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Alles ist aus dem Wasser entsprungen,
Alles vird durch das Wasser erhalten
“Tudo surgiu da agua
Tudo ¢ mantido pela 4gua”
(Goethe)

“As dguas sdo a epifania da Natureza |...]
Acho que as aguas iniciam 0s passaros
Acho que as aguas iniciam as arvores e 0s peixes
E acho que as aguas iniciam os homens
Nos iniciam.

E nos alimentam e nos dessedentam
Louvo esta fonte de todos os seres, de todas as
plantas, de todas as pedras.

Louvo as naténcias do homem do Pantanal.
Todos somos devedores destas aguas.
Somos todos comegos de brejos e de rés.

E a fala dos nossos vagueiros carrega murmuarios
destas aguas.

Parece que a fala de nossos vaqueiros tem consoantes
liquidas
E carrega de umidez as suas palavras
Penso que os homens deste lugar
sdo a continuagao destas aguas.”

(Trechos do poema “Aguas” de Manoel de Barros)
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Resumo

A Nhecolandia é uma das oito sub-regiGes do Pantanal brasileiro, caracterizada pela
rigueza de lagoas rasas classificadas como baias, salitradas ou salinas. Estas ultimas
apresentam as condi¢cdes mais extremas, como elevada condutividade e pH alcalino. Sendo
ambientes extremamente seletivos e ainda pouco estudados quanto a diversidade de
fitoplancton, justifica-se a importancia de trabalhos que visem a sua caracterizacdo tanto por
meio da taxonomia morfoldgica tradicional quanto por meio de técnicas moleculares. O
presente trabalho € uma caracterizacdo da comunidade de cianobactérias de amostras
coletadas em trés salinas da Nhecolandia: Salinas da Reserva, do Meio e da Invernada, no
final da cheia, outubro/2011 e inicio da seca, abril/2012. A contagem das amostras foi feita
em microscopio optico e as analises mostraram que as cianobactérias sdo 0s organismos mais
representativos da comunidade fitoplancténica das salinas, cujo biovolume foi superior a 70%
do fitoplancton total em 5 das 6 amostras estudadas. Na seca (abr/2012), especialmente,
houve dominancia de uma Unica espécie de cianobactéria que representava mais de 90% do
biovolume total em todas as salinas. Na salina da reserva, a espécie dominante na seca foi
Arthrospira platensis, enquanto Anabaenopsis elenkinii foi a dominante nas demais salinas
nessa mesma época. No periodo do final da cheia, outubro/2011, A. elenkinii também
dominou nas salinas da reserva e do meio. As andlises moleculares basearam-se na
amplificacdo de fragmentos do gene 16S rRNA da comunidade de cianobactérias. Duas
metodologias foram utilizadas: o perfil das sequéncias num Gel de Eletroforese com
Gradiente de Desnaturacdo (DGGE) e a diversidade de gendtipos gerados pela Anélise de
Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) a partir de clones das sequéncias. A
diversidade genotipica, calculada pelo indice de Shannon-Wiener, foi em geral maior que a
diversidade morfoldgica. A diversidade molecular durante a seca foi menor, denunciando as
condicdes mais seletivas do ambiente nesse periodo. A técnica de DGGE mostrou-se Gtil para
uma rapida visualizacdo comparativa do perfil das comunidades nas duas estacdes e
apresentou valores mais elevados da riqueza de sequéncias em algumas das amostras. O uso
das diversas técnicas mostrou-se complementar, reforcando a importancia de se utilizar uma

técnica em adicdo a outra para evitar a descri¢do incorreta de comunidades naturais.

Palavras-chave: Pantanal, lagoas salinas, biodiversidade, cianobactérias, DGGE, ARDRA.
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1. Introdugéo

O Pantanal, localizado na porcéo central do continente sul americano, consiste na
maior planicie de inundacdo do planeta, abrangendo uma area de aproximadamente 140
mil km? no territério brasileiro, entre os estados do Mato Grosso (35%) e Mato Grosso do
Sul (65%) (Silva & Abdon, 1998). Silva e Abdon (1998) delimitaram e quantificaram a
area ocupada pelo Pantanal, dividindo-o em 11 sub-regides conforme suas diferentes
caracteristicas geomorfologicas. O Pantanal da Nhecolandia foi considerado a segunda
maior sub-regido, com aproximadamente 27 mil km?, area que corresponde 19,5% do total.
Localizado entre os rios Taquari e Negro, no Mato Grosso do Sul (fig.1), o Pantanal da
Nhecolandia distingue-se pela riqueza em lagoas rasas de formato circular ou alongadas
em diferentes estagios de sucessdo: ha aproximadamente sete mil baias de dgua doce e
1500 lagoas salinas (Fernandes, 2007).

BOLIVIA

PARAGUAY

ﬁ Study site

Pantanal Wetland

':' Limit of the plateaus

7 3
Q‘ \ _ Limit of the Upper Paraguay basin

22°

Figura 1. O Pantanal brasileiro e a Nhecolandia (Barbiero et al., 2008)
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As salinas sdo lagoas permanentes de &gua alcalina, localizadas em pequenas
depressOes, circulares, ovaladas ou oitavadas (Fernandes, 2007). Sdo quase sempre
isoladas das cheias por cordilheiras, que consistem em estreitas faixas de solo ligeiramente
mais elevadas que o terreno local e com vegetacdo tipica de cerrado (Furquim et al., 2010).

Estudos geoquimicos recentes abrangendo as aguas superficiais e de subsuperficie
da sub-regido da Nhecolandia tém proposto uma origem recente no tempo geoldgico a alta
concentracdo de sais das lagoas salinas (Barbiero et al., 2002; Furquim et al., 2010) ao
contrario das antigas explicacdes paleoecoldgicas que atribuem a presenca de sais a
fendmenos antigos, em especial a alternéncia de fases de clima arido e imido durante o
Pleistoceno (Ab’Saber, 1998). Barbiero et al. (2002) propfe que a existéncia de um
horizonte impermedavel no subsolo gue envolve as salinas promove a concentracdo de sais
ao impedir o fluxo de agua entre o corpo d’adgua e o lencol freatico na estagdo seca, retendo
assim a agua na lagoa, a qual sofre um intenso processo evaporativo que supera a
precipitagdo pluviométrica nessa época do ano, tornando a 4gua altamente concentrada em
solutos. Os autores sugerem que 0S processos responsaveis pela maioria das mudancas na
composicao quimica das lagoas salinas decorrem da precipitacdo de alguns elementos (em
especial Ca e Mg) conforme a agua se torna mais salina e isso possivelmente explica a alta
alcalinidade desses ambientes.

Além do pH elevado (> 8) as lagoas salinas possuem outras caracteristicas que as
tornam um ambiente considerado de condicGes extremas, como a elevada condutividade (>
2000 pS cm™), decorrente da alta concentracdo de cloreto de sédio (> 2 g L™), e a presenca
de amodnia em sua forma ndo ionizavel, justificando a auséncia de plantas aquéticas e
peixes bem como a pouca diversidade do zooplancton (Mourdo et al., 1988; Medina-Junior
& Rietzler, 2005).

Apesar de serem ambientes com diversos fatores limitantes ao crescimento de
organismos, algumas espécies de cianobactérias sobrevivem bem as condi¢des extremas
apresentadas nas lagoas salinas e muitas vezes apresentam dominancia monoespecifica
dentro da comunidade fitoplancténica. O género Anabaenopsis (Woloszynska) Miller tem
sido registrado como o mais comum nas salinas do Pantanal (Malone et al., 2007; Santos &
Sant’ Anna, 2010) principalmente durante a estacdo seca e tem sido sugerido como possivel
indicador de lagoas salinas na sub-regido da Nhecolandia (Santos & Sant’ Anna, 2010).

Dentro do fitoplancton, as cianobactérias consistem num grupo de microrganismos

procariotos foto-autotréficos, sendo importantes em muitos ambientes em termos de
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biomassa e podendo influenciar assim o funcionamento de diversos ecossistemas aquaticos
(Reynolds, 1984).

As cianobactérias sdo 0s primeiros organismos vivos dos quais se tem registro
fossil no planeta (Armstrong & Brasier, 2005) e sdo geralmente 0s primeiros organismos
clorofilados a colonizar solos e rochas nus por apresentarem inimeras adaptacfes, como
pigmentos que absorvem luz UV, que aumentam o seu fitness em ambientes terrestres
expostos (Whitton, 1992). O habitat proeminente desses microrganismos Sd0 0S
ecossistemas aquaticos marinhos ou continentais, onde também apresentam elevada
versatilidade. Elas sdo capazes de crescer em agua salgada, salobra ou doce, em fontes
termais ou frias e em ambientes onde nenhuma microalga conseguiria sobreviver (Mur et
al.,, 1999). Segundo Mur et al. (1999) um numero consideravel de espécies de
cianobactérias de agua doce é capaz de resistir a altas concentracdes de cloreto de sddio e
verifica-se que varios isolados de ambientes litoraneos mais toleram a presenca do sal do
que o0 requerem sua sobrevivéncia, isto &, sdo halotolerantes e ndo halofilicos.

As cianobactérias claramente desenvolveram mecanismos de adaptacdo a
flutuacGes e a ampla gama de variacdo da salinidade externa. Em uma revisdo da literatura,
Klahn & Hagemann (2010) descrevem que a biossintese e acumulagdo de certos solutos
compativeis em cianobactérias resulta em uma caracteristica tolerancia a salinidade. O
conceito de solutos compativeis foi introduzido por Brown (1976), cuja definicdo consiste
em um grupo funcional de compostos organicos sem carga e de baixo peso molecular, que
ndo provocam distdrbios no metabolismo celular (e por isso chamados de compativeis) em
altas concentragdes molares, necessarios para equilibrar condicdes osmoticas. Segundo
Kldhn & Hagemann (2010) as cianobactérias aclimatam a condic¢Ges de elevada salinidade
por meio da extrusdo ativa de ions junto a simultdnea acumulacdo de solutos compativeis,
necessarios para o balanco osmoético e para a protecdo direta ou indireta de
macromoléculas.

