 2009).

Os microrganismos sdo considerados os seres com maior diversidade genética
existente entre os seres vivos, mas, apesar disso, a maior parte das espécies permanece
desconhecida e, além de abundantes, também sdo capazes de se adaptar a muitos ambientes
extremos no oceano (WHITMAN et al., 1998; ROSSELLO-MORA ¢ AMANN, 2001;
KIRCHMAN, 2008). O ambiente mais estudado quando se trata de microrganismos ¢ o
terrestre, devido a facilidade de acesso ao mesmo e quanto os ambientes marinhos que
ocupam grande parte da superficie terrestre, e que sdo responsaveis por diversos processos
ambientais globais, tais como: os ciclos geoquimicos do carbono, nitrogénio, enxofre, ferro

etc. (MADIGAN et al., 2010) sao relativamente bem menos estudados (FIGURA 2).

FIGURA 2 - QUANTIDADE DE ESTUDOS COM MICRORGANISMOS MARINHOS NO MUNDO

FONTE: Adaptado de Census of Marine Life (2020).

Segundo Ferreira (2014), estima-se que existam cerca de 1.000.000 de
macrorganismos ¢ dezenas de milhdes de microrganismos nos mares ¢ oceanos. O Censo
Internacional de Microbios Marinhos (ICoMM) descobriu, ao analisar amostras coletadas em

todo mundo, que a diversidade microbiana no oceano pode chegar a exceder todas as
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estimativas anteriores em pelo menos uma ou duas ordens de grandeza. Um unico litro de
agua do mar pode conter 20.000 espécies de bactérias ¢ um grama de areia marinha pode
conter entre 5.000 e 19.000 espécies (Census Of Marine Life, 2020). Com essa elevada
abundancia e diversidade quimica encontrada no ecossistema marinho, pode-se enfatizar a
grande importancia deste ambiente para a prospeccao de novos compostos para a elaboracao

de novos farmacos (LEAL et al. 2012).

24 AMBIENTES RECIFAIS E RECIFES ARTIFICIAIS MARINHOS

O ambiente marinho ¢ considerado o maior habitat contiguo a Terra, abrigando
diversos outros ecossistemas singulares e riquissimos em biodiversidade (HARPER e
HAWKSWORTH, 1995). Contudo, mesmo nao havendo barreiras evidentes no ambiente
marinho, o oceano ¢ um mosaico de habitats que vao desde locais abertos como grandes
conjuntos de corais até locais menores como manguezais, sendo todos mantidos pelas
interacdes das escalas globais entre a atmosfera ¢ o oceano (LONGHURST, 1998). Os
ambientes recifais sdo considerados ber¢arios naturais de diversas espécies marinhas, logo
estdo entre os ecossistemas biologicamente mais diversos, complexos e economicamente
valiosos para a humanidade, apoiando a pesca, protegendo as costas litoraneas, criando
empregos ¢ sdao ainda fontes de novos farmacos (REAKA-KUDLA, 1996). Contudo, eles
sofrem diversas degradacdes advindas do homem tais como: sedimentagdo, poluicdo e
exploragdo de recursos, e ainda as acdes naturais como aquecimento e acidificacdo dos
oceanos (ALBRIGHT et al. 2002). Grande parte da diversidade encontrada nesses ambientes
ainda nado foi identificada e/ou descrita e considerando a perda de diversidade em curso,
grande parte nunca serd. Considerando os recifes coralineos como exemplo, estima-se uma
perda de 19 a 61% da cobertura dos recifes ja tenha sido perdida nas Gltimas décadas, e esses
nimeros s6 tendem a aumentar com o crescimento populacional e o desenvolvimento
desenfreado nas grandes metropoles nas costas litoraneas (CARPENTER, 2008).

O Estado do Parand possui uma das menores costas do Brasil, e possui escassos
ambientes recifais rochosos, as Unicas formagdes de substrato consolidado que emergem em
uma plataforma areno-lodosa extensa nessa regiao sao: Ilha da Figueira, Ilha de Currais e Ilha
de Itacolomis (SILVA, 2001). Devido a escassez de ambientes com substratos consolidados
no litoral do Parana, ocorreu a implantacdo de um sistema de recifes artificiais marinhos

(RAM), essas estruturas artificiais tém sido utilizadas para manter a biodiversidade, podendo
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funcionar, quando empregada corretamente, como uma ferramenta importante na recuperagao
de areas degradadas e no desenvolvimento sustentavel das regides costeiras (MONTEIRO e
CARVALHO, 1989; SEAMAN, 2000). Em diversos paises do mundo, estd sendo
implantados Recifes Artificiais Marinhos (RAM) com a finalidade de viabilizar o aumento do
pescado para os pescadores artesanais, mitigar as perdas de recursos naturais por meio do
incremento do aumento de peixes, atenuar os processos erosivos, estimular o turismo
subaquatico, diminuir a degradacdo causada pela pesca de arrasto, dentro diversos outros
fatores (SINIS et al. 2000). No Brasil, outros estados ja adotaram estes materiais em sua costa,
como ¢ o caso do Ceard, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Sergipe, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sao Paulo e Parand. Estes estados desenvolvem programas de instalagdo de recifes
artificiais marinhos através de parcerias com universidades e organizagdes nao
governamentais, usufruindo de estruturas que vao desde pneus, cascos de embarcacdes e
estruturas que simulam rochas (SANTOS e PASSAVANTE, 2007; ALENCAR et al. 2003).

Os recifes artificiais marinhos, também chamados de RAM, podem ser definidos como
estruturas inseridas no meio aquatico acidental ou propositalmente, com a finalidade de
fornecer substrato consolidado que permita a fixagao de espécies sé€sseis, ou seja, sem nenhum
tipo de locomocgdo, criando dessa forma a oportunidade do surgimento de toda uma
comunidade bioldgica a partir da incrustagao de produtores primarios (CASTANHARI et al.
2012). Os RAMs, quando dispostos no ambiente marinho, fornecem substrato para a
colonizacdo de diversos organismos, criando um ambiente artificial similar aos recifes
naturais (SALE, 2005).

De acordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) do Ministério do
Meio Ambiente (MMA) do Brasil, recifes artificiais sdo definidos como qualquer estrutura
construida ou preparada para instalacio em ambiente subaqudtico que simulam as
propriedades de recifes naturais, tendo como principais finalidades: conservacdo, manejo e
pesquisa; e exploragdo e o aproveitamento sustentavel dos recursos do mar (CASTANHARI
et al. 2012). Os recifes artificiais sdo considerados uma poderosa ferramenta na promogao do
gerenciamento costeiro ¢ no incremento de estoques pesqueiros, a popularizacdo de seu uso
nas atividades pesqueiras abriu novos caminhos para sua utilizacdo (POLOVINA, 1991).

Os RAMs podem funcionar, como ferramentas de mitigacao de areas degradadas e
como atrativos para areas utilizadas por mergulhadores recreativos (SANTOS et al. 2010).

Seu uso pode auxiliar na conten¢do da pesca de arrasto, em locais onde estas praticas sdo
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proibidas, pois inviabiliza o uso da rede no local, causando danos a propriedade do infrator

(WHITMARSH et al. 2008).

2.5 RECIFES ARTIFICIAIS MARINHOS NO LITORAL PARANAENSE

Os recifes artificiais foram instalados pela primeira vez no litoral paranaense através
do "Projeto Recifes Artificiais Marinhos: uma Proposta de Conservagdo da Biodiversidade e
Desenvolvimento da Pesca Artesanal através da Criagdo de um Parque Marinho na Costa do
Estado do Parand", esse processo ocorreu de 1998 a 2002, devido a experiéncia dos
pesquisadores Dr. Frederico Pereira Brandini, que em 1996 coordenava o laboratério de
fitoplanctons do CEM/UFPR e pelo Dr. Ariel Scheffer da Silva, com experiéncias em projetos
de recifes artificiais no Canada, durante seu mestrado na Simon Frase University. O projeto
foi concretizado pela Organizacdo Nao Governamental (ONG) Instituto ECOPLAN e pelo
Centro de Estudos do Mar (CEM) da Universidade Federal do Parana (UFPR), através do
financiamento do Ministério da Ciéncia e Tecnologia mediante o Edital III do Programa de
Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (PADCT) e do Fundo Parana 12 meses,
do governo estadual. Segundo Arten (2012), foram realizados doze langcamentos que
incluiram 1.788 recifes de concreto (dos tipos quadrilateros, Reef Balls, Lindberg, cones,
troncos de piramide), 63 unidades anti arrasto (UAA) e duas barcacas de grande porte. Esta
acao foi realizada na orla proximo aos municipios de Pontal do Parand e Matinhos.

