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RESUMO

O presente estudo visou avaliar as alteragdes ocorridas na estrutura e diversidade da comunidade microbiana autoctone de sedimentos
de manguezal da Floresta Atlantica, exposta a condicdo de estresse sob efeito do petréleo da bacia do RecOncavo, em anélise
laboratorial in vitro. Foi realizada a amplificacdo da regido V4 do gene 16S rRNA utilizando a plataforma NGS Illumina, para as
avaliacdes do efeito do petréleo frente aos grupos microbianos apds a perturbacéo. A partir dos resultados gerados, demonstrou-se um
relevante peso nos estudos ecoldgicos mediante a criagdo de estratégias para recuperagdo de dareas estuarinas degradadas,
principalmente porque a area do estudo em questéo recebe influéncia do estuario da Baia de Camamu e sua localizagdo geogréfica
chama a atengdo sobre sua vulnerabilidade para a ocorréncia de impactos provocados pelo derramamento de petréleo, além de ser uma
Area de Protecio Ambiental (APA). O resultado do ambiente p6s-perturbagdo, da comunidade microbiana, por meio da nova geragdo
de sequenciamento massivo, demonstrou a abundancia expressiva do filo Proteobacteria, seguido do filo Chloroflexi, sendo tais grupos
indicadores da presenca de microrganismos que possuem funcdo metabdlica para biorremediagdo, além de demonstrar uma redugao
acentuada das células bacterianas ao final dos 30 dias, sendo avaliado em periodos de 7, 15 e 30 dias, em contato com o petrdleo.
Diante do que foi observado através desse estudo, a estrutura e a diversidade da comunidade microbiana autdctone do sedimento de
manguezal da Floresta Atlantica foram afetadas negativamente e, quase que completamente, na presenca do contaminante.

Palavras-Chaves: Petrdleo da Bacia do Recécavo; diversidade bacteriana; estuario.

When oil depletes: microbial loss of mangrove sediment from the atlantic forest
exposed to disturbance

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the changes that occurred in the structure and diversity of the autochthonous microbial community
of mangrove sediments from the Atlantic Forest, exposed to stress conditions under the effect of oil from the Recdncavo basin, in in
vitro laboratory analysis. Amplification of the V4 region of the 16S rRNA gene was carried out using the NGS Illumina platform, to
evaluate the effect of oil on microbial groups after disturbance. From the results generated, a relevant weight in ecological studies was
demonstrated through the creation of strategies for the recovery of degraded estuarine areas, mainly because the study area in question
is influenced by the Camamu Bay estuary and its geographical location draws attention. about its vulnerability to impacts caused by
oil spills, in addition to being an Environmental Protection Area (APA). The result of the post-disturbance environment, of the microbial
community, through the new generation of massive sequencing, demonstrated the significant abundance of the phylum Proteobacteria,
followed by the phylum Chloroflexi, with such groups being indicators of the presence of microorganisms that have a metabolic
function for bioremediation, in addition to demonstrate a marked reduction in bacterial cells at the end of 30 days, being evaluated in
periods of 7, 15 and 30 days, in contact with oil. Given what was observed through this study, the structure and diversity of the
autochthonous microbial community of the Atlantic Forest mangrove sediment were negatively affected, almost completely, in the
presence of the contaminant.
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1. Introducéo

Danos ambientais causados pela contaminagdo antrépica € uma preocupacao global persistente, sendo a
maioria desses impactos caracterizados pela presenca de poluentes complexos, incluindo compostos
inorganicos, a exemplo dos metais pesados gerados por atividades de mineracdo e indUstrias metalurgicas, e
organicos, como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPA) liberados no derramamento de petréleo
(Jiao et al., 2016; Zhang et al., 2018; Magris; Giarrizzo, 2020; Soares; Teixeira; Bezerra; Paiva et al., 2020).
Logo, os danos ambientais ocasionados por falha humana no vazamento de poluentes complexos provocam
distdrbios preocupantes nos ambientes e organismos.

Com o passar dos anos o conceito de perturbacdo passou a ser entendido como uma desestabilizacdo no
equilibrio da estrutura e composicdo de comunidades ou ecossistemas, provocados por eventos de carater
natural ou antropogénico (Wilkinson 2002; Laurance et al. 2002). Dessa forma, tais eventos propiciam a
remocao dos organismos, ou interfere nas relagbes entre 0s mesmos, pelo processo de competicdo ou ainda
por mudancas quimicas, fisicas e bioldgicas do ambiente (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2018; Zhang et al.,
2017). Dessa forma, as perturbagbes podem provocar alteracBes (diminuicdo ou perda) na estrutura e
composicdo das comunidades.