Apesar da importancia deste grupo e do ambiente de estudo, existem poucos
trabalhos envolvendo a diversidade do fitoplancton em lagoas salinas do pantanal
brasileiro. Sdo conhecidos apenas trés estudos com referéncia a composicdo da
comunidade de cianobactérias em salinas (Malone et al., 2007; Santos, 2008; Santos &
Sant’ Anna, 2010) e nenhum envolvendo analises moleculares de diversidade.

Qualquer estudo de quantificagdo da diversidade deve fornecer uma metodologia de

agrupamento de elementos individuais em um dado nivel de organizacdo conforme um
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critério arbitrario que permita a diferenciacdo desses elementos entre classes que nédo se
sobrepdem (Kolasa & Biediadka, 1984).

A diferenciacdo de espécies com base em critérios morfoldgicos é a pratica mais
comumente utilizada, contudo ela ndo necessariamente reflete entidades evolutiva e
ecologicamente coerentes, particularmente quando se trata de microrganismos (Nubel et
al., 1999). Além disso, a identificacdo com base em técnicas de microscopia 6ptica comum
nem sempre € segura, primeiramente porque nem todas as caracteristicas taxondmicas sao
distinguiveis no microscopio Ooptico (Willame et al., 2006) e também porque as
caracteristicas morfolégicas e morfométricas das cianobactérias em geral refletem as
condices fisioldgicas de seu crescimento (Anagnostidis & Komaérek, 1998), o que pode
trazer ddvidas quanto a correta identificacdo. Individuos com a mesma composi¢do
genética podem parecer bastante diferentes em condicBes fisioldgicas variadas como
resultado de uma expressdo génica diferencial (Castenholz & Norris, 2005). Outra
complicacdo refere-se a identificacdo de espécies picofitoplancténicas (organismos de 0,2-
2 um), cujo tamanho reduzido e morfologia simples das células muitas vezes fazem-nas
passar despercebidas ao microscopio Optico, embora sejam reconhecidas como fonte de
produtividade priméria potencialmente significativa em alguns ambientes marinhos e de
agua doce (Mur et al., 1999).

Diante de todas as dificuldades e limitacbes encontradas na caracterizagdo
morfolégica das cianobactérias, torna-se necessario 0 emprego de técnicas que
complementem esta abordagem para um melhor entendimento da sua diversidade e do seu
papel na manutencdo do ecossistema (Muyzer, 1999). Considerando a rapida mudanca
evolutiva dentro de linhagens de organismos com ciclo de vida curto como as
cianobactérias e nos quais se desconhece a reproducdo assexuada, estudos de biologia
molecular sdo uma alternativa complementar aos estudos morfolégicos que nem sempre
conduzem a uma identificacdo filogeneticamente coerente. O uso de técnicas moleculares
no estudo de comunidades de cianobactérias tem sido bem sucedido e tem se mostrado
capaz de superar as limitacdes da abordagem morfoldgica (Coman et al., 2011). Para todos
0s niveis taxondmicos acima de espécie, a anélise dos genes de codificacdo da pequena
subunidade do RNA ribossomal (16S rRNA) tem se demonstrado a abordagem mais
promissora em estudos de classificacdo filogenética de cianobactérias (Wilmotte, 1994).

Os primeiros estudos de caracterizagdo de amostras ambientais utilizando o rRNA

tiveram como alvo as sequéncias codificadores da subunidade 5S do RNA ribossomal. Os
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genes 5S rRNA eram diretamente extraidos de amostras mistas e moléculas
correspondentes a membros diferentes da comunidade eram separadas por eletroforese.
Uma analise comparativa das sequéncias permitia inferéncias filogenéticas. Estes estudos
pioneiros produziram resultados interessantes, contudo a informacdo contida nos
aproximadamente 120 nucleotideos do gene 5S rRNA é relativamente pequena e a
necessidade de uma separacdo eletroforética das diferentes moléculas limitava essa técnica
a ambientes menos complexos (Amann et al., 1995). Fez-se necessidade do uso de
moléculas maiores do rRNA para estudos de ecologia de microrganismos.

O gene 16S rRNA possui em média 1500 nucleotideos e quando completamente ou
quase completamente analisado (pelo menos 1000 nucleotideos) contém informacéo
suficiente para uma analise filogenética confiavel (Amann et al., 1995).

A maioria das abordagens filogenéticas tem utilizado o gene 16S rRNA e por isso
existe uma ampla gama de sequéncias conhecidas desta regido. A sua ubiquidade, seu alto
contetdo informativo e a natureza conservativa fazem do gene 16S rRNA a molécula mais
apropriada para o estudo de relacdes filogenéticas distantes (Lane et al., 1985), ele ndo é
capaz, contudo, de resolver plenamente relagcfes intraespecificas ou entre espécies muito
proximas.

Dentro do filo Cyanobacteria os estudos envolvendo o 16S rRNA iniciaram-se em
1975, quando Doolittle et al. (1975) utilizaram-se do padréo de oligdbmeros gerados a partir
do tratamento do 16S rRNA com a enzima T1 ribonuclease para caracterizar e estimar a
posicdo filogenética da cianobactéria Anacystis nidulans (hoje Microcystis aeruginosa)
dentro da linhagem dos procariotos. Desde entdo, muitos outros trabalhos foram realizados
com o0 16S rRNA abrangendo diferentes técnicas.

Baseando-se em sequéncias publicadas do gene 16S rRNA, Nibel et al. (1997)
desenvolveram iniciadores de PCR especificos para cianobactérias, os quais, uma vez
utilizados em combinagdo com analises de DGGE (Gel de Eletroforese com Gradiente de
Desnaturacdo), uma técnica de separacdo de moléculas de DNA dependente da sequéncia
(Muyzer et al, 1993), provaram-se Uteis & visualizacdo da diversidade de genes 16S rRNA
em comunidades de cianobactérias provindas de amostras ambientais.

A anélise de DGGE consiste numa técnica de impressao digital genetica (genetic
fingerprinting) do perfil de comunidades microbiologicas por meio da qual é possivel
estudar a diversidade de microrganismos em ambientes naturais e monitorar o

comportamento das comunidades ao longo do tempo. Uma das grandes vantagens da
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utilizacdo do DGGE ¢ a viabilidade da andlise simultanea de multiplas amostras, o que
permite 0 monitoramento da complexa dindmica a qual as comunidades microbianas
possivelmente estdo submetidas diante de flutuacbes didrias e sazonais ou apds uma
perturbacao ambiental (Muyzer, 1999).

A Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) é uma
ferramenta comumente utilizada em estudos de diversidade que dependem do
polimorfismo de DNA (Deng et al., 2008). Clones contendo fragmentos amplificados da
regido génica 16S rRNA sdo amplificados por PCR e estes amplicons tratados com
enzimas de restricdo, sendo os fragmentos resultantes dessa digestdo posteriormente
separados por eletroforese (Sklarz et al., 2009). Os perfis resultantes sdo entdo utilizados
para agrupar elementos da comunidade em diferentes grupos genotipicos, que podem ainda
ser utilizados no calculo de indices de diversidade.

Segundo Moyer et al. (1996) as variacdes na posi¢cdo dos sitios de restricdo para
diferentes organismos tornam o método apropriado tanto para diferenciacdo da sequéncia
do gene 16S rRNA quanto para reconstrucdes filogenéticas. Moyer et al. (1996) realizaram
um estudo a respeito da aplicabilidade do ARDRA na identificacdo de unidades
taxonémicas operacionais baseada nos perfis de fragmentos de restricdo gerados. Mais de
100 sequéncias do gene 16S rRNA de bactérias foram estudadas utilizando-se uma analise
de RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo) simulada em
computador a partir dos sitios de restricdo de 10 enzimas conhecidas. As enzimas BstUI,
Mspl e Haelll produziram os melhores resultados nesta analise devido a sua habilidade de
diferenciar clones proximamente relacionados. Moyer et al. (1996) compararam arvores
filogenéticas baseadas em sequéncias do gene 16S rRNA com as analises filogenéticas
produzidas a partir dos perfis de ARDRA gerados para 0 mesmo gene e concluiram que
utilizando as dez enzimas de restricdo obtém-se uma acuracia de 76 a 100% na inferéncia
das relacbes filogenéticas. Skalarz et al. (2009), contudo, criticam este resultado,
afirmando que na época havia apenas uma estreita gama de sequéncias disponiveis,
enquanto hoje os bancos de dados sdo muito mais ricos e as questdes envolvendo a
confiabilidade dos perfis de ARDRA para a identificacdo dos clones bem como para
reconstrucdes filogenéticas devem ser reavaliadas. Em seu trabalho, Skalarz et al. (2009)
concluem que os dendrogramas produzidos a partir da analise de ARDRA podem ndo

refletir uma verdadeira arvore filogenética baseada na sequéncia do gene 16S rRNA, mas a



19

técnica se demonstrou uma ferramenta apropriada para diferenciacéo de géneros dos clones

produzidos a partir de amostras ambientais.