Segundo Brandini (2003) o objetivo deste projeto era “redirecionar o uso dos recursos
pesqueiros com a prote¢do do assoalho marinho contra a pesca de arrasto em areas ilegais e
através da criacdo de areas de exclusdo de pesca e de nlcleos de biodiversidade de fundos
rochosos”. Seguindo esse objetivo, apds alguns anos do inicio da instalacdo dos primeiros
recifes artificiais, surgiu o ‘“Programa de Recuperacdo da Biodiversidade Marinha

(REBIMAR)”, iniciando suas atividades em 2004.

2.6 PROGRAMA DE RECUPERACAO DA BIODIVERSIDADE MARINHA -
REBIMAR

O Programa de Recuperagdo da Biodiversidade Marinha (REBIMAR) ¢ realizado pela

Associacdo MarBrasil, com o patrocinio da Petrobras, por meio do Programa Petrobras
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Socioambiental. O REBIMAR ¢ uma acao coparticipativa entre o governo estadual e federal,
universidades, colonias de pescadores, IBAMA, IAP, Marinha do Brasil e organizagdes do
terceiro setor para tornar a pesca artesanal uma atividade sustentdavel no litoral paranaense
(REBIMAR, 2014). A fundacdo da Associagdo MarBrasil em agosto de 2004 foi uma
consequéncia da experiéncia e pioneirismo na constru¢do e instalacao de recifes artificiais em
larga escala no Brasil, para conservagdo marinha. Entre 2004 e 2008 foi desenvolvido o
licenciamento ambiental e nos anos seguintes foi operacionalizada a logistica e o executado o
monitoramento ambiental do Programa, que obteve uma nova licenca no ano de 2012
(REBIMAR, 2014).

Os Recifes Artificiais Marinhos do Programa REBIMAR foram instalados em 10
pontos longitudinais a linha da costa (FIGURA 3). Foi langado um total de 3.480 blocos de
concretos, onde cada agrupamento continha entre 300 e 400 blocos. As operacdes de
langamento dos recifes comegaram em 2010 e terminaram em dezembro de 2012. O objetivo
geral do Programa REBIMAR ¢ contribuir para a conservacao e recuperagao de espécies
ameacadas da biodiversidade marinha e seus habitats na extensao entre a plataforma rasa dos
estados do Parana e Sao Paulo, por meio de levantamento de informagdes sobre habitats e
espécies marinhas ameagadas, € proposicdo de areas prioritarias para a conservagdo e de

exclusao da pesca.

FIGURA 3 - LOCALIZAGCAO DOS RECIFES ARTIFICIAIS MARINHOS DO PROGRAMA
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Mapa de localizacao dos Recifes Artificiais do Programa REBIMAR
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FONTE: REBIMAR (Programa de Recuperacao da Biodiversidade Marinha).

LEGENDA: Localizagdao com dez pontos de distribui¢do dos blocos para a formagao dos Recifes
Artificiais, cada ponto foi alocado com 300 a 350 blocos de concreto.

2.7 METODOS DE ESTUDO DA MICROBIOTA DO PARNAMAR DAS ILHA DOS
CURRAIS E CONJUNTO RAM

2.7.1 ANALISES MOLECULARES DE COMUNIDADES MICROBIANAS

Estudos relacionados com o levantamento de diversidade (identificagdo e
classificagdo) de microrganismos sdo de suma importancia nos estudos da ecologia
microbiana (RADEMAKER e SAVELKOUL, 2004). Pouco se sabe sobre a fungdo das
bactérias nos ecossistemas, pois grande partes destas ndo foram identificadas ou ainda nao
podem ser estudadas adequadamente, devido ao fato de ndo haver metodologia propria para o
cultivo em laboratorio, ou seja, menos de 1% dos microrganismos encontrados em ambientes
aquaticos, sedimentos e solos sdo recuperados através de métodos de cultivos ja

desenvolvidos (AMANN et al. 1995).
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Logo o desenvolvimento de novas técnicas se fez necessario. A microbiologia
ambiental obteve grandes avancos nas técnicas moleculares, que proporcionaram a
identificacdo de uma gama de microrganismos até entdo ndo identificados através de métodos
tradicionais de cultivo existentes (PACE, 1997; ZINDER e SALYERS, 2005). Outros
métodos moleculares baseados em acido nucleicos e PCR (genotipicos) estao sendo utilizados
de forma confidvel, simples e de baixo custo para identificar e classificar os microrganismos.
Segundo Rademaker et al. (2004), estes novos métodos desperdicam menos tempo que as
extensas analises fenotipicas, além de proporcionar resultados extremamente satisfatorios e
mais reprodutiveis.

Com a evolugdo e o conhecimento das técnicas moleculares, foi possivel proporcionar
uma forma totalmente nova e diferente de compreender os organismos vivos. Este conjunto de
técnicas e andlises, construido ao longo das ultimas décadas, levou a novas possibilidades de
pesquisas, aumentando o conhecimento sobre a organizagcdo e a regulacdo genética dos
organismos € propiciou avangos tecnologicos importantes em diferentes areas (PACE, 1997).
A utilizagao dessas novas técnicas € importante nos estudos de diversidade microbiana,
principalmente, por permitir a analise de maneira independente do cultivo das bactérias
presentes nas amostras, o que exclui todos os problemas e limitacdes devido a baixa
culturabilidade das comunidades bacterianas, logo métodos baseados em abordagens
metagendmicas sdo de grande importancia para estudos relacionados com diversidade
(ANDREOTE, 2007).

Para Smalla (2004), o desenvolvimento de técnicas de extracdo direta de DNA de
amostras ambientais, DNA metagendmico, abre-se uma nova dimensdao para estudos
relacionados com comunidades microbianas, podendo oferecer informagdes da diversidade
estrutural de amostras ambientais ou dos microrganismos introduzidos em diversos

ambientes.

2.7.2 AMPLIFICACAO DA REGIAO 16S rDNA PELA REACAO EM CADEIA
POLIMERASE — PCR

Com o surgimento de novas técnicas moleculares, foi possivel verificar um nimero
crescente de novos microrganismos (WARD et al. 1990; DELONG, 2001), estudos revelam a

existéncia de uma maior diversidade microbiana do que se esperava em praticamente todos os
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ecossistemas existentes. Uma das técnicas basicas utilizadas para o sequenciamento do gene
16S rDNA ¢ a Amplifica¢do pela Reagdo em Cadeia Polimerase (PCR — Polimerase Chain
Reaction), um dos métodos mais utilizados para estudos de microbiota, se beneficiando de
fragmentos de DNA extraidos de amostras ambientais (PACE, 1997; SAMBO et al. 2017).

A PCR revolucionou as metodologias de fingerprinting (quer dizer impressao digital
do DNA, isto ¢, a partir da andlise do DNA de um organismo este pode ser identificado ao
nivel de espécie). Além de poder ser empregado em quaisquer materiais biologicos de
individuos eucarioticos e procaridticos (PECCIA e HERNANDEZ, 2006).

Os fingerprinting baseados em PCR possuem diversas vantagens sobre outros métodos
moleculares em amostras marinhas, pois proporciona simplicidade, necessitando de uma
baixa demanda de instrumentos sofisticados. Com iniciadores pertinentes, todo o genoma
pode ser analisado aleatéria e uniformemente, elaborando fingerprinting robustos (WONG e
LIN, 2001; SYAFINAZ et al. 2013). As técnicas baseadas em PCR aplicam iniciadores que
sao complementares ao DNA que se encontra no genoma microbiano, as sequéncias com 35-
40 pb (pares de base) sao denominadas de Repetitive Extragenic Palindromic (REP), sdo uma
classe distinta de repeticdes abundantes importantes na regulacdo de certas fungdes
bacterianas.

E possivel observar que com as limitagdes impostas pelos métodos tradicionais,
ocorreu uma grande evolugdo tecnologica na area da microbiologia molecular (VAN ELSAS
et al. 1998), possibilitando o avanco dos conhecimentos sobre a variabilidade genética de
diversos microrganismos, dentre as técnicas utilizadas destacam-se aquelas que utilizam o
gene 16S do RNA ribossomal (16S rDNA). As técnicas moleculares quando utilizadas em
analises microbianas, se baseiam na diferenca da sequéncia dos genes ribossomais. Em
procariotos, o gene alvo 16S rDNA ¢ o mais utilizado, sendo apontado como uma das mais
importantes para estudos de diversidade microbiana (LOUWS et al. 1999).