Atualmente, diversas formas microbianas sdo encontradas em diferentes nichos ecoldgicos,
especialmente nos solos, onde estdo presentes as maiores reservas dessa diversidade (Palit et al., 2022). Além
de apresentarem uma vasta diversidade genética, os microrganismos desempenham papéis imprescindiveis nos
ciclos biogeoquimicos (Rosa et al, 2003) e em diversas fung¢Ges ecoldgicas indispensaveis no ambiente, sendo
os de principal interesse no trabalho aqueles que funcionam como destruidores de poluentes no processo de
biorremediagdo. Tal processo tem como principal foco a recuperagdo de ambientes contaminados por
acidentais derramamentos de compostos indesejaveis, que participam como reagentes das vias metabdlicas de
determinadas espécies microbianas, espécies essas que auxiliam na reducdo ou remocdo do carater toxico
desses compostos (Muteca, 2012; Ron and Rosenberg, 2014; Lea-Smith et al., 2015). Logo, a ampla
diversidade microbiana desempenha papeis fundamentais na manutengéo e funcionamento dos ecossistemas
que podem controlar o destino de substancias poluentes ap6s o disturbio, portanto desenvolvem atividades
essenciais na produtividade, conservagéo e recupera¢do em ecossistemas de manguezais.

Diante do contexto abordado, nosso estudo buscou avaliar as mudangas na estrutura da comunidade
microbiana autoctone de manguezal, situado em regido de Floresta Atlantica em decorréncia da condi¢do de
estresse sob efeito do petrdleo ap6s a perturbacdo. Estudos ecoldgicos demonstram relevante interesse
mediante a criacdo de estratégias para recuperacdo de areas estuarinas degradadas, em virtude da
suscetibilidade as perturbacdes provocadas por derramamentos de petréleo. Assim, o estudo objetivou
prognosticar como futuros distarbios ambientais em areas impactadas pelo petréleo podem provocar
significativas alteragdes microbianas.

2. Material e Métodos

2.1 Caracterizacdo do ambiente de coleta e a coleta das amostras

O trabalho foi desenvolvido com amostras de sedimento coletados em um ecossistema manguezal do
rio Santarém, localizado no Ecopolo Il da Area de Protecdo Ambiental (APA) do Pratigi (-13.721829 e -
39.033586), area de Mata Atlantica (Figura 1).

O Ecopolo Ill se caracteriza por extensas remanescentes florestais continuas da Bahia, com
predominancia dos estuarios com restingas e manguezais (OCT, 2012). E o Ecopolo mais influenciado pela
maré e, portanto, mais suscetivel aos impactos ambientais que podem ser ocasionados pelo derramamento de
hidrocarbonetos.

As amostras de sedimentos coletadas em Setembro de 2018 foram submetidas ao experimento de
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perturbacdo microbiana. Foram retiradas amostras superficiais com 0-10 cm (top) e a &rea foi amostrada em
dois sitios caracterizados como: alagado (P1) e sem interferéncia marinha (P2). Os sitios de coleta foram
amostrados em 3 subamostras com distancia maxima de 3 m entre elas e, posteriormente agrupados (Figura
2).
Figura 1. Imagens do google maps representando a area de coleta
Figure 1. Google maps images representing the collection area

Fonte: Costa (2018)

Source: Costa (2018)
Figura 2. Foto representando os dois pontos de coleta
Figure 2. Photo representing the two collection points

e |

Fonte: Costa (2018)
Source: Costa (2018)

2.2 Coleta do In6culo

A coleta das amostras de sedimentos foi realizada com auxilio de um GPS (Sistema de Posicionamento
Global), nos pontos definidos retirava-se a camada superficial que continha restos organicos presentes e que
pudessem comprometer a qualidade das amostras. Com a ajuda de uma cavadeira manual, o trado holandés
com 1,5 polegadas, foi realizada a coleta das camadas superficiais com profundidade de 0-10 cm (superficial
=T) e subsuperficiais a uma profundidade de 30-35 cm (subsuperficial = B).

Apo0s a retirada do trado contendo a amostra do sedimento foram armazenadas em recipientes de
aluminio (marmitex 1200ml), esterilizados de fabrica, e aos mesmos foram adicionados 5 mL de tampao dess
preservante (Dimetilsulfoxido + EDTA + Sal Saturado) para ajudar a manter o DNA extraivel intacto, sem
degrada-lo. Em seguida, todas as amostras identificadas foram acondicionadas em isopor e mantidas sob
refrigeracdo durante todo o periodo de coleta e transporte até o laboratério, onde la foram congeladas em
freezer (- 80°C) até o momento da extracdo do DNA total.
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Experimento de Perturbacdo Microbiana

A anélise laboratorial foi realizada no dia seguinte ap6s a coleta, no Laboratorio de Entomologia,
localizado no prédio do Labio, na Universidade Estadual de Feira de Santana, por meio de sistema de triplicata.
Os tubos de ensaio, medios e estéreis, foram preenchidos com uma parcela central de sedimento, referente a
cada amostra coletada, e aos mesmos adicionados 100 pl de 6leo, também utilizado nessa proporcdo por
Rytkonen et al. 1997. O 6éleo utilizado no experimento foi coletado em Miranga, pertencente a Bacia do
Reconcavo - Brasil, datado de 2017 e doado pelo Laboratério de Estudo do Petréleo (Lepetro/ UFBA).