2. Objetivos

- Caracterizar a comunidade de cianobactérias de trés lagoas salinas do Pantanal da
Nhecolandia (MS) em termos de diversidade e riqueza de espécies no final da estacdo
chuvosa de 2011 e inicio da seca de 2012 utilizando-se do meétodo tradicional de
identificacdo morfologica por microscopia optica.

- Verificar a riqueza e diversidade de cianobactérias dessas mesmas amostras por
meio de duas técnicas moleculares distintas: o perfil produzido em Gel de Eletroforese
com Gradiente de Desnaturacdo (DGGE) e a Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal
Amplificado (ARDRA).

- Comparar os resultados obtidos a partir das diferentes técnicas trabalhadas.

3. Metodologia

3.1 Local de estudo
A figura 2 mostra as trés salinas da sub-regido do Pantanal da Nhecolandia
estudadas no presente trabalho, localizadas na regido da Fazenda Nhumirim (EMBRAPA
Pantanal): a Salina da Invernada (18°58'59" S e 56°39'42" W), Salina do Meio (18°58'27"
S e56°38'51" W) e Salina da Reserva (18°57'37" S e 56°37'25" W). As salinas na imagem
sdo caracterizadas pela presenca de praias marginais, que aparecem como faixas brancas,

principalmente visiveis em torno da Salina do Meio, que é a salina mais caracteristica.
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Figura 2. Vista aérea gerada pelo programa Google Earth com a identificacdo das
lagoas salinas amostradas no presente trabalho.

3.2 Periodo de coleta

Com o objetivo de se comparar a diversidade em estagdes distintas, foram feitas
duas coletas em diferentes periodos: uma em outubro de 2011 e outra em abril de 2012.

O regime de chuvas do Pantanal é caracterizado por duas estacbes bem
contrastantes, que interferem diretamente na composic¢do dos seus sistemas hidroldgicos.
De um modo geral a estacdo seca perdura de abril a setembro e a estacdo Umida vai de
mar¢o a outubro (Santos, 2008). Desta forma a coleta de outubro representa o final da

estacdo chuvosa e a de abril o inicio da seca.

3.3 Coleta das amostras

Cada uma das salinas foi amostrada em Unico ponto de coleta, 0 mais central e
distante da margem possivel. A coleta do fitoplancton foi realizada com auxilio de um
béquer, na sub-superficie da agua, tomando cuidado para ndo entrar em contato com o
sedimento, principalmente no periodo em que as lagoas estavam mais rasas. A utilizacdo
de uma garrafa coletora de Van Dorn, comumente empregada em coletas para estudos
limnoldgicos, mostrou-se inviavel uma vez que as salinas sdo caracteristicamente rasas.

Uma sub-amostra da agua coletada foi acondicionada em frascos de vidro de 100
mL e imediatamente fixada com 1% de lugol. Outra parte foi filtrada, com auxilio de uma
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bomba a vacuo, em filtros de fibra de vidro de 47 mm de didmetro e poro 0,7 pum
(Macherey-Nagel) até ser observada a saturagdo dos mesmos, sendo registrado o volume
final filtrado para cada filtro, que foi armazenado a -20°C para posterior extracdo do DNA

gendmico.

3.4 Identificacdo e quantificacdo da comunidade fitoplancténica

A comunidade fitoplanctonica foi identificada e quantificada utilizando-se
microscopio invertido Zeiss, em aumento de 400 vezes, por meio da técnica de
sedimentacdo descrita por Utermdhl (1958), em camaras de sedimentacdo de 10 mL. A
contagem foi realizada até que fossem registrados pelo menos 100 individuos da espécie
dominante ou 400 individuos quando a espécie dominante era muito mais abundante que as
demais e se completasse o transecto (Lund et al., 1958).

A abundancia de cada espécie foi mensurada tanto em termos de nimero de células
quanto de biovolume por mililitro, sendo as formas geométricas tridimensionais utilizadas
para calcular o biovolume de cada espécie identificada baseadas nos trabalhos de Rott
(1981), Hillebrand et al. (1999) e Sun & Liu (2003).

Para identificacdo do fitoplancton foi utilizada a bibliografia adequada: Bourrelly
(1968, 1970, 1972), Horeckd & Komarek (1979), Komarek (1982, 1991), Komarek &
Anagnostidis (1989, 1998, 2005), Popovsky & Pfiester (1990), Bittencourt-Oliveira
(1993), Castro (1993), Komarkova-Legnerova & Kronberg (1994), Sant’ Anna & Azevedo
(1995), Sant’ Anna et al. (2004), Tucci et al. (2006), Santos (2008) e Santos & Sant’ Anna
(2010).

Dois tipos de estrutura de resisténcia, acinetos e hormogonios, foram encontrados e
identificados como possiveis acinetos de Anabaenopsis elenkinii e possiveis hormogonios
de Arthrospira platensis. Os primeiros receberam essa identificacdo por terem sido vistos,
nas mesmas amostras, individuos de A. elenkinii contendo células em processo de
deterioragdo, mas com o acineto intacto. Os provaveis hormogonios de A. platensis foram
assim identificados por sua semelhanga com os descritos por Santos (2008) e Santos e
Sant’ Anna (2010).

A diversidade de cianobactérias baseada no biovolume celular foi calculada pelo

indice de Shannon-Wiener (Shannon, 1948) segundo a formula da equacéo 1.
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H=-Xpi.Inpi

Equacao 1. indice de diversidade de Shannon-Wiener baseado no biovolume celular, onde
“pi” = biovolume (um*/mL) da espécie “n” dividido pelo biovolume (um®*/mL) total da comunidade
de cianobactérias.

Foi realizada uma anélise de agrupamento por UPGMA (Agrupamento Pareado
N&o-ponderado baseado na Média Aritmética) conforme a similaridade das lagoas nos
diferentes periodos de coleta quanto a distribuicao das espécies identificadas. Utilizou-se o
programa PAST (versdo 2.17) e a medida de similaridade por correlagéo correspondente ao
complemento (1-r) do coeficiente de correlacdo (r) de Pearson (Hammer et al., 2001).

3.5 Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir dos filtros conforme o método
de Kurmayer et al. (2003).

O filtro foi suspendido em TES (25% wi/v sacarose, 0,050 mol/L Tris-HCI, 0,100
mol/L EDTA, pH 8,0). Em seguida foi adicionada lisozima, em uma concentracdo final de
5 mg/mL, seguida da enzima proteinase K, a 100 pg/mL e SDS, na concentragdo final de
2% e foi feita incubacdo overnight a 55°C. Prosseguiu-se com a limpeza do DNA extraido
por meio da adicdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1, v/v), seguido de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, v/v). A ultima etapa consistiu na precipitacdo do
DNA, feita adicionando-se um volume de etanol absoluto igual a 2,5X o volume do
sobrenadante. O precipitado que se formou foi lavado com etanol 70%. A ressuspensao do
DNA deu-se pela adi¢ao de 50 uL de TE (0,010 mol/L de Tris e 0,001 mol/L de EDTA, pH
8,0).

3.6 Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) da regido 16S rRNA

Para cada reacdo de PCR, utilizou-se a seguinte mistura de reagentes com suas
respectivas concentracdes finais: tampdo Dream Taqg (Fermentas) (1X), MgCl, (0,625
mM), dNTP (0,25 mM), iniciador forward (0,25 pmol/uL), iniciador(es) reverse (0,25
pmol/uL), Dream Taq DNA polimerase (Fermentas) (0,025 U/uL) e DNA gendmico
diluido (0,5 ng/uL). Todas as rea¢des ocorreram no termociclador BIORAD Mycycler.

A tabela 1 apresenta as sequéncias de todos iniciadores utilizados o trabalho.

O par de iniciadores utilizados para amplificacdo do segmento da regido 16S rRNA

usado como inserto na clonagem foi o CYA356F (especifico para cianobactérias) e 1391R
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(universal). O programa utilizado foi: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 min e 30 ciclos de
94°C por 1 min (desnaturacéo), 60°C por 1 min (anelamento) e 72°C por 1 min (extens&o).

Para a analise de DGGE os iniciadores foram o par CYA781R(a) e CYA781R(b)
utilizado em quantidade equimolar e CYA359F, com grampo GC. As reacGes foram
realizadas com o seguinte programa: desnaturagéo inicial a 94°C por 3 min; 30 ciclos de
94°C por 1 min (desnaturacdo), 58°C por 1 min (anelamento) e 72°C por 1 min (extens&o);
dez minutos de extensao final a 72°C encerraram a reacao.

O grampo GC corresponde a uma sequéncia rica em desoxiguanosina (G) e
desoxicitidina (C) adicionada a extremidade 5’ do iniciador forward com o objetivo de
impedir a completa desnaturacdo dos fragmentos de dupla fita de DNA durante a corrida
eletroforética no gel com gradiente de desnaturacdo e assim permitir que os amplicons
figuem retidos uma certa altura do gel de DGGE (Boutte et al., 2006). A combinacao dos
iniciadores reverse CYAT781R(a) e CYAT781R(b), que se diferem em duas bases
polimorficas situadas nas posi¢des 7 e 23 (sentido 5’a 3”), é sugerida para amplificacdo de
cianobactérias filamentosas, alvo preferencial do iniciador CYA781R(a), e unicelulares,
alvo preferencial do iniciador CYA781R(b) (Boutte et al., 2006).

Tabela 1. Iniciadores utilizados na amplificacdo da regido 16S rRNA do DNA de
Cyanobacteria.