No inicio da década de 70, Carl Woese considerou o gene 16S rDNA como marcador
filogenético molecular para procariotos (OLSEN e WOESE, 1993). A massa contida em um
ribossomo bacteriano ¢ de 2,5x106 Da (Dalton) e possui um coeficiente de sedimentagdo de
70S (Svedberg), a qual se desdobra em duas subunidades, a subunidade maior (50S) e a
subunidade menor (30S). Segundo Rodicio ¢ Mendonza (2004), a subunidade maior (50S)
possui 0 5S rRNA e o 23S rRNA juntamente com 31 diferentes proteinas, ja a subunidade

menor (30S) possui 0 16S rRNA e mais 21 proteinas diferentes (FIGURA 4).
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FIGURA 4- ESTRUTURA E INDICACAO DAS SUBUNIDADES E MACROMOLECULAS DO
RIBOSSOMO BACTERIANO
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FONTE: Adaptado de Rodicio e Mendoza (2004).

O RNA ribossomal ¢ um excelente marcador molecular para a reconstrugdo de grande

parte das relagdes filogenéticas. Isso se deve ao fato da estrutura primaria do 16S rRNA ser

composta por regioes alternadas que vao de alta a baixa variabilidade (FRY et al., 1991).

Regido que possui sequéncia varidvel (9 regides) contém informagdes de baixo nivel

filogenético, ja regides com sequéncias conservadas (10 regides) contém informacdes de

eventos evolutivos da espécie (FIGURA 5). Para a amplificagdo do gene 16S do RNA

ribossomal, se utiliza as regides conservadas e iniciadores com base nas sequéncias

conservadas proximas as extremidades 5' e 3' do gene, produzindo fragmentos amplificados

com aproximadamente 1500 pb, mesmo existindo informagdes filogenéticas o longo de todo o

gene, as 500 primeiras bases nucleotidicas concentram as maiores variabilidades a

extremidade 5' (PATEL et al. 2000; FUKUDA et al. 2016).

FIGURA 5- O ESQUEMA DO COMPLEXO RIBOSSOMICO E DO GENE 16S rRNA
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Fonte: Adaptado de Fukuda et al. (2016).
LEGENDA: As caixas brancas ¢ cinza indicam regides conservadas e regides variaveis (V1-V9),
respectivamente. As setas em negrito sdo mostradas posigdes aproximadas dos iniciadores universais na
sequéncia do gene 16S rRNA de Escherichia coli.

A técnica molecular 16S rDNA foi utilizada em diversos ambientes, revelando um
elevado numero para a diversidade bacteriana e comparando a gama de espécies que deixam
de ser identificadas quando se utiliza apenas métodos tradicionais de cultivo (HEAD et al.
1998). Segundo Sogin et al. (2006), a utilizagdo de técnicas independentes de cultivo baseada
em sequéncias do gene 16S rDNA foi possivel descrever a comunidade bacteriana do oceano,
estimando valores proximos de 21.000 sequéncias diferentes compondo esta comunidade.

As técnicas moleculares estdo sendo usadas mundialmente para estudos relacionados
com a diversidade bacteriana, onde sdo comparados em bibliotecas de genes 16S rDNA, os
quais sdo obtidos de bactérias usando PCR com sequéncias de genes universais de bactérias
ou sequéncias de genes universais de 16S rDNA (DELONG et al. 1993; FUHRMAN et al.
1993; GIOVANNONI e RAPPE, 2000).

2.7.3 METAGENOMICA

A metagendmica ¢ o estudo de metagenomas, ou seja, do material genético retirado
diretamente de amostras ambientais (ALMEIDA, 2009). Essa técnica molecular surgiu como
um instrumento importante para a realizagdo de analises das comunidades microbianas,

independentemente da capacidade de serem cultivadas em laboratério (COLWELL, 2006).
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Em 1998, o termo "metagendmico" foi aplicado pela primeira vez referindo-se a recuperagao
de DNA de bactérias cultivaveis e ndo cultivaveis, a partir de amostras de solo
(HANDELSMAN et al. 1998). Através das analises de metagenomica é possivel obter uma
melhor compreensdo da diversidade microbiana, e pesquisadores podem assim ampliar seus
conhecimentos sobre a diversidade genética, a organizacdo das populagdes e as fungdes
ecologicas desses microrganismos no meio ambiente (SMITH e BRYANT, 1975;
COUGHLAN et al. 2015; STALEY ¢ SADOWSKY, 2018).

Através de estudos com genoma € possivel descobrir novos genes e vias metabolicas,
além de proporcionar a compreensdo das relacOes existentes quanto aos ciclos
biogeoquimicos e ainda possibilita a prospec¢do de enzimas com potencial biotecnologico
(AIRA et al. 2016; JOVEL et al. 2016). Uma vez ndao havendo mais a restricdo da
identificacdo de microrganismos por meio de cultivo em laboratério, sendo este dispendioso e
por vezes com resultados insuficientes (PACE et al. 1985), através da metagendmica foi
possivel sequenciar uma diversidade de ambientes, como solos, oceanos e o trato intestinal
humano (GOLL et al. 2010). A metagendmica passou a ser utilizada para a area da saude,
apos o Projeto Microbioma Humano em 2009, o qual pretende ainda mapear as comunidades
microbianas associadas ao intestino, a boca, a pele e a vagina humana (PETERSON et al.
2009). E a utilizacao da metagendmica na area médica permanece crescendo gradativamente.

Com o melhoramento das técnicas de isolamento de material genético, estratégias de
clonagem e técnicas de sequenciamento foi possivel acessar e explorar microbiotas de
ambientes extremos e indspitos, como gé€iseres ricos em elementos sulfatados, lagos
hipersalinos e geleiras (SIMON e DANIEL, 2009). A metagendmica baseia-se na amostragem
e coleta dos dados, seguido do isolamento do material genético, copia e fragmentacao do
DNA. Apos essa etapa, ocorre o sequenciamento dos fragmentos e o processamento das
sequéncias dos fragmentos in silico, as sequéncias obtidas sao montadas (FIGURAS). Ao fim
dessas sequéncias os genomas podem ser adicionados em bancos de dados online, permitindo
que outros pesquisadores possam ter conhecimento desses dados (STREIT e SCHMITZ,
2004).

FIGURA 6- PROCESSAMENTO DA METAGENOMICA DO GENOMA DE UMA COMUNIDADE
INTEIRA DE MICROORGANISMOS
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FONTE: A autora (2020).

LEGENDA: Método de processamento da metagendmica de amostras ambientais: (A) Amostras de
microorganismos obtidos do ambiente. (B) Extracao, copia e fragmentagdo do DNA das amostras. (C)
Sequenciamento dos fragmentos de DNA. (D) Montagem, no computador, das sequéncias dos fragmentos,
obtendo-se as sequéncias das moléculas de DNA.

A utilizacdo do método metagendmico, foi possivel realizar pesquisas em diversos
ambientes o que trouxe sequéncias de DNA nunca antes descritas (VENTER et al. 2004).
Logo, espera-se que novos estudos sejam realizados para investigar o mundo microbiano e
sua evolucdo em grande escala e que haja o desenvolvimento de novas ferramentas de
bioinformatica para facilitar a andlise de todas as informagdes que possam vir a serem

descobertas através do método metagendmico.

2.7.4 ARMS - AUTONOMOUS REEF MONITORING STRUCTURES

As estruturas de monitoramento autonomo de recifes (ARMS) sdo pequenos
dispositivos de coleta a longo prazo projetados para imitar a complexidade estrutural de um
recife de coral e atrair invertebrados colonizadores. Essas estruturas servem como coletores
passivos utilizados para amostrar a criptofauna marinha pouco estudada. A principal inovagao

do ARMS ¢ a capacidade de amostrar comunidades marinhas precisamente na mesma area e
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da mesma maneira, fornecendo uma medida de biodiversidade padronizada e quantificavel e
ainda sem danificar as estruturas de recifes os quais levam diversos anos para alcangar seu
apice em desenvolvimento e diversidade. Esta repetibilidade da amostragem ¢ um grande
trunfo para responder a varias questdoes de pesquisa: monitoramento da diversidade ao longo
do tempo, exploragdo dos efeitos das 4areas marinhas protegidas na recuperagdao da
biodiversidade ou quantificagdo dos impactos humanos e atualmente diversidade microbiana
(CENSUS OF MARINE LIFE, 2020).