Apbs montagem, o experimento foi mantido em ambiente fechado para evitar contaminagdo durante o
periodo de 30 dias e foi avaliado como essa comunidade microbiana responderia aos diferentes tempos de
exposicdo ao contaminante: 7, 15 e 30 dias (t1; t2 e t3, respectivamente) de cada tubo (Figura 3).

Figura 3. Delineamento amostral
Figure 3. Sampling design
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Fonte: Costa (2018)
Source: Costa (2018)
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2.3 Analises Gendmicas da Diversidade Microbiana

A extragdo do DNA gendmico total de sedimento do ambiente estuarino e a purificagdo foram realizadas
com o Miniprep Quick-DNA fecal/ Soil Microbe ®Kit — Zymo Research, de acordo com as instruces do
fabricante. A qualidade e quantificacdo do DNA extraido foram avaliadas por espectrofotometria usando
Nanodrop 2000 (Thermo), utilizados 20ng de DNA como modelo para 18 ciclos de amplificagdo com os
oligonucleotideos iniciadores da regido V4 (515F - GTGCCAGCMGCCGCGGTAA e 806R -
GGACTACHVGGGTWTCTAAT) do gene 16S ribossomal (Caporaso et al., 2012) e GoTaq Master Mix
(Promega).

Os produtos da PCR foram quantificados através do kit Qschd dsDNA HS (Invitrogen) e sequenciados
no Kit de Sequenciamento 300V2 (lllumina) em uma lllumina MiSeq (lllumina). As analises das comunidades,
representadas pela abundancia relativa dos principais grupos no nivel de filo da comunidade microbiana, e as analises
das coordenadas principais (PCoA), para encontrar o conjunto de distancias euclidianas que represente um
conjunto de distancias ndo euclidianas sugerindo espécies mais raras e comuns, foram desenvolvidas segundo
o pipeline QIIME2 e as anélises funcionais foram feitas a partir do software PICRUSt2 com algumas
modificagdes e considerando 97% de similaridade com o banco de dados 16S SILVA (Quast et al., 2013).

Para a realizacdo da analise funcional foram utilizadas as listas constantes na base de dados KEGG
referentes as rotas metabdlicas de degradacdo de hidrocarbonetos. Para a confeccdo do heatmap foram
considerados os KOs que apresentaram crescimento ou decréscimo estatisticamente significativos em relacéo
a amostra pré-tratamento.

3. Resultados

As sequéncias efetivas foram agrupadas em unidades taxonémicas operacionais (OTUSs) considerando
97% de similaridade através do banco de dados SILVA. Diante do nimero de OTUs das amostras
representadas nos diferentes periodos analisados (t1= 7 dias; t2= 15 dias e t3= 30 dias) observou-se menor
nimero de OTUs na amostra P2t1, enquanto a amostra P1t2 o maior. A P1t2 apresentou a maior riqueza e
diversidade em rela¢do as demais amostras, confirmando esse resultado com o valor revelado no indice de
diversidade chaol e Shannon, ja a amostra P2t1 obteve os menores indices de diversidade em relacdo aos
demais tempos (Tabela 1).

Comparando o0 ambiente autdctone antes e apds exposicao ao 6leo, notou-se uma redugdo do nimero de
sequéncias/amostra, na qual obteve-se cerca de 100.000 sequéncias geradas pelo ambiente autoctone, porém,
aproximadamente, 20.000 sequéncias foram geradas apds contaminacdo, onde posterior a condigdo de
simulagdo do impacto, apenas 20% do ambiente anterior conseguiu ser representado. Também, ainda sobre os
resultados da comparacao dos ambientes, é perceptivel a redugdo da porcentagem das Archaea e, consequente
aumento da porcentagem de bactérias nas amostras. A curva de rarefacdo das amostras representadas revela
que o platd ndo foi alcancado, indicando que a quantidade de sequéncias foi insuficiente para demonstrar a
diversidade total (Figura 4).

Tabela 1. Sequéncias das amostras contaminadas por hidrocarbonetos e indices de diversidade do estudo. P (Ponto) e T

Table 1. Sequéncias das amostras contaminadas por hi(c-irrzr(r:l:r%)onetos e indices de diversidade do estudo. P (Point) e t
sample id seqs/sample chaol g\l/—(leme) observed_otus ave. Shannon
P1tl 19500.0 9589.651 4354.000 5.22
P1t2 19500.0 9955.081 4399.300 5.34
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P1t3 19500.0 6684.959 3695.400 4.71
p2tl 19500.0 2954.565 2447.800 3.01
p2t2 19500.0 5663.635 3743.000 4.77
P2t3 19500.0 6413.320 3761.900 4.77

Fonte: Costa (2018)
Source: Costa (2018)