Iniciador Sequéncia 5°—3’ Posicdo®  Referéncia

CYA356F GTGGGGAATTTTCCGCAA 356-374 de la Torre et al. (2003)
1391R GACGGGCGGTGWGTRCA" 1391-1408 Turner et al. (1999)
CYA359F° GGGGAATYTTCCGCAATGGG! 359-378 Nbel et al. (1997)

CYA781R(a) GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT 781-805  Nibel etal. (1997)
CYAT781R(b) GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT 781-805  Nibel et al. (1997)

#Posicdo dos nucleotideos em Escherichia coli

® W corresponde a um nucleotideo A ou T

¢ Sequéncia de 40 nucleotideos rica em GC (5’-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCG GTC CCG
CCG CCC CCG CCC G-3’) anexada a extremidade 5” do iniciador.

Y corresponde a um nucleotideo C ou T

Os resultados das PCRs foram verificados em gel de agarose 1%, com revelacdo em

brometo de etidio, ap6s uma corrida eletroforética em tampdo TAE 1X por
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aproximadamente 30 minutos a 80 volts. O marcador de peso molecular Lambda-Pstl
utilizado foi preparado da seguinte maneira: 150 pL de Lambda DNA (Fermentas) foram
misturados a 50 puL de tampéao (10 mM Tris-HCI (pH 7,6) e | mM EDTA), 8 uL. da enzima
Pstl (Fermentas) (10 U/uL) e 292 uL de H,O. Apos a digestdo, foi acrescentado o tampéo
de corrida azul de bromofenol.

Para a visualizacdo das bandas nos géis foi utilizado o equipamento de foto-
documentacdo UVP MultiDoc-It e o programa computacional UVP Launch Doc-ItLS.

As bandas obtidas por meio da amplificacdo dos iniciadores CYA356F e 1391R
foram cortadas do gel de agarose e purificadas antes de utilizadas como inserto na reagéo
de ligacdo ao vetor plasmidial para clonagem. A purificagdo das bandas foi feita conforme
a metodologia de precipitacdo do DNA extraido, utilizando-se fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1, v/v) e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, viv). A fase aquosa
sobrenadante obtida apés esta Ultima etapa foi adicionado um volume de etanol absoluto
2,5X 0 volume do sobrenadante e 1 pL de acetato de sodio (3 mol/L) para cada 20 uL do
volume final. Esta solucdo foi deixada a -20°C por 12 h e posteriormente centrifugada por
25 min a 13000 rpm e 4°C. Ao pellet obtido foi adicionado etanol 70% e novamente
submetido a centrifugacdo. Os DNAs precipitados foram ressuspendidos em 5 pL de agua
ultrapura. A qualidade do DNA foi verificada em corrida em gel de agarose 1% (80 volts,
30 min) apds corar-se com brometo de etidio.

Os produtos das reacdes de PCR feitas com os iniciadores CYA359F e
CYAT781R(a+b) foram quantificados por meio da comparacdo com a ladder Low Mass
(Fermentas) no programa ImageJ (1.46). Das amostras que ndo apresentavam 400 ng de
DNA, foram feitas duas reacdes de PCR e os produtos foram precipitados e submetidos a
uma etapa de purificacdo. Apods estar completamente seco o DNA foi ressuspendido em 18

uL de TE e estava pronto para ser aplicado no gel de DGGE.

3.7 Gel de Eletroforese em Gradiente de Desnaturacdo — DGGE
A analise dos produtos de PCR por meio do DGGE foi realizada como descrito por
Muyzer et al. (1993) usando o DCode Universal Mutation Detection System (Bio-Rad
Laboratorios, EUA). Cerca de 400 ng de DNA amplificado por PCR foram aplicados em
cada canaleta do gel de acrilamida 6% (acrilamida:bis 37,5:1) (w/v). Foi feito um gradiente
de desnaturacgdo de 40% a 60% a partir de uma solugdo 100% desnaturante contendo ureia

7 mol/L e formamida deionizada 40% (v/v). Um volume de 40 puL de DNA foi aplicado em
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cada canaleta com adicdo de 4 pL de tampédo de amostra 10X. A corrida eletroforética do
gel de DGGE foi realizada a 80 volts e 60°C durante 900 min (15 h).

Utilizou-se o corante SYBR Gold para visualizacdo do perfil de bandas no gel. Este
corante tem a vantagem de ndo apresentar coloracdo de fundo, tornando possivel a
observacao dos fragmentos de DNA menos dominantes (Muyzer & Smalla, 1998). O gel
foi corado durante 40 min em uma solucdo de SYBR Gold e as bandas foram visualizadas
e fotografadas em luz ultravioleta utilizando-se o equipamento de foto-documentacdo UVP
DigiDoc-It e programa computacional UVP Launch Doc-ItLS.

O perfil de DGGE foi estudado com auxilio do programa de analise de imagens de
géis de DNA PyElIph (verséo 1.4) descrito por Pavel & Vasile (2012). Foi feita uma analise
de UPGMA no programa PyElph (1.4).

3.8 Preparacao das células competentes de Escherichia coli

Utilizou-se a linhagem TOP10 (Invitrogen) cedida pelo laboratério de Genética
Molecular de Protozoarios Parasitos (Departamento de Biologia Geral do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG), coordenado pelo Professor Alvaro Cantini Nunes. Um
traco da cultura de E. coli TOP10 foi colocado para crescer em meio de cultura LB (tabela
2). Apo6s o crescimento da coldnia 1 mL da cultura foi adicionado em 100 mL de SOC
(tabela 2). O crescimento da colb6nia passou a ser monitorado, utilizando-se um
espectrofotbmetro, até que a leitura de ODgyo Se aproximasse de 0,3 a 0,4. Atingido esse
valor a cultura foi posta para resfriar em gelo por 30 min e ap06s isso submetida a
centrifugacdo refrigerada. Apo6s secagem da massa de células, adicionaram-se 10 mL de
CaCl, (0,1 mol/L), e as células foram entdo suavemente ressuspendidas e incubadas em
gelo por 20 min. Apds nova centrifugacdo, a massa de células precipitadas foi posta para
secar. As células foram ressuspendidas em 2 mL de CaCl, (0,1 mol/L) e glicerol 15%.
Aliquotas de 100 uL foram preparadas em tubos estéreis e congeladas imediatamente em

nitrogénio liquido. As células foram estocadas a -70°C.

Tabela 2. Meios de cultura utilizados na preparacdo de celulas competentes de E.
coli TOP10.

Meios de cultura Reagentes Concentracéo final

Meio LB Triptona 10 g/L

Extrato de levedura 50/L
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Meio LB-agar

Meio SOC

NaCl

Triptona

Extrato de levedura
NaCl

Agar

Triptona

Extrato de levedura
NaCl

KCI

MgCl,

Sacarose

50/L
10 g/L
59/L
50/L
15g/L
20 g/L
59/L
0,5¢g/L
2,5 mM
10 mM
20M

3.9 Ligacao do inserto no vetor e transformacédo das células
Para clonagem da regido 16S rRNA foi utilizado o kit CloneJET PCR Cloning

(Thermo Scientific) contendo o vetor pJET 1.2/blunt representado na figura 5.

Figura 3. Vetor pJET 1.2/blunt utilizado na ligacdo dos fragmentos 16S rRNA

amplificados.
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A enzima Taq polimerase possui uma atividade independente do DNA molde por
meio da qual uma unica desoxiadenosina (A) ¢ adicionada a por¢do terminal 3’ do produto
de PCR e o vetor linearizado disponibilizado no kit possui um residuo de desoxitimidina
(T) pendente em cada uma de suas extremidades 3’°, estratégia que permite a ligag¢ao
eficiente de qualquer inserto produto de PCR ao vetor.

A ligagéo no vetor pJET 1.2 foi feita inicialmente adicionando-se 1 uL do produto
de PCR purificado a 5 pL. do tampao de reagdo 2X, 0,5 uL de enzima blunting e 2,5 uL de
agua livre de ultrapura e deixando 5 min em banho-maria a 70°C. A seguir foi feito um
choque térmico, deixando-se no gelo por 1 min ¢ o vetor pJET 1.2 foi adicionado (0,1 pL)
junto a enzima T4 DNA ligase (1 pL). Deixou-se a reagéo de ligagdo ocorrer por 10 min a
22°C e entdo as amostras foram congeladas (-20°C) por ndo mais que 24 h até se
prosseguir com a etapa da transformacao.

Para a transformagdo, 10 pL da mistura contendo vetor ja ligado ao inserto foram
adicionados a 100 pL de células competentes. As células com os vetores foram deixadas 30
min no gelo e a seguir foi feito um choque térmico de 45 segundos a 42°C seguidos de 5
min no gelo. Foi adicionado 1 mL de meio SOC estéril (tabela 2) e as células
transformadas foram incubadas sob agitacdo a 37°C por 1 h . 400 uL dessa cultura foram
centrifugados por 1 min a 6000 rpm. Apds a centrifugacdo a massa de células precipitada
foi ressuspendida e distribuida em uma placa com meio de cultura LB &gar contendo 50
pug/mL do antibiotico ampicilina. A placa foi incubada até o dia seguinte, quando foi feita a
selecdo dos clones para posterior amplificacdo dos fragmentos inseridos no vetor.

O fragmento amplificado de PCR insere-se numa regido onde existe um gene letal
(eco471R) no vetor pJET 1.2. Dessa forma além de apenas crescerem na placa os clones
transformados, pois o vetor inclui um gene de resisténcia a ampicilina, os clones
transformados cujo vetor ndo possui o inserto ligado sdo negativamente selecionados, por

terem ainda ativos 0 gene eco471R que expressa uma enzima de restricdo letal.