A elaboracdo do ARMS foi uma iniciativa internacional da Smithsonian Institution, a
qual de encontra no Museu Nacional de Historia Natural em Washington, criando assim o
Programa Global ARMS, que centraliza e disponibiliza informagdes e documentagdo sobre o
ARMS e protocolos de processamento padronizados. Buscando aumentar a compreensdo
global da biodiversidade taxonomicamente diversificada dos ecossistemas de recifes de coral,
aumentar o conhecimento taxondmico tropical, aumentar o acesso ¢ troca de dados de recifes
de coral dispersos em todo o mundo e desenvolver novos protocolos universais que
padronizariam uma abordagem ao estudo da biodiversidade marinha. O programa possui
ainda uma curadoria de um banco de dados de implantagdes de ARMS em todo o mundo que
podem ser pesquisadas livremente. Desde sua criagdo, o projeto ARMS se expandiu em escala
global (FIGURA 7) e o ARMS foi adotado como uma ferramenta-chave de avaliagdo da
biodiversidade pelo Programa Nacional de Monitoramento de Recifes de Coral da NOAA
(NCRMP) e pelas estagdes de monitoramento climatico do Programa de Acidificagao do

Oceano no Pacifico (CENSUS OF MARINE LIFE, 2020).

FIGURA 7: EXPANSAO EM ESCALA GLOBAL DO PROJETO ARMS.
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FONTE: CENSUS OF MARINE LIFE, 2020.
LEGENDA: Locais de implantagdes ARMS atuais.

Logo, o conhecimento dos organismos menos conhecidos e da diversidade geral do
recife ¢ de suma importancia para responder com eficacia aos fatores estressantes nos recifes
de coral e habitats complexos. Na presenca de ameacas globais aos recifes, tais como a
mudanga climdtica e acidificacdo, ha a preocupagdo com o fato de que grande parte da
biodiversidade complexa e residente de recifes e/ou ambientes recifais possam ser perdidas

antes mesmo se serem documentadas.

3 METODOLOGIA

3.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO E CARACTERIZACAO AMBIENTAL

O litoral paranaense inicia-se a partir da Vila do Ararapira (25°1244” S; 48°0115”
W) estendendo-se até a barra do Rio Sai-Guagti (25°58°38” S; 48°35°26” W), totalizando 105
km de comprimento e uma grande diversidade de ambientes costeiros (BORZONE, 1994).
Segundo Merlin (2016), essa regido ¢ caracterizada por possuir uma grande faixa da
plataforma continental, que em sua maior parte ¢ coberta de areias, lamas e argilas. A
existéncia de trés formagdes rochosas no litoral paranaense proximas umas das outras chama
atencao de turistas, pescadores, mergulhadores e pesquisadores de biodiversidade marinha,

estas se chamam Ilha da Figueira, Ilha de Currais e Ilha de Itacolomis (BIGARELLA, 1946).
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O arquipélago das Ilhas de Currais estd localizado no litoral paranaense a
aproximadamente seis milhas nauticas do balneario de Praia de Leste, no municipio de Pontal
do Parana. E constituido por trés ilhas, que apresentam rochas cristalinas igneas e
metamorficas, do embasamento cristalino de idade pré-cambriana (SANTOS, 2013). Este
arquipélago possui uma incontestavel importancia ecoldgica, devido ao fato de ser um dos
poucos afloramentos naturais no estado que oferece a disponibilidade de habitats apropriados
ao desenvolvimento de comunidades de caracteristicas recifais (PINHEIRO, 2002).

Por possuir todas essas caracteristicas de diversidade e ambiente adverso, em 21 de
maio de 2013 foram sancionadas a Lei 12.829 que criava o “PARNAMAR (Parque Nacional
Marinho) das Ilhas de Currais”. Este ¢ o primeiro da categoria no Estado do Parana e o
terceiro do pais (os outros dois sdo Abrolhos e Fernando de Noronha, ambos localizados no
nordeste brasileiro) (BUMBEER et al. 2016). O PARNAMAR das Ilhas dos Currais possui
uma area de aproximadamente 1.400 hectares, que inclui trés ilhas e a por¢do marinha
adjacente com quatro grupos de Recifes Artificiais Marinhos situados nas suas proximidades
(ICMBIO, 2016). O PARNAMAR das Ilhas de Currais estd situado em uma area de grande
importancia para a economia e ecologia, devido ao fato de estar na rota de um grande porto
comercial com trafego internacional de navios porta-contéineres e petroleiros e por estar
localizado nas proximidades do extenso sistema de estuarios com manguezais (BUMBEER et

al. 2016).

3.1.1 UTILIZACAO DE AUTONOMOUS REEF MONITORING STRUCTURES (ARMS)
PARA OBTENCAO DE AMOSTRAS AMBIENTAIS MARINHAS DE
MICRORGANISMOS

Os ARMS sao dispositivos coletores de longo prazo que imitam em certa medida a
complexidade estrutural dos recifes. A principal inovagdo do método ARMS ¢ que a
biodiversidade ¢ amostrada viva em sua totalidade para o processamento posterior em
laboratério. Assim, o uso do ARMS ¢ um método sistematico, consistente e comparavel para
monitorar a comunidade de criptica marinha — aquela normalmente ndao amostrada por
métodos tradicionais ao longo do tempo. Cada ARMS ¢ composto de nove placas de PVC
(23x23 cm, com 1 cm de espessura) parafusados em uma base (35x45 cm). Adesivos vinilicos
na cor cinza com acabamento acetinado foram colocados em todas as faces das placas,

padronizando a cor e textura das superficies (FIGURA 9). Estas placas ficam afastadas cerca
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de 1,5 cm entre si por meio de espagadores e sdo arranjadas em camadas abertas e obstruidas
alternadas, proporcionando diferentes micro-habitat para colonizagdo. O ARMS foi fixado ao

bloco de recife artificial por meio de cabos e presilhas.

FIGURA 8- ARMS (AUTONOMOUS REEF MONITORING STRUCTURES)
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FONTE: NOOA (2016).

3.1.2 PERIODOS DE AMOSTRAGEM E PONTO DE COLETA DE AMOSTRA
MICROBIANA MARINHA NO CONJUNTO DE RECIFES ARTIFICIAIS MARINHOS
(RAM)

Em novembro de 2017, ocorreu a implantacao de uma unidade ARMS (Autonomous
Reef Monitoring Structures) no conjunto de Recifes Artificiais Marinhos (RAM), esta
estrutura foi instalada por meio de mergulho auténomo, a qual permaneceu no ponto
denominado “RAM” (Lat. 25° 45' 8.64"S, Long. 48° 20' 14.88"W), a dezoito metros de
profundidade, até o dia 09 de fevereiro de 2019, totalizando 15 (quinze) meses de submersao.
O ponto “RAM” esta a aproximadamente 3,92 km de distancia do arquipélago das Ilhas dos
Currais, situando-se dentro dos limites do PARNAMAR das Ilhas dos Currais (FIGURA 7).

FIGURA 9- LOCALIZACAO DO “PONTO DE COLETA RAM” DENTRO DO PARNAMAR DAS
ILHAS DOS CURRAIS
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FONTE: Elaborado pela autora, com participagdo de Gustavo Elster (2020).
LEGENDA: Localizagdo do Ponto de coleta RAM A

3.1.3 PERIODOS DE AMOSTRAGEM E PONTO DE COLETA DE AMOSTRA
MICROBIANA MARINHA NO INTERIOR DO PARNAMAR DAS ILHAS DOS
CURRAIS

O arquipélago das Ilhas dos Currais esta localizado no litoral paranaense a
aproximadamente seis milhas nauticas do Balneario de Praia de Leste, no municipio de Pontal
do Parand. O PARNAMAR das Ilhas dos Currais possui uma area de aproximadamente 1.400
hectares, que inclui trés ilhas e a por¢do marinha adjacente com quatro grupos de Recifes
Artificiais Marinhos situados nas suas proximidades (ICMBIO, 2016).