As OTUs geradas pelas sequéncias parciais do gene 16S rRNA da regido V4 detectou 73 grupos
referentes ao nivel taxonémico de filo, sendo 25 identificados, onde dessas, 3,1 % pertencem ao Dominio
Archaea: Crenarchaeota; Euryarchaeota e Parvarchaeota e, 22 filos (94,6 %) fazem parte do Dominio
Bactéria: Acidobacteria; Actinobacteria; Armatimonadetes; Bacteroidetes; Caldithrix; Chlamydiae;
Chlorobi; Chloroflexi; Cyanobacteria; Elusimicrobia; Fibrobacteres; Firmicutes; Fusobacterix;
Gemmatimonadetes; Lentisphaerae; Nitrospirae; Planctomycetes; Poribacteria; Proteobacteria;
Spirochaetes; Tenericutes; e Verrucomicrobia (Figura 5).

Figura 4. Curvas de rarefacdo para OTU da comunidade microbiana das amostras de sedimentos contaminados por
hidrocarbonetos do ecossistema de mangue
Figure 4. Rarefaction curves for OTU of the microbial community of sediment samples contaminated by hydrocarbons
from the mangrove ecosystem
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Fonte: Picrust2 (2019)
Source: Picrust2 (2019)

Os 10 filos mais representativos do Dominio bactéria foram: Proteobacteria (60,8%), Chloroflexi
(9,9%), Planctomycetes (3,9%), Bacteroidetes (3,1%), Acidobacteria (2,3%), Cyanobacteria (2,2%),
Actinobacteria (2,1%), Firmicutes (2,0%), Spirochaetes (1,3%) e Gemmatimonadetes (1,1%). Todavia, o filo
Proteobacteria foi o mais predominante em todos os tempos avaliados e nos diferentes ambientes (alagado e
sem interferéncia marinha), sendo a maior porcentagem representada na amostra P1t2 (71, 6%) e menor
porcentagem observada na amostra P2t1 (61, 6%), porém nota-se que na area alagada o referente filo manteve-
se em maior abundancia quando comparado a area sem interferéncia marinha, sendo os valores de 69%, 71,6%

e 69,3%, referem-se as amostras P1t1, P1t2 e P1t3, respectivamente, enquanto que 0s percentuais 61,6%, 68,8%
e 70% equivalem as amostras P2t1, P2t2 e P2t3, respectivamente (Figura 5). Assim, no filo Proteobacteria, as
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trés classes mais representativas foram as Gammaproteobacteria (29,1%), Alphaproteobacteria (18,5%) e a
Deltaproteobacteria (12%), contudo as propor¢des variaram entre as amostras.

Figura 5. Abundancia relativa dos principais grupos no nivel de filo da comunidade microbiana de sedimento de
manguezal contaminado por petréleo
Figure 5. Relative abundance of major groups at the phylum level of the microbial community in oil-contaminated
mangrove sediment
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Source: Picrust2 (2019)

A classe com maior abundancia em todas amostras, Gammaproteobacteria, esteve presente em maior
abundancia nas amostras P1t3 e P2tl (40,2% e 42,1%, no filo Proteobacteria, respectivamente) e menor
abundancia na amostra P2t2 (24,7%). Alphaproteobacteria foi a classe que esteve presente em maior
porcentagem em P2T2 (33,4%) e menor em P1t3 e P2tl (16,5% e 15,1%, respectivamente). Ja a classe
Deltaproteobacteria apresentou maiores propor¢cdes nas amostras P1tl e P1t2 (11,2% e 11,3%,
respectivamente), além de menores proporgdes em P2t1 (4,2%).

O segundo filo mais abundante, Chloroflexi, teve sua maior representacdo na amostra P1t3 (8,5%) e
menor abundancia na amostra P2t3 (6,8%), apresentando a mesma caracteristica demonstrada com as
Proteobacterias, encontrando-se em maiores valores nos diferentes tempos da area alagada (t1= 7,9%; t2=8%
e t3= 8,5%) e menores valores nos diferentes tempos da area que ndo sofre interferéncia da maré (t1= 7,4%;
t2=7,7% e t3= 6,8%). Ja o filo Planctomycetes apresentou valor de maior abundancia na amostra P2t1 (4,5%)
e menor abundancia na amostra P2t2 (2,9%), contudo apresentou maior valor percentual no ambiente sem
interferéncia marinha e menor no ambiente alagado.