3.10 PCR a partir das coldnias de clones
Para amplificacdo do fragmento de interesse foram feitas PCRs a partir de cada
col6nia isolada selecionada, utilizando-se os mesmos iniciadores usados na amplificagéo a
partir do DNA gendmico: CYA356F e 1391R. A diferenca aqui consiste no fato de que
foram adicionados 2 pL da coldnia previamente suspendida em 20 pL de agua estéril para

cada reacdo de 20 uL. de PCR.
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Foi feita uma corrida eletroforética com os produtos de PCR (80 volts, 30 min em
tampdo TAE 1X e revelagdo em solucdo de brometo de etidio) em gel de agarose 1% para
verificar se realmente houve transformacdo da célula e ligacdo do inserto nas colénias
selecionadas. Utilizou-se o marcador de peso molecular Lambda-Pstl e foram considerados

clones positivos aqueles que apresentaram a banda de aproximadamente 1000 pb esperada.

3.11 Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado —

ARDRA

A enzima de restricdo utilizada na digestdo dos amplicons foi a BsuRI (Haelll)
(Thermo Scientific) com sitio de restrigado GC | CC.

Foram adicionados a 5 pL. do produto de PCR dos clones positivos a uma mistura
de 1 uL de tampao R 10X (0,1 mol/L Tris-HCI pH 8,5; 0,1 mol/L MgCl,; 1000 mM KCI; 1
mg/mL BSA), 0,4 uL da enzima BSuRI (10 U/uL) e 3,6 uL de agua ultrapura autoclavada.
Foi feita incubacdo por 4 h a 37°C a fim de que uma completa digestdo ocorresse. Os 10
pL da reacdo de digestdo foram homogeneizados em 2 pl. de azul de bromofenol (6X) e
aplicados em gel de agarose 2%. Apds uma corrida eletroforética a 100 volts por cerca de
25 min em tampédo TAE 1X, as imagens foram captadas utilizando sob luz ultravioleta.

Cada perfil diferente produzido pela digestdo enzimética do produto de PCR de um
clone corresponde a um gendtipo distinto e a diversidade destes foi calculada, para cada

amostra, por meio do indice de Shannon-Wiener, segundo a férmula da equacéo 2.

H=-Xpi.Inpi

Equacéo 2. indice de diversidade de Shannon-Wiener para os gen6tipos de cianobactérias,
onde “pi” = nimero de clones com perfil “n” dividido pelo nimero total de clones analisados.

Foi realizada uma andlise de agrupamento por UPGMA conforme a similaridade
das lagoas nos diferentes periodos de coleta quanto a distribuicdo dos perfis genotipicos.
Utilizou-se o programa PAST (versdo 2.17) e a medida de similaridade por correlagéo
correspondente ao complemento (1-r) do coeficiente de correlagdo (r) de Pearson
(Hammer et al., 2001).
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4. Resultados

4.1 Caracterizacao dos periodos de chuva-seca

O regime de chuvas no Pantanal da Nhecolandia ndo é rigorosamente ciclico e ha
ainda variagOes quantitativas na precipitacdo pluviométrica. A coleta de outubro foi feita
apos um longo periodo de chuvas, em que a precipitacdo atingiu os valores mais altos dos
ultimos 20 anos, chegando a 293 mm (INMET) (fig. 4). As lagoas estavam ainda cheias no
final da estacdo chuvosa de 2011. Ao contrario, em 2012, no periodo que antecedeu a
coleta de abril, a precipitacdo ndo ultrapassou os 63 mm registrados ainda em dezembro de
2011 (INMET) (fig. 5) e a coleta foi realizada numa época em que a profundidade das

lagoas era inferior a profundidade registrada em 2011.
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Figura 4. Precipitacdo registrada pela estacdo Meteorolégica de Corumba (MS) no
periodo de janeiro de 2011 a janeiro de 2012 (INMET).
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Figura 5. Precipitacdo registrada pela estacdo Meteoroldgica de Corumba (MS) no
periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2012 (INMET).
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4.2 Comunidade fitoplanctonica

A figura 6 representa a comunidade fitoplanctonica das amostras estudadas em
termos da porcentagem de células dos grupos identificados na contagem: os filos
Euglenophyta, Chlorophyta e Bacillariophyta, as cianobactérias que apresentaram
dominéancia monoespecifica, Arthrospira platensis e Anabaenopsis elenkinii, provaveis
hormogonios de A. platensis, provaveis acinetos de A. elenkinii e as demais espécies do
filo Cyanobacteria.

A figura 7 apresenta os mesmos dados da figura 6 em termos de biovolume.

Em ambos os graficos é perceptivel a dominancia de uma Unica espécie de
cianobactérias para todas as salinas no periodo de inicio da seca (abril de 2012). Nas
salinas do meio e da invernada A. elenkinii foi a espécie dominante na seca, representando
respectivamente de 88% e 99% do biovolume total, enquanto na salina na reserva no
mesmo periodo A. platensis foi a espécie dominante (98,45% do biovolume total), tendo
sido ainda identificados nesta Gltima amostra apenas 0s possiveis acinetos de A. elenkinii
(1,55% do biovolume total).

A. elenkinii apresentou dominancia monoespecifica também em outubro de 2011
(final da cheia) nas salinas da reserva (89,5% do biovolume total) e do meio (94,6% do
biovolume total). Na salina da invernada desse mesmo periodo ndo houve floracdo de
cianobactéria e o filo Bacillariophyta (62,4% do biovolume total) apresentou maior
abundancia em termos de biovolume, seguido do filo Chlorophyta (31,5%), enquanto A.
elenkinii (4,8%) e as demais cianobactérias (1,3%) representam 0s 6,1% restantes.
Conforme os dados de contagem de células, contudo, a dominancia foi das espécies do filo
Chlorophyta (60,23% das células totais) contra as de Bacillariophyta (com uma

representacdo de 10,18% do somatorio das células).
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Figura 6. Estrutura da comunidade fitoplancténica, em porcentagem de células dos
grupos mais representativos, nas salinas da reserva, do meio e da invernada nos meses de
outubro de 2011 e abril de 2012.
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Figura 7. Estrutura da comunidade fitoplanctonica, em porcentagem de biovolume
dos grupos mais representativos, nas salinas da reserva, do meio e da invernada nos meses
de outubro de 2011 e abril de 2012.

As figuras 8 e 9, por sua vez, consideram apenas a comunidade de cianobactérias e
a abundancia relativa (porcentagem) das espécies deste filo em termos de ndmero de

células e biovolume celular, respectivamente.
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Figura 8. Estrutura da comunidade de Cyanobacteria, em porcentagem de células
de cada espécie, nas salinas da reserva, do meio e da invernada nos meses de outubro de
2011 e abril de 2012.
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Figura 9. Estrutura da comunidade de Cyanobacteria, em porcentagem de
biovolume de cada espécie, nas salinas da reserva, do meio e da invernada nos meses de
outubro de 2011 e abril de 2012.
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Nota-se a dominancia da espécie A. elenkinii na comunidade de cianobactérias de
quase todas as amostras, sendo a salina da reserva de abril de 2012, onde A. platensis € a
espécie dominante, a Gnica excegao.

A figura 10 mostra o dendrograma resultante da analise de agrupamento por
similaridade gerada pelo programa estatistico PAST (2.17) a partir da similaridade das
amostras quanto & composic¢do da comunidade de cianobactérias. Esta andlise baseia-se na
tabela de presenca ou auséncia de espécies, portanto ndo € influenciada pela abundancia
das mesmas. O coeficiente cofenético, que indica 0 quao bem o dendrograma reflete a

estrutura de similaridade nos dados originais (Hammer et al., 2001), foi igual a 0,7573.

P10 abr/12
P12 out/11
P12 abr/12
P13 abr/12
P10 out/11
P13 out/11

0,96 1

0,84

0,721

0,60

0,48

Similarity

0,36

0,241

0,12 1

0,00+

-0,124

Figura 10. Anélise de agrupamento UPGMA baseada na similaridade da
composi¢do da comunidade de cianobactérias identificadas morfologicamente nas amostras
estudadas, salina da reserva (P10), salina do meio (P12) e salina da invernada (P13), nos
meses de outubro de 2011 e abril de 2012,
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4.3 Gel de Eletroforese em Gradiente de Desnaturagdo - DGGE
A figura 11 corresponde a foto do gel com o perfil de DGGE dos fragmentos da
regido génica 16S rRNA de cianobactérias, amplificados por PCR a partir das amostras de
DNA gendmico das salinas estudadas. Foram detectadas 6, 10 e 6 bandas nas amostras das
salinas da reserva, do meio e da invernada de outubro de 2011, respectivamente. Nas
amostras de abril de 2012, detectaram-se 3, 9 e 9 bandas para as salinas da reserva, do

meio e da invernada, respectivamente.

P10 P12 P13 P10 P12 P13
out/11 out/11 out/11 abr/12 abr/12 abr/12

Figura 11. Perfil de DGGE dos fragmentos do gene 16S rRNA amplificados por
PCR da comunidade de cianobactérias dos ambientes estudados, salina da reserva (P10),
salina do meio (P12) e salina da invernada (P13), nos meses de outubro de 2011 e abril de
2012. OBS.: A nitidez limitada da imagem ndo permite a visualizacdo de todas as bandas
gue estavam presentes e que foram usadas neste trabalho.

A figura 12 mostra o dendrograma resultante da analise de agrupamento por
similaridade do perfil de DGGE produzido por amostra, gerada pelo programa de anélise
de imagens de géis de DNA PyElph (1.4). Os valores apresentados a cada ramo
representam o grau de dissimilaridade, que varia de 0 a 100, entre a amostra que se

desmembra neste ramo e 0 conjunto de amostras ainda agrupadas.
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Figura 12. Analise de agrupamento UPGMA baseada na similaridade do perfil de
DGGE de cada ambiente estudado, salina da reserva (P10), salina do meio (P12) e salina
da invernada (P13) nos periodos de outubro de 2011 e abril de 2012.