Em junho de 2019, foi realizada a retirada de trés triplicatas de ARMS no ponto
denominado "Currais" (FIGURA 8). Estes materiais de coleta passiva estavam submersos
entre 7 a 9 metros de profundidade, permaneceram neste ponto por 14 meses. O ponto de
coleta Currais esta a aproximadamente 3,92 km de distancia do conjunto de Recifes Artificiais

instalados nas proximidades das Ilhas de Currais.
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FIGURA 10: LOCALIZACAO DO “PONTO DE COLETA CURRAIS” NO INTERIOR DO
PARNAMAR DAS ILHAS DOS CURRAIS
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FONTE: Elaborado pela autora, com participacdo de Gustavo Elster (2020).
LEGENDA: Localiza¢ao do Ponto de coleta Currais A

3.2 METODOS DE COLETA

3.2.1 PROCESSAMENTO DO ARMS PARA OBTENCAO DAS AMOSTRAS
MICROBIANAS, DOS RECIFES ARTIFICIAIS DO PARNAMAR DAS ILHAS DOS
CURRAIS

Os ARMS foram instalados, por meio de um mergulho auténomo realizado pela
equipe do Programa REBIMAR, localizado no PARNAMAR das Ilhas dos Currais. Foram
fixados 3 exemplares dos dispositivos coletores, por um periodo de 12 meses (1 ano), sendo
vistoriado a cada 4 meses para que os mesmos nao fossem arrastados pela for¢a das correntes
maritimas e/ou quaisquer outras avarias ao material de coleta e ainda acompanhar o processo

de sucessao ecoldgica nesses dispositivos (FIGURA 10).
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FIGURA 11: - PREPARACAO PARA INSTALACAO DOS ARMS JUNTO AO RAM, NO
PARNAMAR DAS ILHAS DOS CURRAIS.
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LEGENDA: A: Preparagdo dos ARMS e equipamento para o mergulho; B: Preparagdo dos ARMS
para submersdo; C e D: Mergulhadores descendo com o0 ARMS; E: Mergulhador/Pesquisador fixando ARMS
junto ao leito marinho; F: ARMS instalado junto ao solo marinho.

Para retirar o ARMS, a unidade ¢ encapsulada ainda no leito marinho em uma caixa
plastica, para prevenir a fuga de quaisquer organismos vageis, ¢ ¢ mantida em recipiente
esterilizado, com agua filtrada (40mc) e aerada do local de coleta até o processamento em
terra. As unidades sao desmontadas placa por placa dentro do recipiente e as duas superficies
de cada placa sdo fotografadas para as analises de cobertura da biota séssil pelo grupo de
pesquisas de macrorganismos (FIGURA 11). Ressalta-se, que em todo o manuseio do ARMS
e suas respectivas placas, apds desmonte sdao realizadas utilizando equipamentos estéreis

prevenindo assim contamina¢do do material que sera extraido material genético.

FIGUR 12: METODO DE COLETA UTILIZANDO ARMS.
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LEGENDA: A: ARMS armazenado em caixa plastico, a qual continha agua do local de coleta para
manter a macro e microfauna; B: Pesquisadores iniciando o processo de desmontagem dos ARMS, placa a placa;
C: ARMS sendo desmontado placa a placa, para analise da macrofauna; D: Equipe de macrofauna analisando
placa a placa.

Estes organismos sao também processados para analises taxonOmicas € genéticas.
Toda a agua do recipiente juntamente com a fauna vagil presente ¢ entdo filtrada em peneiras
sequenciais com malhas de 2 mm, 50 micras e 100 micras para obten¢do de trés fragcdes de
tamanhos para posterior analises taxondmicas e genéticas da macrofauna vagil. Todas as
placas sdo entdo raspadas usando espatulas em uma bandeja esterilizada. Todo o material
raspado ¢ entdo colocado em um triturador/homogeneizador por a0 menos um minuto, com
agua do mar se for necessario. O material homogeneizado foi filtrado em malha de 40 micras
com adi¢do de dgua do mar. Posteriormente a trituracdo, a amostra foi acondicionada em
tubos Falcon contendo 10g do material solido retido nas malhas feita triplicatas do material,
sendo alocados em caixas térmicas com gelo e levados ao laboratorio de microbiologia para

extracdo do material genético (FIGURA 12).

FIGURA 13: PREPARACAO DA AMOSTRA MARINHA PARA ANALISES 16S RDNA.



LEGENDA: A: Placa sendo raspada para a retirada de toda sua biomassa; B: Biomassa sendo
acondicionada em processador/liquidificador para processo de trituragdo; C: Biomassa triturada sendo filtrada
em malha 40 micras; D: Biomassa triturada e drenada sendo armazenada em tubos Falcon para posterior analise.

3.2.2 EXTRACAO DO MATERIAL GENETICO (ARMS)

A extragdo do DNA total das amostras marinhas foi realizada utilizando-se o kit
"Power Soil DNA Kit" da MOBIO Laboratories, Inc. seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante, a qualidade do material genético foi determinada por eletroforese em gel de
agarose e a quantidade foi determinada pelo kit dsSDNA Qubit HS (Thermo). Para o protocolo
da PCR utilizado para reacao de amplificacdo, codigo de barras (sequéncias curtas de DNA,
amplificadas por PCR e sequenciadas, que evoluem em taxas que permitem a diferenciacao
entre espécies) e o sequenciamento Illumina foram executado conforme descrito
(CAPOROSO et al., 2012). Resumidamente, o gene 16S foi amplificado por PCR em reagdes
de 10 pl usando: 20 ng de DNA molde; Iniciador 515F de 1 pM; 1 uM iniciador 806R (que
inclui o cédigo de barras para cada amostra); e 5 pl KlenTaq DV ReadyMix (Sigma-Aldrich).
Os ciclos de PCR foram 94°C 3 min., 18x (94°C 45s; 50°C 30s;68°C 1 min.), 72°C 10 min.
Foi realizadas trés réplicas de PCR para a amostra total proveniente do material solido. Os
amplicons foram quantificados por qPCR com o kit de quantificagdo Kapa NGS (Roche) e a
qualidade avaliada usando um Bioanalyzer 2100 (Agilent), e as quantidades equimolares das

réplicas técnicas foram misturadas. Duas reagdes de sequenciamento de replicagdo técnica
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foram realizadas para cada amostra usando uma plataforma MiSeq e MiSeq 500v2 Reagent
Kit (Illumina) em pares de leituras (2x de 250 pb) no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFPR (Campus Centro Politécnico — Curitiba), na responsabilidade do técnico
Valter Antonio de Baura.

As sequéncias foram analisadas e editadas usando a ferramenta FASTQC. As
sequéncias diretas das duas réplicas técnicas de sequenciamento de DNA foram unidas e
processadas usando QUIIME 1.9 (KUCZYNSKI et al., 2012). As leituras foram agrupadas
em unidades taxondmicas operacionais (OTUs) e taxonomia atribuida usando o 16S SILVA
132 (QUAST et al., 2013). Sequéncias mitocondriais e cloroplasticas foram removidas. As
analises estatisticas foram realizadas usando amostras normalizadas pelo ntimero de leituras.

As analises quantitativas e estatisticas foram realizadas usando o Programa Past versdo 4.03.

4 RESULTADOS

Um total de 179.151 leituras com 250 pb foram obtidas pelo sequenciamento da
amostra marinha no ponto Currais. Ja no ponto RAM foi possivel obter um total de 206.493

leituras com 250 pb.

A curva de rarefacdo foi realizada para todos niveis de classificacdo taxondmica,
porém somente a curva do nivel de género serd apresentada e discutida neste trabalho
(FIGURA 13), devido ao fato de a mesma ter mostrado dados relevantes para a continuagao

da pesquisa nesta area.

FIGURA 14: ANALISE DE RAREFACAO DA AMOSTRA TOTAL DO PONTO DE COLETA
CURRAIS E RAM, NO PARNAMAR DAS ILHAS DOS CURRAIS.
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LEGENDA: Analises de rarefagdo construidas a partir do material genético de amostras marinhas, com
nivel de similaridade taxondmica de 97%. As analises sdo baseadas em sequéncias do gene 16S rRNA. O
intervalo de confianca foi de 95%.

As OTUs agrupadas com 97% de identidade foram classificadas taxonomicamente
pelo Banco de dados SILVA 132. A amostra do ponto RAM, revelou que 91% da amostra
total pertencente ao Reino Bacteria, 8% nao foi identificado sendo considerado como "Nao
atribuido" e apenas 1% pertencente ao Reino Archaea (FIGURA 14). Ja no ponto de coleta

Currais ocorreu a prevaléncia de 100% das amostras serem pertencentes ao Reino Bacteria.

FIGURA 15: FREQUENCIA RELATIVA EM NIVEL DE DOMINIO DOS ORGANISMOS
PROCARIOTOS IDENTIFICADOS NO PONTO DE COLETA RAM
Mao atribuido  Archaea
8% 1%

Bacteria
91%
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LEGENDA: Distribuicdo da presenca de membros dos dominios Bacteria e Archaea, através do gene
16S rDNA na amostra marinha encontrada no Ponto RAM.