O filo Chloroflexi foi representado pelas classes: Anaerolineae (7,2%) e Dehalococcoidetes (1,8%),
sendo a Anaerolineae mais abundante na amostra P1t3 (7,4%) e menos abundante na amostra P2t1 (5,5%), ja
a classe Dehalococcoidetes apresentou maiores porcentagens nas amostras de area alagada, onde P1t1, P1t2 e
P1t3 geraram as seguintes proporgdes, 1,2%, 0,8% e 0,7%. Na area sem interferéncia marinha estes valores
demonstraram estar abaixo e até ndo apresentar a ocorréncia dessa classe em uma das amostras, como 0 caso
do P2tl= 0% (P2t2= 0,6% e P2t3= 0,4%). Logo, a classe Planctomycetia é a que apresenta maior valor
percentual (2,2%) no filo Planctomycetes, sendo distribuido entre as diferentes amostras. Portanto, a maior
abundancia esta presente na amostra P1t1, P1t3, P2t1 e P2t3 (2%, 2,1%, 2,4% e 2%, respectivamente) e em
menor abundancia nas amostras P1t2 e P2t2 (1,6% e 1,8%, respectivamente).
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Bacteroidetes foi o filo que apresentou maior representatividade na amostra P2t1 (4,9%) e menor na
amostra P1t2 (2,1%). Portanto, a classe mais abundante desse filo foi o Bacteroidia (1,3%), onde desse
percentual, a amostra P2t2 (1,7%) foi mais representativa e 0os menores valores de abundancia foram
observados nas amostras P1t2, P1t3 e P2t1 (0,8%, 0,8% e 0,6%). Ja a Acidobacteria foi maior na amostra P2t1
(2,8%) e menor na amostra P1t1 (1,7%). A Cyanobacteria teve sua maior porcentagem na amostra P1t3 (2,8%)
e menor porcentagem nas amostras P1t2 e P2t2 (1,2% e 1,3%, respectivamente). O filo Actinobacteria na
amostra P2tl (3,6%) foi mais representativo do que na amostra P1t3 (1,1%), onde teve menor
representatividade.

Sobre o Dominio Archaea, nas amostras de superficie e subsuperficie, a maior proporgdo foi do filo
Crenarchaeota em todas as amostras (1,9%), seguido do Euryarchaeota (1,1%) e Parvarchaeota (0,1%),
respectivamente. O filo Crenarchaeota se mostrou mais expressivo nas amostras P1t1, P1t2, P1t3 e P2t2 (1,5%,
1%, 1,1% E 1%, respectivamente) e menos abundante nas amostras P2tl e P2t3 (0,5% e 0,3%,
respectivamente). O Euryarchaeota apresentou proporg¢des ndo muito diferenciadas, sendo maior nas amostras
P1t3 e P2t2 (0,9%, em ambas) e menores proporcGes em P1t2 e P2t1 (0,6% e 0,5%), ja o filo Parvarchaeota
demonstrou-se praticamente inexpressiva, com 0,1%, surgindo apenas nas amostras P1t1, P2t2 e P2t3.

Sobre o resultado da analise de coordenada principal (PCoA) foi gerada uma explicacdo de 85,74% do
total da varidncia amostral dos sitios. Sendo que 57,65 %, 18,56% e 9,53% explicam-se na PC 1, 2 e 3,
respectivamente. E importante notar essa porcentagem de variacdo indicada nos eixos, uma vez que 0 eixo
vertical representa uma menor porcentagem do que o eixo horizontal (Figura 6).

Através do resultado gerado das curvas de rarefagdo observar-se que as amostras ndo conseguiram
atingir o platd, o que sugere que o sequenciamento nao foi suficiente para cobrir o total das espécies bacterianas
presentes nas amostras coletadas. A curva de rarefacdo mostra a maior riqueza de espécies na amostra P1t2
(15 dias apos perturbagdo da &rea alagada), sendo a menor unidade taxonémica operacional demonstrada pela
amostra P2t1 (7 dias ap6s perturbacdo de area sem interferéncia marinha).

Figura 6. Analise de coordenadas principais (PCoA) com QIIME ponderado da comunidade microbiana de sedimento
de manguezal contaminado por petréleo.
Figure 6. Principal coordinate analysis (PCoA) with weighted QIIME of microbial community from oil-contaminated
mangrove sediment.

JPc2 (18,56%)
°

PC1 (57,65%)
PC3(9,53%)

Fonte: Picrust2 (2019)
Source: Picrust2 (2019)

Os resultados dos diagramas de Venn das amostras das comunidades das amostras P1 e P2 demonstram
gue a cobertura e a riqueza das diversidades foram calculadas para cada conjunto de dados. Sendo que, a
amostra P1t2, do sitio 1, apresentou maior riqueza comparada a representacdo dos outros tempos juntos,
gerando 131 OTUs (13 %), a amostra P1t1 apresentou menos que o dobro do valor de OTUs geradas em 15
dias de contaminacéo (6,2 % - 63 OTUs), ja o P1t3 obteve grande perda no nimero de OTUs, representando
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apenas 1 % (10 OTUs) quando comparado as outras amostras ao nivel de 97% de similaridade. Os resultados
geraram 593 OTUs (58,8 %) compartilhadas nos trés diferentes tempos de exposi¢do ao hidrocarboneto e o
nimero de OTUs exclusivas totalizou 204 (20,2 %) (Figura 7).