4.4 Clonagem

A figura 13 representa a relacdo entre o numero de gendétipos acumulados por clone
cujo perfil de ARDRA foi estudado. Quando se alcanca um ponto de saturacdo, isto €, o
ponto a partir do qual apesar de mais clones serem genotipados, nenhum genétipo diferente
¢ computado, a selecdo de novos clones para genotipagem ja pode ser seguramente
interrompida. Esse ponto foi rapidamente alcancado para as amostras do periodo da seca
(abril de 2012), indicando a baixa diversidade genética da comunidade de cianobactérias
nesta época. Atingiu-se o ponto de saturacdo de forma relativamente rapida também nas
amostras da salina da reserva e do meio de outubro, o que levou a utilizagdo de 30 clones
de cada uma dessas cinco amostras. A diversidade genética mostrou-se maior na salina da

invernada de outubro, fato que levou a selecdo de 48 clones para genotipagem.
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Figura 13. Relacdo do nimero de gend6tipos acumulados por clone para cada uma
das amostras, salina da reserva (P10), salina do meio (P12) e salina da invernada (P13), nos
meses de outubro de 2011 e abril de 2012.

4.5 Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado — ARDRA

Foram identificados ao total 25 gendtipos distintos (A-Y) conforme a diferenga no
tamanho dos fragmentos produzidos apds digestdo com a enzima de restricdo BsuRl.

A distribuicdo desses gendtipos dentre as amostras em termos da abundancia de
clones que os apresentavam € mostrada na figura 14. A alta diversidade da salina da
invernada em outubro de 2011 é novamente ressaltada nesta analise. O genotipo B,
presente em todas as amostras com excegdo da salina da invernada de outubro de 2011, é
também o mais abundante nelas (33,3% na salina da reserva em outubro e 96,7% em abril;
76,7% na salina do meio em outubro e 100% em abril; 86,7% na salina da invernada em

abril). A dominancia de um dnico genotipo foi mais acentuada no periodo da seca. Em
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outubro de 2011, final da cheia, apenas a salina do meio apresentava um Gnico genétipo

em mais de 50% dos clones.
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Figura 14. Distribuicdo dos genotipos dentro da comunidade de Cyanobacteria.

A figura 15 mostra o dendrograma produzido pela andlise de agrupamento por

similaridade da distribuicdo dos gendétipos A a Y na comunidade de cianobactérias das

amostras estudadas. Por se basear na presenca ou auséncia de gendtipos, esta andlise faz

uma comparagdo somente da riqueza e da semelhanca na presenca dos gendtipos entre as

amostras, mas ndo da diversidade dos gendtipos nelas presentes, partindo conceito de que a

diversidade leva em conta a riqueza mais equitabilidade.

O coeficiente cofenético foi alto, igual a 0,9375, indicando a alta confiabilidade da

analise.
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Figura 15. Anélise de agrupamento UPGMA baseada na similaridade da
distribuicdo dos genotipos de cianobactérias nas salina da reserva (P10), salina do meio
(P12) e salina da invernada (P13), nos meses de outubro de 2011 e abril de 2012.

4.6 Riqueza e indices de diversidade de Shannon-Wiener

A tabela 3 mostra a riqueza da comunidade de cianobactérias em nUmero de
espécies, em numero de bandas detectadas no perfil de DGGE e numero de gendtipos de
cada amostra.

Para a salina da reserva, o0 padréo de diversidade foi similar para as observacdes a
partir da identificacdo morfolégica em microscépio dptico e as analises de DGGE, com
maior riqueza de espécies no final da estacdo chuvosa (outubro/2011). Para a salina do
meio ndo houve praticamente uma grande variacdo na riqueza entre os meses de outubro e
abril (tabela 3). Porém, com relacdo aos valores, as analises morfologicas mostraram uma
rigueza bem menor (1 e 2 espécies) do que as analises por DGGE (10 e 9 bandas).
Finalmente, para a salina da invernada, houve uma diminui¢do na riqueza de outubro para

abril, com relacdo as analises morfologicas, mas um ligeiro aumento, com relacdo ao
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namero de bandas encontradas por DGGE. Quando comparados aos resultados obtidos
pelas analises morfoldgicas observa-se, em geral, um aumento da riqueza produzido pelas
analises de DGGE.

A rigueza de gendtipos foi em geral maior ou igual a riqueza de espécies
identificadas morfologicamente (tabela 3). A Unica excec¢do foi a salina do meio, em abril
de 2012, quando duas especies morfologicamente distintas foram identificadas mas apenas

um genotipo foi observado.

Tabela 3. Riqueza em numero de espécies, gendtipos ou bandas no perfil de DGGE
das amostras estudadas para a comunidade fitoplanctonica e de Cyanobacteria.

Salina da Reserva | Salina do Meio Salina da Invernada

Riqueza

out/11 abr/12 out/11 abr/12 out/11 abr/12
Espécies de Cyanobacteria
(por morfotipos) 6 2 1 2 7 2
Bandas no perfil de DGGE 6 3 10 9 6 9
Genotipos de Cyanobacteria
(ARDRA) 11 2 6 1 15 2

O indice de Shannon-Wiener foi calculado com base na abundancia proporcional de
cada espécie de cianobactéria (biovolume) ou gendtipo produzido conforme o perfil de
ARDRA. Em todas as amostras analisadas a diversidade de gendtipos foi superior a
diversidade calculada a partir do biovolume, com excecdo da salina do meio em abril de
2012, onde a riqueza de gendtipos foi igual a 1 (e por isso a diversidade igual a 0), mas

morfologicamente duas espécies foram identificadas e a diversidade foi maior que 0.

Tabela 4. indice de Shannon-Wiener para a comunidade de cianobactérias das
amostras estudadas com base na diversidade de espécies morfologicamente identificada
(biovolume) e dos gendtipos encontrados.

Salina da Reserva | Salinado Meio  Salina da Invernada

Indice de Shannon-

Wiener out/11 abr/12 out/11 abr/12 out/11 abr/12
Biovolume 0,2042 | 0,0800 0 0,2434 | 0,6824 0,0006
Gendtipos 1,9600 | 0,1461 | 0,8874 0 2,9720 0,3927
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5. Discusséo

Nota-se a dominéncia das cianobactérias na comunidade fitoplanctonica de cinco
das seis amostras estudadas. Em quatro delas (salina da reserva de out/11, salina do meio
de out/11 e abr/12 e salina da invernada de abr/12) a espécie mais abundante em termos de
biovolume foi A. elenkinii, a qual foi também registrada como espécie dominante em
trabalhos anteriores envolvendo ambientes salinos do Pantanal da Nhecolandia (Malone et
al. 2007; Santos, 2008 ¢ Santos & Sant’Anna, 2010).

A. elenkinii (Miller, 1923) (fig.16) € uma cianobactéria filamentosa pertencente a
ordem Nostocales, com tricomas solitarios, curvos e curtos (2-12 células); células
cilindricas, 4-7 um compr., 2,5-4 um larg.; conteudo celular verde-azul claro; aerétopos
presentes; heterdcitos esféricos, 2-4 um didm.; acinetos elipticos a arredondados, 1-2

intercalares, 5-9 um larg., 7-10 um compr.

Figura 16. Individuo de Anabaenopsis elenkinii (salina do meio de abril de 2012).
Escala equivalente a 10 um.

A. elenkinii é uma espécie tropical de ambientes preferencialmente salinos e
alcalinos, frequentemente encontrada na comunidade fitoplancténica de lagos salinos e
alcalinos do leste africano (Ballot et al., 2008). Santos & Sant’Anna (2010) sugerem que
essa espécie possa ser um indicador de lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia, por ser
bastante abundante nestes ambientes e muito rara ou ausente nas baias e salitradas (agua
doce) da mesma regido. Os autores ressaltam ainda que, devido a sua importancia
ecoldgica nas lagoas salinas, deve ser dada mais importancia a estudos que visem o
desenvolvimento de experimentos em cultura dessa espécie, avaliando seu potencial toxico

e biotecnologico.
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Santos et al. (2011) estudaram os efeitos do pH no crescimento e caracteristicas
morfolégicas de uma cepa de A. elenkinii isolada da salina do meio no Pantanal da
Nhecolandia. Os maiores valores de taxa de crescimento (u; dia™) e produtividade celular
(R; cél. mL™?) foram observados no pH de 10,5, indicando que A. elenkinii é tipica de
sistemas alcalinos e que em valores de pH mais baixos (como 7 ou 9,5, testados no
trabalho) pode ocorrer uma limitacdo do crescimento em termos de densidade e biomassa.
Dessa forma, a formacdo de floracbes de A. elenkinii em lagos alcalinos do Pantanal é
favorecida pelos elevados valores de pH. Ainda no mesmo trabalho, Santos et al. (2011)
observaram que o pH ndo afeta a formacgdo de heterdcitos nem tampouco parece estar
diretamente envolvido na formagdo de acinetos. Os autores ressaltam que 0s acinetos
foram encontrados apenas na natureza (Santos & Sant’Anna, 2010) e que a sua auséncia
nos tratamentos analisados indica que as condicGes testadas ndo representam situacdes de
estresse que induzam a producdo de estruturas de resisténcia em A. elenkinii.