Foram identificados 36 diferentes tipos de filos, 74 classes e 309 géneros na amostra

total do ponto de coleta RAM. J& no ponto de coleta Currais, foi obtido 34 diferentes filos, 77

classes e 33 géneros (TABELA 1), representando os 50 principais de cada nivel taxondmico

estudado.

TABELA 1: OS DIFERENTES FILOS, CLASSES E GENEROS ENCONTRADOS NA AMOSTRA TOTAL
DOS PONTOS RAM E CURRAIS

FILOS RAM | CURRAIS FILOS RAM CURRAIS
Proteobacteria 1632 1518 Hydrogenedentes | 5 5
Bacteroidetes 356 325 Kiritimatiellacota | 6 5
Planctomycetes 342 312 Calditrichaeota 3 3
Acidobacteria 128 114 Nitrospirae 5 3
Verrucomicrobia 96 89 Spirochaetes 4 3
Chloroflexi 93 88 Armatimonadetes | 2 2
Actinobacteria 93 86 Fusobacteria 0 2
Nao atribuido 250 70 Lentisphaerae 0 2
Firmicutes 30 28 Nitrospinae 2 2
Gemmatimonadetes 23 22 Schekmanbacteria| 2 2
Chlamydiae 14 18 BRCl1 1 1
Latescibacteria 16 13 Elusimicrobia 0* 1
Patescibacteria 12 13 Synergistetes 1 1
Dadabacteria 10 11 WPS-2 1 1
Deinococcus-
Thermus 9 10 WS2 1 1
Tenericutes 9 9 Altiarchaeota 0
Dependentiae 8 7 Crenarchaeota 4 0
Entotheonellaeota 6 5 Cyanobacteria 36 0
Epsilonbacteraeota 5 5 Euryarchaeota 1 0
Thaumarchaeota | 24 0
CLASSES RAM | CURRAIS CLASSES RAM | CURRAIS
B-11
028HO05-P-BN-P5 0 1 terrestrial Group 8 7
Gammaproteobacteria 696 719 Bacilli
Alphaproteobacteria 571 438 Ignavibacteria
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Deltaproteobacteria 365 343 K-96 7 7
Bacteroidia 336 305 Subgroup 9 14 7
Planctomycetacia 230 198 Kiritimatiellae 6
Nao atribuido 254 93 Subgroup 26 6
uncultured
Verrucomicrobiae 96 89 bacterium 17 6
Acidimicrobiia 78 73 AT-s3-28 6 5
Anaerolineae 69 72 Campylobacteria 5 5
OM190 59 57 Entotheonellia 6 5
Thermoanaerobaculia 52 48 Hydrogenedentia 5 5
Phycisphaerae 43 43 Pla3 lineage 2 5
Clostridia 19 19 Subgroup 17 6 5
Subgroup 22 18 19 Subgroup 6 6 5
Chlamydiae 14 18 Parcubacteria 2 4
Rhodothermia 14 13 Acidobacteriia 3 3
Dadabacteriia 10 11 Actinobacteria 5 3
Blastocatellia (Subgroup 4) 11 10 Calditrichia 3 3
Deinococci 9 10 Dehalococcoidia 14 3
PAUC43{fMarine
benthicGroup 12 10 Gemmatimonadetes | 3 3
Babeliae 8 Nitrospira 5 3
Gracilibacteria 10 9 Subgroup 21 3 3
uncultured
Mollicutes 9 organismo 1 3
Thermoleophilia 10 Aminicenantia 1 2
GENEROS RAM | CURRAIS GENEROS RAM | CURRAIS
Nao atribuido 905 2605 Pirellula 13 10
uncultured 553 448 Truepera 4 10
uncultured bacterium | 525 278 uncultured marine bacterium | 5 10
Ambiguoustaxa 136 129 Halioglobus 24 9
uncultured delta
Subgroup 10 0 45 proteobacterium 8 9
Coxiella 39 44 Ascidiimonas 12 8
uncultured deep-sea
Blastopirellula 55 42 bacterium 0 8
Rhodopirellula 34 35 Anderseniella 8 7
uncultured organism | 17 35 Candidatus Tenderia 8 7
Woeseia 49 31 Peredibacter 6 7
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Sva0996
marineGroup 25 22 Planctomicrobium
Pir4 lineage 32 21 Ruegeria
Haliangium 21 17 SM1A02
uncultured
proteobacterium 1 16 uncultured actinobacterium 0 7
Bdellovibrio 17 15 Bythopirellula 6
Aquibacter 17 13 Endozoicomonas 8 6
Persicirhabdus 8 13 Erythrobacter 14 6
unculturedGamma
proteobacterium 0 13 Muricauda 7
Altererythrobacter 10 11 Pseudahrensia 12
Filomicrobium 10 11 Rubritalea 8
uncultured
planctomycete 11 11 uncultured Planctomyces sp. 0 6
Urania-1B-19 marine
B-7 clade 10 10 sedimentGroup 6 6
Blastocatella 10 10 Actibacter 1 5
OMG60(NORS) clade | 20 10 Candidatus Amoebophilus 5 5
Parahaliea 6 10 Candidatus Amoebophilus 5 5

0%*: Individuo ausente na amostragem.

Foi realizada a analise do perfil de diversidade dos pontos estudados no PARNAMAR

das Ilhas dos Currais, através do nivel taxonomico de Género, o qual

promoveu assim

informagdes sobre a riqueza e a equitabilidade das espécies nesta area de estudo (FIGURA

15).

FIGURA 16: PERFIL DE DIVERSIDADE PARA AREAS AMOSTRADAS EM DOIS PONTOS NO
PARQUE NACIONAL MARINHO DAS ILHAS DOS CURRAIS, PARANA, BRASIL
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Foi possivel realizar a analise de dispersdo simples, para averiguar se houve relagao
ou associacdo entre as amostras do presente estudo (FIGURA 16).

FIGURA 17: DISPERSAO RIQUEZA VS EQUITABILIDADE, DOS GENEROS DA MICROBIOTA
ENCONTRADOS NO PARNAMAR DAS ILHAS DOS CURRAIS
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A riqueza entre os pontos RAM e Currais, foram comparados utilizando-se curva de
rarefacdo, uma vez que houve uma diferenca de menos 454 individuos entre o ponto RAM e
Currais. A curva de rarefacdo foi mais ingreme para o ponto Currais, demonstrando que a
mesma possui uma distribuicdo de individuos mais uniforme entre as espécies, ou seja, a
mesma atingiu uma aparente estabilizacdo da ascendéncia indicando assim, que o esforco
amostral foi suficiente para esse ponto (MAGURRAN, 2005; ROESCH et al. 2007;
RAOULT, 2009). Enquanto que no ponto RAM ¢ necessario que haja maiores estudos, até o
momento em que essa permaneca estavel, devido ao fato de que o numero de espécies
registrado foi expressivo, entretanto a curva de rarefacdo ndo atingiu a assintota, mostrando
que ainda existe a tendéncia de aumento da riqueza de espécies no ponto RAM.

O presente estudo apresentou resultados para os dominios Archaea e Bacteria, com
uma representatividade de 1% e 91% respectivamente aos presentes dominios no ponto RAM.
Demonstrando a necessidade e importancia de estudos em ambientes rochosos, destacando
ambientes diferenciados como os recifes artificiais marinhos presente no litoral paranaense.
Estudos relatam que as archaeas eram caracteristicas de ambientes extremos como:
temperaturas elevadas (Fiala e Stetter, 1986; Blochl et al., 1997); extremos de pH (Darland et
al., 1970); ambientes anodxicos (Zeikus, 1977; Balch et al., 1979) e com alta concentragao de
salinidade (Brisou et al., 1974). Por mais de uma década as archaeas eram consideradas
organismos procariotos exclusivamente encontrados em ambientes extremoéfilos. Contudo,
DeLong et al. (1993), refutaram a ideia de que as archaeas eram organismos restritos a
ambientes extremos, através de sondas e ensaios de PCR especificos para o dominio Archaea,
o qual encontrou sequéncias de DNA afiliadas ao dominio em comunidades planctonicas
marinhas de ambientes com temperaturas medianas, corroborando com o resultado encontrado
neste estudo. Porém, 8% da amostra total ndo foi atribuida a nenhum dominio especifico neste
ponto, podendo ser artefatos da amostragem. Quanto ao ponto Currais foi observado que
100% da amostra total, pertenga ao dominio Bacteria, corroborando com o estudo de Almeida
(2009) que ao analisar a diversidade de bactérias em amostras de agua do mar no Canal de
Sao Sebastido classificou sua amostra total como pertencente ao dominio Bacteria.