Figura 7. Diagrama de Venn das sequéncias do gene 16S rRNA da comunidade microbiana de sedimento de manguezal
contaminado por petroleo, totalizando 1009 Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs)
Figure 7. Venn diagram of the 16S rRNA gene sequences from the microbial community of oil-contaminated mangrove
sediment, totaling 1009 Taxonomic Operational Units (OTUs)

Pit1 i P1t2
(834) (834)

159

593

10

7 P13
(656)

Fonte: Picrust2 (2019)
Source: Picrust2 (2019)

Contudo, a partir dos resultados obtidos pelo diagrama de Venn do sitio 2, observa-se a queda no nimero
de OTUs, desde o t1 até o t3, sendo a cobertura e a riqueza das diversidades calculadas para cada conjunto de
dados. Portanto, a amostra P2t1 representou a maior riqueza de nimeros de OTUs especificas (56 - 6,8 %), a
amostra P2t2 gerou 45 OTUs (5,4 %) comparado ao nivel de 97% de similaridade das outras amostras, e na
amostra P2t3 observou-se a menor quantidade de OTUs (1,3 % -11). Sendo que 563 OTUs (68,1 %) foram
compartilhadas nos trés diferentes tempos de exposicdo ao hidrocarboneto e o nimero de OTUs exclusivas
totalizou 112 (13,6 %) (Figura 8).

Figura 8. Diagrama de Venn das sequéncias do gene 16S rRNA da comunidade microbiana de sedimento de manguezal
contaminado por petréleo, totalizando 827 Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs)
Figure 8. Venn diagram of the 16S rRNA gene sequences from the microbial community of oil-contaminated mangrove
sediment, totaling 827 Taxonomic Operational Units (OTUSs)
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Fonte: Picrust2 (2019)
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Source: Picrust2 (2019)

Diante do resultado apresentado da analise funcional foi possivel identificar que a maioria dos KOs
associados a degradacdo de HPAs apresenta crescimento relativo a exposicao ao 6leo e ao tempo de exposicao.
As rotas em vermelho sdo as que ndo apresentam valores estatisticamente diferentes entre as amostras pré e
pos-tratamento e a primeira rota apresentada tem uma tendéncia oposta as demais, de diminuir estatisticamente
em abundancia com a exposic¢ao ao 6leo. De um modo geral, os dados indicam que a comunidade microbiana
dos sedimentos se modifica para permitir a degradacao do 6leo inserido no ambiente (Figura 9).

Figura 9. Heatmap da abundancia de KEEG Objects (KOs) referentes a rotas metabélicas de degradacédo de
Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos da comunidade microbiana de sedimento de manguezal contaminado por
derivados do petréleo. Tons de roxo indicam baixa abundéancia e tons de amarelo indicam elevada abundancia.
Figure 9. Heatmap of the abundance of KEEG Objects (KOs) referring to metabolic pathways of degradation of
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons from the microbial community of mangrove sediment contaminated by petroleum
derivatives. Purple tones indicate low abundance and yellow tones indicate high abundance.
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Fonte: Picrust2 (2019)
Source: Picrust2 (2019)

4. Discussdo

4.1 Efeito do Petréleo sob a diversidade dos grupos microbianos de sedimentos de mangue da Floresta
Atlantica

A partir dos resultados obtidos da estrutura e diversidade da comunidade microbiana autdctone apds o
experimento de contaminacdo por HPAs contidos em subprodutos do petréleo da Bacia do Recéncavo, nota-
se a perda significativa de diversidade ao longo do tempo provocada, estritamente, pelo contato direto do
contaminante sob o0s grupos.

O acidente ocasionado por 6leo cru que se alastrou por diferentes praias ao longo da costa tropical do
Brasil no inicio do més de setembro de 2019 foi mais um lastimavel ocorrido dentre outros sofridos e
motivados por tal poluente (MAGRIS; GIARRIZZO, 2020; SOARES; TEIXEIRA; BEZERRA; PAIVA etal.,
2020). Tal cenério confirma a quédo sensivel e exposta estdo as areas costeiras (estudrios, manguezais e praias)
a serem alteradas por perturbacées dessa proporcao, evidenciando a preocupacdo em compreender e estimar a
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gravidade que as comunidades costeiras se encontram sob ameaca de perda de espécies e como pode ser
demonstrado nesse estudo.

De acordo com o que pode ser observado em todas as amostras, ha 0 aumento expressivo do grupo
taxonémico Proteobacteria, onde esse corresponde a mais de 60 % em cada uma das amostras. Ao que tudo
indica, esse grupo de microrganismos pode estar relacionado com a degradacdo de compostos do
hidrocarboneto, ja que ocorrem preferencialmente em areas impactadas e, principalmente, por demonstrar
maior destaque quando em contato com o contaminante. Tal observacéo ja foi relatada por diferentes estudos
em varias areas de ambiente marinho e com historico de contaminagdo de Santana et al. (2021), Ghanbari et
al. (2019), Liu et al. (2019), Zhang et al. (2018), Zhang et al. (2017) e Nunes (2006).