Na amostra de abril de 2012 da salina da reserva, a cianobactéria dominante foi A.
platensis. A espécie A. elenkinii, consideravelmente menos numerosa nessa amostra,
encontrava-se possivelmente apenas na forma de acinetos, sua estrutura de resisténcia
contra fatores ambientais externos. As células em forma de acineto encontram-se em um
estado fisiol6gico de hibernacdo do qual germinam apo6s encontrarem situaces ambientais
favoréaveis (Komarek, 2005). Considerando que A. elenkinii era a espécie mais abundante
na comunidade fitoplancténica das outras salinas no mesmo periodo, com as mesmas
caracteristicas de salinidade e alcalinidade que a salina da reserva, é improvavel que estes
fatores abioticos tenham levado a formacdo dos acinetos. O que se percebe, contudo, é que
houve uma dominancia competitiva da espécie A. platensis sobre A. elenkinii, algo inverso
do que se observou neste mesmo ambiente em outubro de 2011, quando A. elenkinii
superava competitivamente a presenca de A. platensis, que possivelmente existia apenas na
forma de hormogonios. Essa dominagdo competitiva pode consistir na situacdo de estresse
que levou a formacdo de estruturas de resisténcia (acinetos ou hormog6nios), mas a razdo
de uma espécie ou outra ser favorecida ainda permanece incerta.

Arthrospira (Spirulina) platensis (Nordstedt 1892) é uma cianobactéria da ordem
Oscillatoriales (fig.17), com tricomas solitarios, regularmente espiralados (18-20 pm altura
das espiras e 20-52 um distancia entre as espiras), geralmente longos (40-175 pum comp.);
células em geral mais curtas que largas (2-3 um comp., 4-5 um larg.); com células apicais

arredondadas; conteudo celular verde azulado; aer6topos presentes.
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Figura 17. Individuo de Arthrospira platensis (salina da reserva de abril de 2012).
Escala equivalente a 10 pum.

A. platensis é também conhecida por apresentar dominancia em comunidades
fitoplanctonicas de lagos salinos e alcalinos e existe um consideravel interesse econdémico
no seu cultivo comercial pelo fato de suas células serem ricas fontes de proteina (60-70%
do seu peso seco), de acidos graxos insaturados (6-7% do peso seco) e vitaminas (Ayachi
et al., 2007).

A adaptabilidade de A. platensis ao estresse salino tem sido amplamente estudada
(Zeng & Vonshak, 1998; Lu & Vonshak, 1999, 2002), especialmente para dar suporte a
producdo de biomassa em locais abertos, onde a exposi¢do & intensa luz solar em
condicBes aridas ou semi-aridas leva a constante evaporacdo de &gua dos tanques de
producdo e a um progressivo aumento na concentracdo de sal nas culturas, conduzindo a
um estresse salino usualmente acompanhado de inibi¢do fotossintética (Vonshak, 1997).
Esse efeito foi posteriormente detalhado por Lu & Vonshak (2002), cujas observacoes
revelaram mdaltiplos efeitos sobre o funcionamento do fotossistema Il (PSII) nas primeiras

12 horas ap0s o estresse salino induzido. Detectou-se a inibicdo do transporte de elétrons,
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tanto do lado aceptor quanto do doador no PSII, um dano ao ficobilissomo evidenciado por
uma reducdo significativa no contedo de ficocianinas e a troca da distribuicdo da energia
de excitacdo em favor ao PSI. Essas respostas iniciais ao estresse salino sdo cruciais no
sentido de determinar se 0 organismo serd capaz de sobreviver a rapida mudanca de
salinidade e entrar num estado de aclimatacdo a elevada concentracdo de sais (Lu &
Vonshak, 2002).

Segundo Pogoryelov et al. (2003), as funcdes celulares dos individuos de A.
platensis sdo otimizadas em condi¢cdes extremas (pH 9,5-11,5 e 150-250 mM de NaCl) e
por isso essa cianobactéria é tida como organismo modelo na investigacdo da adaptacédo de
organismos fotossintéticos a condigdes ambientais extremas. Mais especificamente,
Pogoryelov et al. (2003) afirmam que em condicdes alcalinas o sistema transportador de
elétrons do aparelho fotossintético depende gravemente de ions sédio, como também
evidenciado por Schlesinger et al. (1996). Sugere-se que o principal papel dos ions sodio
seja manter a homeostase do pH via antiporte Na*/H" através da membrana plasmatica.

Em de outubro de 2011, A. platensis encontrava-se na forma de possiveis
hormogonios na salina da reserva, numa proporcao de 0,5% do biovolume total, enquanto
A. elenkinii era a espécie dominante, com suas células vegetativas representando 88,72%
do biovolume total. Considerando-se que os hormogonios eram realmente de A. platensis,
fica evidente que houve uma troca da espécie de cianobactéria dominante de um periodo
para outro. Os individuos de A. platensis, que se encontravam na sua forma reprodutiva de
resisténcia voltaram ao seu estado fisioldgico ativo e aumentaram sua abundancia de forma
exponencial, enquanto os individuos de A. elenkinii, que existiam em maioria em sua
forma vegetativa, sofreram dréstica reducdo da abundéncia e passaram a existir somente
em forma de acinetos, cuja identificacdo tornou-se possivel gracgas a visualizacdo de alguns
individuos com células em processo de degradacdo e com o acineto intacto.

Comparando-se os gréaficos das figuras 6 e 7, apresentadas nos resultados, é
possivel notar que existe diferenca quando se trabalha com biovolume ou nimero de
células dos individuos. Algumas espécies podem ser pouco abundantes em termos de
células, mas ter uma representacdo maior em termos de biovolume por possuirem células
volumosas, outras podem ser mais numerosas em termos de células, mas serem menores
em tamanho e assim corresponderem a uma parcela menos representativa do biovolume

total.
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A diferenca entre abundancia medida por contagem de células e por biovolume
celular foi maior para salina da invernada no periodo de outubro de 2011. O grupo mais
abundante é representado pelo filo Chlorophyta (60,23%) ao se considerar 0 nimero de
células, seguido do filo Bacillariophyta (10,18%) como subdominante. Essa situacdo se
inverte ao se considerar o biovolume: Bacillariophyta (62,4%) passa a ser o filo dominante,
seguido de Chlorophyta (31,5%). Essa diferenga foi gerada pelos individuos de
Eutetramorus sp (Chlorococcales, Chlorophyta), mais numerosos e com menor biovolume
que os individuos de uma Bacillariophyta cuja identificacdo especifica ndo foi efetivada,
mas que provavelmente corresponde a uma espécie de Naviculaceae.

Para as demais amostras o calculo do biovolume de um modo geral apenas reforgou
a representatividade das espécies dominantes A. elenkinii ou A. platensis, especialmente na
salina da reserva de outubro. Nesta amostra individuos de Coelosphaerium punctiferum,
uma espécie de picocianobactéria colonial, foram abundantes em termos de ndmero de
células (39,44% da comunidade fitoplancténica total, enquanto as células de A. elenkinii
representaram 39,78% do total), mas pouco representativos ao se considerar o biovolume
(0,15% do biovolume total enquanto A. elenkinii representou 85,95%).

Em termos ecoldgicos a abundancia medida pelo biovolume representa melhor uma
populacéo fitoplancténica dentro do ecossistema aquético, afinal ndo sé o espago ocupado,
como também a quantidade de nutrientes consumida por uma espécie e a quantidade de
energia produzida, representando a produtividade primaria, esta diretamente relacionada ao
volume celular dos individuos. Dessa forma, indices de biodiversidade baseados no
biovolume celular, como feito no presente trabalho, representam melhor mudancas
ocorridas na estrutura da comunidade fitoplanctonica (Figueredo & Giani, 2001).

Analisando-se apenas a comunidade de cianobactérias (fig. 8 e 9) nota-se que ndo
ha grandes diferencas ao se comparar com a comunidade fitoplanctdnica total (fig. 6 e 7),
com excegdo da amostra de outubro da salina da invernada, fato que evidencia a forte
representacdo das cianobactérias dentro da comunidade fitoplancténica das salinas do
pantanal, como evidenciado também nos trabalhos anteriores de Malone et al. (2007),
Santos (2008) e Santos et al. (2010).

O dendrograma gerado pela analise de similaridade da comunidade de
cianobactérias das amostras reforca a semelhanca entre as salinas do meio e da invernada
no periodo da seca (P12 abr/12 e P13 abr/12) e a salina do meio ao final da cheia (P12

out/11), que apresentaram as comunidades mais pobres em termos de nimero de espécies
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identificadas e cuja espécie em comum, A. elenkinii, crescia em altas densidades
(produzindo o fendbmeno que chamamos de floragdo). A salina da reserva ao final da cheia
(P10 out/11), onde tambem foi observada floracdo de A. elenkinii, mas havia uma riqueza
um pouco maior de cianobactérias, foi identificada como a mais semelhante as trés citadas
anteriormente, seguida da salina da reserva na seca (P10 abr/12), com riqueza também
baixa, mas presenca de floragdo de A. platensis enquanto A. elenkinii encontrava-se na
forma de acinetos. A salina da invernada ao final da cheia (P13 out/11) é a mais distante
das outras cinco, pois nela foi possivel notar uma diversidade maior embora A. elenkinii
ainda dominasse a comunidade de cianobactérias. O coeficiente cofenético (igual a
75,73%), que indica a fidelidade do dendrograma com relacdo ao quanto ele reflete a real
similaridade dos dados, apresentou um valor razoavel para a analise.