Pode-se observar, que as amostras do ponto RAM e Currais apresentaram o filo
Proteobacteria como o de maior participagdo com 60% e 64% de ocorréncia respectivamente.
E um grupo de morfologia e metabolismo muito diversificado (MARGULIS e
SCHAWARTZ, 1998), compondo o grupo de microrganismos autotréficos e heterotroficos,

aerobios e anaerdbios. Este ¢ um filo composto por bactérias gram-negativas, considerado o
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maior e mais versatil filo do dominio Bacteria (KERSTERS et al., 2006). Possui diversos
tipos de bactérias que incluem fototroficas, quimiolitotroficas e heterotroficas, além de varios
taxons que desempenham papéis-chave nos ciclos de carbono, enxofre e nitrogénio em nosso
planeta, possuindo mais de 460 géneros e aproximadamente 1600 espécies identificadas até
2002. Segundo Garrity et al. (2005), no final de 2003 este grupo ja possuia 2.279 espécies
identificadas, separadas em 512 géneros. Atualmente, com base em informagdes de sequéncia
16S rRNA, essas espécies foram distribuidas em cinco linhagens filogenéticas dentro do filo
Proteobacteria: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Deltaproteobacteria e Epsilonproteobacteria (KERSTERS et al., 20006).

Além do filo Proteobacteria, os outros filos que apareceram com maiores frequéncias
em ambas as amostras sdo: Bacteroidetes, Planctomycetes e Acidobacteria, o que estd de
acordo com outros estudos realizados com microbiota marinha (ALMEIDA, 2009;
FERREIRA, 2014; MEDEIROS, 2016; ARAUJO, 2018).

O filo Bacteroidetes realiza diversas fun¢des de grande importancia ecoldgica, como
aquelas associadas ao ciclo do carbono, a degradacdo de matéria organica particulada e
dissolvida (especialmente sob a forma de polissacarideos e proteinas). Este filo pode
representar entre 6% e 30% das bactérias encontradas nos oceanos, o que esta dentro do
encontrado no presente trabalho (COTTRELL e KIRCHMAN, 2000b; EILERS et al., 2000).

Ja o filo Planctomycetes, ¢ um filo de bactérias aquaticas encontradas em agua doce,
salobra e marinha (GLOCKNER, 2003). Este filo possui estruturas internas mais complexas
que as que existem nos procariontes tipicos, seu sequenciamento mostra que o filo possui uma
relacdo distante com as demais bactérias e possui grande importancia como degradador de
polimeros carbonicos sulfatados (BOURNE et al. 2016). Os microrganismos deste filo podem
representar um ancestral comum dos atuais metagénicos do dominio Archaea e
metanotroficos do filo Proteobacteria, atribuindo aos Planctomycetes um papel de grande
importancia nas transformagdes do ciclo do metano (CHISTOSERDOVA et al., 2004).

O filo Acidobacteria ¢ encontrado com maior frequéncia em ambientes com pH acido
(SAIT et al., 2006), organismos desse filo possuem potencial de resisténcia a dessecacdo e
ainda estao relacionados na producdo de biofilmes de protecao (WARD et al., 2009). Apesar
de sua grande abundancia e diversidade, ainda ha poucas informagdes sobre as atividades
reais e ecologia dos membros deste filo, uma lacuna que pode ser atribuida em grande parte as
dificuldades de cultivo da maioria das acidobactérias ¢ sua baixa cobertura em colecdes de

cultura bacteriana (BRYANT et al., 2007 ; LEE et al., 2008 ;da ROCHA et al., 2009 ;
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EICHORST et al., 2011 ; NAVARRETE et al., 2013). A identificagdo desse grupo ressalta a
inclusdo de novas estratégias de cultivo e enriquecimento, caracterizagdo gendmica e analises
de DNA metagenomico de amostras ambientais, com essas abordagens teremos uma melhor
compreensdo de seu papel no meio ambiente, trazendo consigo alguns insights iniciais sobre a
ecologia deste importante filo.

As classes Dbacterianas mais prevalecentes foram : Gammaproteobacteria,
Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Bacteroidia, classes ja esperado devido a
prevaléncia do filo Proteobacteria que estd dividido em cinco linhagens
(Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria e
Epsilonproteobacteria) das quais trés foram identificadas através do gene 16S rRNA na
amostra total em ambos os pontos de coleta.

A Classe Gammaproteobacteria foi a mais abundante sendo representada por 31% da
amostra total, a qual corrobora com Queiroz (2015), obtendo 16% da sua amostra com essa
classe ficando entre os primeiros lugares como a mais abundante em sedimento marinho
profundo, na regido conhecida como Plato de Sao Paulo, localizado cerca de 260 km da costa
dos estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro. Queiroz (2015) afirma, que mais estudos
devem ser realizados para compreender a composi¢ao geoquimica dos sedimentos e do 6leo
encontrados em seu estudo, para assim explicar como esse fator influencia a estrutura das
comunidades microbianas, ressalta-se que este foi o primeiro trabalho de ecologia microbiana
desenvolvido em sedimentos de mar profundo do sudoeste do oceano Atlantico Sul,
contribuindo para o conhecimento dos padrdes de diversidade das comunidades microbianas
em ambientes de sedimento influenciados por exsudagdo de asfalto.

Ja a classe Alphaproteobacteria foi a segunda mais abundante neste estudo, a mesma
pode ser encontrada normalmente em sedimento de mar profundo, porém em pequenas
proporcdes (JAMIESON et al. 2013; ZINGER et al. 2011). Segundo Mason et al. (2014), o
aumento da abundancia de espécies de Alphaproteobacteria em ambientes marinhos ¢
associado a impactos por meio de 6leo. Os seres que fazem parte deste grupo possuem uma
elevada variedade de formas de vidas, mutualismo com plantas, patdégenos de plantas e
animais e ainda vida livre. Possui ainda uma gama de estratégias metabolicas, fotossintéticas,
fixadoras de nitrogénio, oxidantes de amodnia e metilotroficas (DWORKIN et al. 2006;
MADIGAN et al. 2010).

A menor classe do filo Proteobacteria ¢ denominada de Deltaproteobacteria, sendo

gram-negativa que inclui bactérias redutoras de sulfato (SRBs), assim chamada devido ao fato
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de usarem sulfato como aceitador final de elétrons na cadeia de transporte de elétrons. Podem
ainda ser utilizadas na redugdo de enxofre, para a reducdo de residuos toxicos e radioativos
(GARRITY et al., 2005). Ja a classe Bacteroidia, ¢ composta por uma Unica ordem de
bactérias ambientais, a Bacteroidales. Possui o papel de degradar a matéria organica,
contribuindo assim para a ciclagem de nutrientes no solo (CHAVEZ-ROMERO et al., 2016).

Os géneros que podem ser encontrados em ambas as amostras com maior
expressividade sdo: Blastopirellula, Woeseia, Coxiella e Rhodopirellula. O género
Blastopirellula, pertence ao filo Planctomycetes, o qual obteve 26% da abundancia da
amostra total marinha do ponto de coleta RAM. Esse género se caracteriza por influenciar nos
ciclos biogeoquimicos principalmente no ciclo do carbono (SCHLESNER et al. 2004),
representado por duas espécies descritas, Blastopirellula marina e Blastopirellula cremea. A
espécie Blastopirellula marina ¢ uma renomeacdo do género Pirellula marina, sofreu
alteracdo devido a grande diversidade nos niveis genéticos e fenotipicos encontrados neste
grupo. Schlesner et al. (2004), isolou sequéncias obtidas de uma diversidade de habitats
aquaticos, incluindo agua doce, salobra e marinha. Ja a espécie Blastopirellula cremea, foi
isolada de uma arca de moluscos da espécie Scapharca broughtonii, coletado de uma fazenda
de moluscos, na regido do litoral Sul da Coréia, foi considerada uma nova espécie devido a
diferenca nas pigmentagdo das colonias, condigdes de crescimento e produgdao de acidos a
partir de substratos (LEE et al., 2013). Araujo (2018), realizou um trabalho no litoral do
Estado de Sao Paulo na regido da Baixada Santista (Bertioga) e em uma area em Cananéia,
onde obteve um elevado numero de isolados pertencentes ao filo Planctomycetes através da
analise do gene 16S rRNA. Vale ressaltar, que este trabalho ocorreu em quatro areas de
manguezais, sendo 3 localizadas na Baixada Santista (Bertioga) - consideradas areas
contaminadas (2 por petréleo e uma pela proximidade com a cidade) - e uma 4area em
Cananéia, considerada pristina. Aratjo (2018) quantificou 889 sequéncias pertencentes ao filo
Planctomycetes, estes numeros indicaram uma maior ocorréncia destes organismos em areas
de manguezais, esta observagdo sugeriu um aumento na frequéncia destes organismos em
areas contaminadas.