No filo Proteobacteria sdo encontrados microorganismos aerdbicos, anaerdbicos, autotréficos ou
heterotréficos, muito comuns em ambientes marinhos, o que ajuda a justificar o fato desse grupo estar presente
abundantemente nesses ambientes, pois se trata de um grupo bastante diversificado (Ghanbari et al., 2019; Liu
etal., 2019; Xu et al., 2018; Zhang et al., 2018; Zhang et al., 2017). A presenca desse grupo em ecossistemas
de manguezais também pode indicar que se encontra bem adaptado as areas lamacentas, pois estudo sugere
gue alguns microrganismos, pertencentes a esse filo, tém funcéo sulfato-redutora (Ghosh et al. 2010; Hayes e
Lovely, 2002), além do grupo ser caracterizado como eficiente na degradacéo de hidrocarbonetos, e também
de componentes aromaticos, halifaticos e estruturas moleculares (Ghosh et al. 2010). A ocorréncia desses
microrganismos em porcentagens significativamente abundantes e em diferentes localidades do globo terrestre
levam varios estudos a acreditarem que se trata de um grupo bacteriano cosmopolita em ecossistemas
manguezais, além das Proteobactérias serem representantes um dos maiores filos dentro do Dominio bacteria
(Garrity et al., 2004).

Ambientes de planicies lamacentas ndo sdo estaveis, principalmente porque sdo regides que estao
expostas a inundacdes constantes da maré, o que faz com que os fatores ambientais se tornem bastante variaveis,
a exemplo da salinidade e disponibilidade de nutrientes. Por outro lado, 0s microrganismos presentes nas zonas
de contato do ambiente costeiro e marinho, em situacdo de maré baixa, sdo mais estaveis, e isso se justifica
porque, na maior parte do tempo, ficam submersos, sendo expostos apenas brevemente em época de maré
extremamente baixa, ja em condi¢fes de maré alta a situagdo torna-se oposta (Zhang et al., 2018). Talvez, por
as areas alagadas apresentarem grupos mais estaveis, sugere-se que também sejam representados por
comunidades Unicas e, por esta razdo, nessa localidade obteve-se maiores indices de diversidade do que quando
comparado a area que nao tem influéncia da maré.

A éarea amostrada sem interferéncia marinha, por apresentar menor riqueza, sofreu maior impacto
guando exposto ao contaminante, o fato de apresentar menor riqueza pode indicar que o local apresenta
condigdes ambientais mais extremas para o desenvolvimento de grupos bacterianos, como o menor teor de
matéria organica, baixa quantidade de nutrientes, menor umidade. Logo, poucos grupos de microrganismos
conseguem sobreviver a essas condicoes e ainda a exposicao por 6leo.

Os hidrocarbonetos do petrdleo sdo poluentes organicos altamente persistentes, com caracteristicas
recalcitrantes e apresentam alto niveis de toxidade (ZHANG et al., 2011; CHANDRA et al., 2013;
MECKENSTOCK et al., 2016; VARJANI, 2017). No entanto, as bactérias, juntamente com os fungos,
apresentam maior utilidade na remocéo de locais impactados, e isso se deve a maior abundancia dos grupos, a
grande diversidade genética de espécies, mobilidade metabolica, assim como a capacidade de adaptagdo as
condicdes adversas do meio (ALONGI, 1988; KATAOKA, 2001; HOLGUIN et al., 2001; TIAN et al., 2008;
ABATENH et al., 2017).

A partir dos resultados gerados sobre as porcentagens dos Dominios Bacteria e Archaea, percebe-se que
apos exposicdo ao hidrocarboneto, as novas condi¢Bes geradas sdo desfavoraveis para o crescimento das
Archaea, enquanto as bactérias adaptam-se melhor e ocupam o espaco que antes fora preenchido pelas Archaea.
As bactérias sdo mais eficientes na eliminacdo de compostos organicos presentes em sedimentos. Diante desse
contexto, as Archaeas podem exercer papel de bioindicadoras em ambientes contaminados (MELO, 2010)
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O filo Proteobacteria foi representado com maior abundéncia das classes Deltaproteobacteria,
Gammaproteobacteria e Alphaproteobacteria no ambiente autoctone, porém em condigdo pos-6leo, esse
cenario apresentou outra conformacdo, na qual as Gammaproteobacteria e Alphaproteobacteria passaram a ser
mais representativas que a Deltaproteobacteria, 0 mesmo pode ser visto no trabalho de Ghosh et al., 2010. Isso
sugere que algumas cepas do grupo Gammaproteobacteria tenham maior importancia funcional para a
degradacdo do composto, principalmente como bactérias primarias, ja que se nutrem, exclusivamente, de
hidrocarbonetos (RAHMAN et al. 2003; YAKIMOV et al., 2007; BROOIJMANS et al., 2009; LANG et al.,
2016). Algumas bactérias tém uma frequéncia em trabalhos de biorremediacdo de HPAs contidos em
subprodutos do petréleo, como é o caso das Firmicutes, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria, Betaproteobacteria e Bacteroidetes (ROY et al., 2018).