O perfil de DGGE dos fragmentos do gene 16S rRNA de diferentes espécies
cianobactérias amplificados por PCR, mostrado na figura 11, permite uma visualizagdo
geral da composicdo da comunidade total de cianobactérias nas seis amostras estudadas.
Partindo da consideracdo de que, em teoria, cada banda a uma altura diferente representa
uma sequéncia distinta (Muyzer et al., 1993), a salina do meio de outubro seria a amostra
mais rica (com 10 bandas detectadas), seguida das salinas da invernada e do meio de abril
(com 9 bandas cada), salinas da reserva e da invernada de outubro (6 bandas) e salina da
reserva de abril (3 bandas) (tabela 3). A maior riqueza encontrada para a maioria das
amostras com as analises de DGGE, quando comparadas as analises morfoldgicas, poderia
ser esperada, pois as andlises moleculares sdo capazes de detectar cianobactérias de
tamanho bem menor do que as visiveis ao microscopio 6ptico, permitindo, portanto, uma
analise mais minuciosa da comunidade. Além disto, estudos moleculares em geral revelam
uma riqueza maior quando comparados a estudos morfoldgicos, justamente por serem
capazes de detectar pequenas mudancgas em sequéncias de DNA capazes de refletir uma
entidade ecoldgica distinta, mas que nem sempre refletem uma entidade morfoldgica
distinta, sendo essa a grande vantagem e também o motivo pelo qual se faz necessario o
estudo molecular (Taton et al., 2003; Estrada et al., 2004; Willame et al., 2006).

A anélise de UPGMA mostrada na figura 12 ressalta a forte similaridade entre as
salinas do meio e da invernada em abril de 2012, a salina do meio de outubro é indicada
como a mais semelhante a essas duas, bem como sugeriram os dados de identificacdo
morfolégica (fig. 10). A diferenca observada entre estes dois dendrogramas consiste

apenas na amostra que mais se distinguiu do grupo. Esta foi representada pela salina da
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reserva (P10) de outubro, quando analisado o perfil de DGGE, que produziu um padréo de
bandas mais dispersas entre si, pouco similar ao observado nas demais canaletas, e pela
salina da invernada (P13) de outubro quando analisados os dados morfolégicos.

Enquanto dez espécies de cianobactérias foram identificadas morfologicamente
combinando-se todas as amostras (fig. 8 e 9), 25 gendtipos distintos foram identificados
conforme o perfil de ARDRA (fig. 14). Este resultado corrobora com o encontrado em
outras andlises de diversidade de comunidades de cianobactérias que comparam dados
morfologicos e genéticos baseados em sequéncias do gene 16S rRNA (Taton et al., 2003;
Estrada et al., 2004; Willame et al., 2006; Campos 2008).

O gréfico da figura 14 indica que ha uma clara diminuicdo da diversidade de
cianobactérias em todas as salinas no periodo de inicio da seca (abril de 2012) e que um
gendtipo tende a dominar neste periodo (genotipo B). Existe aqui uma incongruéncia de
dados quando se compara este grafico ao obtido a partir das espécies identificadas em
microscopia éptica no que se refere a amostra da salina da reserva de abril de 2012.
Conforme a figura 9, a espécie de cianobactéria dominante nesta amostra é diferente da
espécie dominante nas demais, 0 que ndo se evidencia pela analise dos gendtipos.
Considerando que ndo houve erro na identificagdo morfoldgica, pois as espécies sao
visivelmente distintas como se evidencia comparando as figuras 16 e 17, é possivel que
tenha ocorrido algum tipo de selecdo negativa quanto a amplificacdo da sequéncia 16S
rRNA da espécie A. platensis, detectada como dominante na salina da reserva de abril
pelos dados morfoldgicos.

A anélise de UPGMA a partir da composicdo genotipica revelada pelo perfil de
ARDRA das comunidades de cianobactérias estudadas reforca a similaridade das salinas
no periodo da seca (abril de 2012), quando a evaporacdo é mais intensa e
consequentemente ha maiores valores de salinidade. Esse resultado indica o forte efeito
seletivo das elevadas concentracBes de sal, responsavel pela diminuicdo da diversidade de
espécies no ambiente (Estrada et al., 2004). No periodo correspondente ao final da cheia a
salina do meio foi aquela com maior semelhanca com as amostras do periodo da seca. De
fato, das trés salinas estudadas, a salina do meio foi a que apresentou os mais altos valores
de salinidade (2,3 ppt), pH (10,2) e condutividade i6nica (4596 puS/cm) em outubro, contra
a salinidade de 1,0 ppt, pH 9 e condutividade 2089 uS/cm na salina da reserva e 0,8 ppt de
sal, pH 9,1 e condutividade 1617 puS/cm na salina da invernada no mesmo periodo (dados

fornecidos pela EMBRAPA Pantanal). Por representar um ambiente mais seletivo que 0s
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demais mesmo ao final da cheia, época em que os solutos encontram-se mais diluidos nas
salinas, justifica-se a maior semelhanca da salina do meio as amostras da época da seca,
quando os solutos encontram-se mais concentrados. As salinas da reserva e da invernada
de outubro apresentaram uma maior riqueza de genoOtipos e por isso Se agruparam
isoladamente na analise de UPGMA, sendo esta Ultima aquela que mais se distanciou das
demais e também a com maior diversidade, além de ter sido a Unica onde o gendtipo B ndo
foi encontrado.

A analise da tabela 3, com os valores de riqueza em nimero de espécies, genotipos
produzidos por perfil de ARDRA ou bandas no DGGE, confirma o que foi discutido
anteriormente: um numero maior de genotipos foi encontrado quando comparado ao
namero de morfotipos e a riqueza de ambos foi visivelmente menor na seca considerando
os dados da contagem e dos gendtipos produzidos por ARDRA. Comparando-se esses
dados com as bandas detectadas pelo perfil de DGGE houve, em alguns casos, um ndmero
maior de espécies detectadas pelo DGGE (por exemplo, na salina do meio em outubro e
abril), e em outros o numero de gendtipos foi maior pela analise do ARDRA (em outubro,
na salina da reserva e da invernada). Além disso, o fato de apenas um gendtipo ter sido
detectado pelo perfil de ARDRA na salina do meio de abril, ao contrério das duas espécies
de cianobactéria identificadas morfologicamente, A. elenkinii e A. platensis, indica
novamente a provavel falha na deteccdo de uma dessas duas espécies pela metodologia do
ARDRA. Essa evidéncia denuncia que o numero de gendtipos, apesar de em geral ser
superior ao nimero de morfotipos, pode estar subestimado nas demais amostras que
também apresentam essa espécie.

Os indices de diversidade de Shannon-Wiener, indicados na tabela 4, reforcam a
hipbtese e de que as analises moleculares acessam melhor a diversidade de microrganismos
de um ambiente natural (Taton et al., 2003). Os estudos moleculares ecoldgicos
aumentaram a habilidade de se detectar e identificar microrganismos na natureza (Amann
et al., 1995). Isso pode ser consequéncia da viabilidade da deteccdo e diferenciacdo de
gendtipos por técnicas moleculares dentro do picocianoplancton, cuja representatividade é
muitas vezes subestimada em analises de biovolume por microscopia Optica e cuja
diversidade genética, nem sempre refletida na morfologia, pode esconder diferencas
ecologicamente significativas (Ernst et al., 2003; Campos, 2008). E ndo apenas espécies do
picocianoplancton podem apresentar diferencas genéticas importantes do ponto de vista

ecologico que ndo se detectam pela analise morfologica, mas também espécies de
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cianobactérias com tamanho superior a 2 um. A classificagdo morfologica de
microrganismos € dificil devido a seu pequeno tamanho e aparéncia simples, muitas vezes
sem caracteristicas externas conspicuas que permitem um agrupamento confiavel (Muyzer,
1999), por isso uma precisa identificacdo fenotipica requer tempo e experiéncia e é
importante saber complementé-la com dados moleculares (Komarek, 2006). Komarek
(2006) ressalta que, acima de tudo, é necessario saber fazer a devida correlacdo entre os
dados morfoldgicos e moleculares para uma correta avaliacdo da funcdo ecoldgica das
entidades detectadas dentro da comunidade, para o entendimento do continuo processo

adaptativo e da consequente origem de novos ecétipos de cianobactérias.

6. Conclusdes

A clara distincdo entre a diversidade de cianobactérias no periodo do final da cheia
e o inicio da seca, caracterizando esta ultima como a estacdo de condi¢fes mais seletivas,
foi demonstrada por todos os métodos utilizados no presente trabalho. Os resultados
indicam tendéncias que provavelmente seriam ainda mais expressivas caso tivesse sido
feito um nimero maior de coletas.

Apesar dos diferentes resultados encontrados por meio dos métodos moleculares e
morfolégicos, ndo se pode afirmar que um traga melhores informacdes que o outro, mas
sim gque ambos devam ser utilizados de forma complementar. Diferencas fisiol6gicas como
a expressao de formas de resisténcia podem ser detectadas por microscopia Optica e ndo
numa analise molecular a partir da amplificacdo de genes 16S rRNA, por serem resultado
de uma expressdo génica diferencial que ndo produz alteragdes em nivel genético. Os
resultados mostraram ainda que nem todas as espécies identificadas por microscopia foram
detectadas por um padrdo de ARDRA diferente, embora em geral uma maior riqueza seja
verificada a partir da analise das sequéncias de fragmentos de DNA do que pela
identificacdo morfologica. Mesmo o método de DGGE, que recentemente tem sido alvo de
criticas por gerar uma possivel superestimativa da riqueza de espécies, se complementado
por outras analises, como o ARDRA, para corrigir essa falha, mostra a vantagem de
permitir a visualizacdo do perfil da comunidade de cianobactérias de forma rapida e
pratica. Andlises posteriores de sequenciamento das bandas detectadas no DGGE e dos
genotipos identificados pelo perfil de ARDRA permitirdo um maior entendimento dos

resultados.
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