Os membros do género Woeseia sdo do tipo cosmopolita em sedimentos marinhos
(BIENHOLD et al. 2016). Segundo Mussmann et al. (2017), esses organismos possuem
apenas uma via de desnitrificacdo, ou seja, eles s6 conseguem reduzir o NO, para N,O.
Estudos afirmam que este género possui um grande potencial para quimiolitoautotrofia (¢ um

tipo de metabolismo presente em alguns procariontes, que consiste na producdo de
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energia a partir da oxidagdo de compostos inorganicos. A maioria das bactérias
quimiolitotréficas também ¢é capaz de obter o carbono a partir do CO,, sendo também
autotroficas), a qual possivelmente ¢ causada pela oxidagcdo de hidrogénio e compostos
inorganicos de enxofre (MUSSMANN et al. 2017; DU et al. 2016). Estas bactérias
quimiolitoautotréficas podem ser encontradas em ambientes extremos como o mar profundo,
pantanos, fumarolas, ambientes andxicos em geral.

O género Coxiella, pertence a classe Gammaproteobacteria sendo cocobacilar,
pleomoérfica, gram-negativa e seu principal representante ¢ a Coxiella burnetii, ¢ o agente
etiologico da doenga conhecida como Febre Q, uma zoonose de distribuicdo mundial
(LEMOS et al., 2011). Segundo Duncan et al. (2011), a presenca deste microrganismo na area
marinha iniciou-se quando encontrada na placenta de lobos-marinhos (Callorhinus ursinus)
da Ilha de St. Paul no Alasca. Para o autor é necessario mais investigacdes sobre a
epidemiologia da Coxiella no ecossistema marinho, principalmente devido ao fato de que
esses microrganismos pode causar o declinio da populacao de mamiferos marinhos como os
lobos, a exposicdo e infec¢ao humana potencial (este padrao de contaminacdo sugere que a
distribuicdo irregular do organismo pode estar associada a reprodugdo e distribuicdo de
animais selvagens forrageiros marinhos) e ainda o impacto sobre outros mamiferos marinhos
simpatricos ou espécies terrestres. Nao ha registros desse género associado com organismos
pertencentes a substratos consolidados marinhos.

O género Rhodopirellula pertence ao filo Plantomycetes, o qual se divide em duas
classes, Planctomycetacia e Phycisphaerae, admitindo uma ordem cada, Planctomycetales e
Phycisphaerales, respectivamente todas encontradas neste estudo. No momento atual, a
ordem Planctomycetales estd dividida em 11 géneros cultivaveis: Pirellula, Gemmata,
Plantomyces, Isosphaera, Blastopirellula, Rhodopirellula, Shlesneria, Singulisphaera,
Aquisphaera, Zavarzinella, Phycisphaera (dos 11 géneros cultivaveis, foi possivel identificar
5 neste estudo); e cinco géneros ndo cultivaveis: Candidatus Brocadia (bactérias anammox),
Kuenenia, Scalindua, Anammoxoglobus e Jettenia, nenhum destes foi encontrado no presente
estudo, sugerindo que haja mais estudos sobre esse género no local da analise (SCHLESNER
et al., 2004; WARD et al., 2006; KULICHEVSKAYA et al., 2009; KRIEG et al., 2008;
FUKUNAGA et al., 2009; BONDOSO et al., 2011). Alguns dos géneros desta ordem sdo
regularmente mencionados como clado PRB (Pirellula, Rhodopirellula e Blastopirellula).
Desse modo, os Planctomycetes sdo englobados num chamado superfilo PCV

(Planctomycetes, Chlamydiae, Verrucomicrobia), que engloba também um aspirante de dificil
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isolamento Candidatus Poribacteria ¢ OP3 (IZUMI et al., 2013). O superfilo PCV ¢
frequentemente mencionado como originado ao longo da separacdo evolutiva entre Eukarya e
Bacteria (FORTERRE, 2011). Retornando ao género Rhodopirellula, este ¢ composto por
apenas uma espécie, Rhodopirellula baltica. Estirpes desta bactéria foram frequentemente
isoladas do Mar Baltico e em diferentes habitats em todo mundo. Apesar deste género ter sido
identificado neste estudo, esses microrganismos continuam considerados os menos
representados em colegdes de culturas microbianas revelando a necessidade de mais estudos e
da conservacao deste em colecdes (WINKELMANN e HARDER, 2009).

Analisando o perfil de diversidade e dispersao simples, percebe-se que as curvas de
diversidade se cruzam, ou seja, Currais sempre come¢a em cima e termina embaixo. Isso
ocorre porque em Currais os valores de Dominancia sempre sdo maiores, ou seja, mesmo
tendo mais tdxons, alguns dominam mais a amostra, enquanto no RAM a dominancia por
poucos taxons ndo tdo grande. Quanto a dispersdo o ponto Currais apresentou maiores

riquezas ¢ menores equitabilidades.

6 CONCLUSAO

Uma das principais dificuldades encontrada para estudar a composi¢do da comunidade
microbiana marinha ¢ a pouca quantidade literaria acerca desse tema. Os dados obtidos neste
estudo exemplificam uma analise bem sucedida utilizando abordagem metagenomica e
utilizando ARMS como coletores passivos para obtencdo de amostras microbianas. Nossos
dados revelam, pela primeira vez, as comunidades microbianas marinhas pertencentes ao
Parque Nacional Marinho das Ilhas dos Currais e o Conjunto de Recifes Artificiais Marinhos.

A curva de rarefacdo mostra que estatisticamente os dados sdo confiaveis, porém
ressalta a necessidade de que haja futuros estudos principalmente no ponto RAM o qual ndo
conseguiu atingir estabilizacdo na curva. Em rela¢do a metodologia utilizada, primeiramente
foi observado que os ARMS sdo importantes ferramentas para analises de microrganismos em
ambientes recifais, devido ao fato de serem coletores passivos, utilizados para amostrar a
criptofauna marinha, ndo degradando esse ambiente e nem seus residentes 0s quais possuem
em sua maioria crescimento lento. Essa metodologia ¢ considerada inédita no Estado do

Parana para estudos com microrganismos, logo se ressalta que este trabalho foi bem sucedido

quanto sua utilizagdo demonstrando grande eficiéncia na coleta de amostras microbianas e
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fazendo com que haja novos estudos mais detalhados para a melhor utilizagdo dos ARMS na
costa paranaense.

A utilizagdo da metodologia 16S rRNA demonstrou grande eficacia na classificacio
microbiana marinha. Foi possivel observar que o ponto Currais sempre apresentou maiores
riquezas, porém sua equitabilidade estavam menores, isso ocorre devido ao fato de que em
Currais os valores de dominancia sempre foram maiores, ou seja, mesmo tendo mais taxons,
alguns dominavam mais a amostra, enquanto que no ponto RAM havia pouca riqueza, logo
sua dominancia por poucos tdxons ndo era tao elevada.

Os filos de maior abundancia foram Proteobacteria, Bacteroidetes € Planctomycetes,
sendo que a soma de suas abundancias corresponde a mais de 80% das sequéncias. De acordo
com outros estudos de ecossistemas marinhos, a classe Gammaproteobacteria foi a mais
abundante como esperado, seguida por Alpha e Deltaproteobacteria, sendo essas todas
pertencentes ao filo Proteobacteria.

Novas técnicas e protocolos de amostragem tecnicamente avancados apropriados para
estudos de ecologia microbiana devem ser desenvolvidos, principalmente quanto ao quesito
cultura/isolamento. Espera-se que haja novos estudos nesta area, especialmente comparando a
microbiota de recifes naturais e artificiais e que esses organismos possam ser analisados
minuciosamente, tornando o litoral paranaense tdo diverso quanto o mesmo ja se encontra.
Estudos recentes da diversidade microbiana produziram descobertas espetaculares de
microrganismos anteriormente desconhecidos, muitos dos quais t€ém grandes impactos nos
processos ocednicos, se faz necessario a continuidade de estudos sobre a microbiota marinha

em um refagio de vida marinha como o PARNAMAR das Ilhas dos Currais.
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