Segundo Zhang et al. (2017), o estudo comparativo da comunidade microbiana em solo, degradado e
saudavel, revelou no ambiente degradado maior ocorréncia dos grupos Proteobacteria, Acidobacteria e
Bacteroidetes. Contudo, em solo saudavel estavam presentes em maior abundancia os filos Actinobacteria e
Firmicutes.

O filo Chloroflexi se manteve como o0 segundo mais abundante no ambiente ap6s simulacdo da
contaminacgdo ambiental, muito embora sua expressividade tenha sido diminuida a, praticamente, menos da
metade. Além disso, a classe Anaerolineae superou a abundancia do grupo Dehalococcoide, classe essa que,
de acordo com o trabalho de Adrian (2009), cepas de culturas mistas tinham sido utilizadas em estudos de
biorremediacédo de locais impactados. Diante disso, as cepas do grupo Dehalococcoide presentes na area de
estudo podem ndo ser tdo eficientes para esse processo. Portanto, alteragdes na abundancia dos grupos
microbianos podem ser observadas em regifes de solos contaminados quando comparados a ambientes de
solos saudaveis, ja que alguns grupos que apresentem determinadas fungdes podem compensar a auséncia ou
reducéo de outros, para dar continuidade aos processos bioldgicos (Ma et al., 2020).

De acordo com o resultado apresentado pela analise de coordenadas principais (PCoA) com QIIME
ponderado da comunidade microbiana de sedimento de manguezal contaminado por petrdleo, nota-se que a
partir do gréfico gerado é possivel observar que houve diferengas entre os pontos de coleta, onde a estrutura
da comunidade bacteriana da Floresta Atlantica que foram contaminadas com petr6leo geraram algumas
dissimilaridades entre os diferentes tempos aos quais foram submetidas, indicando que a comunidade
apresentou uma dindmica compensatéria, na qual 0s grupos que apresentaram maior capacidade adaptativa as
novas condi¢cBes ambientais impostas apos o petroleo, conseguiram persistir e utilizd-lo como fonte de
nutrientes (BROOIJIMANS et al., 2009; LANG et al., 2016).

Por meio dos resultados obtidos no diagrama de Venn, nota-se que tanto no sitio 1, como no 2, ocorre
uma reducgdo acentuada das células bacterianas ao final de 30 dias de adi¢do do petroleo, sendo que apos esse
periodo a estrutura e diversidade das comunidades microbianas do sedimento de manguezal é afetado quase
que completamente. Demonstrado que em um curto periodo de tempo pode haver uma dindmica compensatéria
em alguns grupos e efeito negativo sobre a comunidade microbiana. Em vista disso, é notdria a influéncia
negativa das atividades antrépicas na conservagdo microbiana, ocasionando a reducdo da diversidade de
espécies, sendo que sdo grupos pertencentes a base da cadeia trofica, associados a processos ecoldgicos do
solo e, portanto, responsaveis pela reciclagem de materiais organicos objetivando a geragdo de nutrientes para
0 solo e outros organismos (Zilli et al., 2003; LANG et al., 2016). Assim, a saude do solo estd intimamente
relacionada com a rica diversidade microbiana existente, contudo, os solos degradados por hidrocarbonetos
tendem a ser seriamente comprometidos, onde podemos observar nos resultados da analise funcional como a
comunidade microbiana se modifica para aumentar as chances de degradacdo do 6leo e recuperagdo do
ambiente contaminado.

Ressaltamos a importancia das implicaces do presente estudo na criacdo de estratégias para
recuperacdo de ambientes estuarinos degradados, especialmente pelas caracteristicas ambientais de
vulnerabilidade aos impactos provocadas pelo derramamento de petréleo e seus derivados.
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5. Concluséo

De acordo com os resultados do ambiente pds impactado, € possivel perceber e avaliar o efeito negativo
e de empobrecimento que o petrleo oferece ao meio ambiente, principalmente sob as comunidades
microbianas e, de efeito rapido, ocorrendo mudancas logo no primeiro impacto. Portanto, os hidrocarbonetos
ofereceram uma reducéo significativa na estrutura da comunidade microbiana autoctone.

Contudo, locais perturbados com compostos poluentes também podem ser considerados boa fonte de
obtencdo de organismos para estudos de biorremediacdo, uma vez que o ambiente impactado atue como um
meio seletivo para o surgimento desses microrganismos, bem como 0s que permanecem nestes locais
apresentam capacidade de adaptacao as novas condigdes ambientais e ao poluente, que pode ser utilizado como
fonte de nutrientes para o crescimento desses grupos em especifico.
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