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RESUMO 

 

O litoral de Santa Catarina encontra-se em sua maior parte dentro da Plataforma Continental 

Sudeste do Brasil (PCSE) e o entendimento sobre os microrganismos presentes no habitat 

marinho, principalmente nesta região, ainda é muito escasso. Assim, realizou-se uma análise 

do sedimento de diferentes pontos de coleta com a finalidade de avaliar como os fatores físico-

químicos, o distanciamento da linha de costa e a profundidade dos sedimentos influenciam na 

estruturação da comunidade microbiana. As análises foram realizadas em sedimentos coletados 

próximo à Garopaba-SC e ao Arquipélago de Moleques do Sul. O estudo foi realizado através 

de métodos moleculares baseados na análise do gene RNAr 16S das populações presentes em 

cada ambiente, especificamente com uso da técnica de eletroforese em gel de gradiente 

desnaturante (DGGE). Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que, embora 

os parâmetros físico-químicos dos sedimentos sejam similares entre si conforme a 

profundidade, a comunidade microbiana se estrutura inicialmente conforme a localidade, e em 

seguida pela profundidade do sedimento. Além disso, parâmetros físico-químicos como 

salinidade, pressão e saturação de oxigênio estão correlacionados com as amostras mais 

profundas em Moleques, enquanto a comunidade microbiana de Garopaba está mais 

correlacionada à temperatura da água. Os resultados deste trabalho contribuíram para melhor 

compreensão da comunidade microbiana em sedimentos marinhos, sobretudo na região da costa 

Sul do Brasil, onde há uma escassez de estudos de forma geral.  

 

Palavras-chave: Comunidade microbiana. RNAr 16S. Sedimento marinho. Costa de Santa 

Catarina. Plataforma continental. 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

The coast of Santa Catarina is mostly within the Southeast Continental Shelf of Brazil (PCSE), 

and the understanding of microorganisms present in the oceanic habitat and especially in this 

region is very scarce. Thus, an analysis of the sediment from different collection points was 

carried out in order to evaluate how the physical-chemical factors, the distance from the 

coastline and the depth of the points cause variation in the bacterial community structure. The 

analysis was made on marine sediments sampled close to Garopaba-SC and the Moleques do 

Sul Archipelago. This comparison was made using molecular methods based on the analysis of 

the 16S rRNA gene of the species present in each environment, specifically using a denaturing 

gradient gel electrophoresis (DGGE) approach. The results obtained in this work showed that, 

despite the physicochemical parameters clustered among each other as a function of depth, the 

microbial community structure clustered primarily due to the sediment location, and secondly 

due to sediment depth. In addition, physicochemical parameters such as salinity, pressure and 

oxygen saturation are directly correlated with deeper sediments in Moleques, while the 

microbial community in Garopaba was correlated with water temperature. The results of this 

work contribute to a better understanding of the microbial community of marine sediments, 

specially in the southern coast of Brazil, where there is a lack of studies in general. 

 

Keywords: Microbial community. 16S rRNA. Marine sediment. Santa Catarina coast. 

Continental shelf. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1 SEDIMENTOS MARINHOS 

 

Aproximadamente 71% da superfície do planeta é ocupada pelos oceanos (Harper; 

Hawksworth, 1994). Os fundos oceânicos possuem certa semelhança com os continentes uma 

vez que apresentam grande variedade de feições. Próximo aos continentes, na margem 

continental, há uma diversidade de configurações possíveis, mas na costa brasileira pode-se 

identificar, em termos morfológicos, a plataforma continental, o talude continental e a elevação 

continental Tessler & Mahiques (2000). 

A plataforma continental (Figura 1) é assim denominada por apresentar um declive até 

profundidades de aproximadamente 200 m e em seguida tem como continuação o talude 

continental, o qual apresenta um grande declive até próximo de 4 km de profundidade, 

aproximando-se das planícies abissais, as quais sãos ligeiramente planas e apresentam 

profundidades entre 4-6 km e abrangem extensas áreas do fundo oceânico (Carvalho & 

Paranhos, 2010).   

 

Figura 1 - Feições oceânicas. 

 
Fonte: Towiki60 via Wikimedia Commons. 

 

O Brasil apresenta o mais extenso litoral inter e subtropical do mundo, possui 

ecossistemas marinhos de características únicas e inexploradas. Transitando entre águas 

tropicais e temperadas, estando sujeito a influência da Corrente do Brasil (CB) e da Corrente 

das Malvinas (CM). Água Central do Atlântico Sul (ACAS) rica em nutrientes fornece 

condições especiais para altos níveis de produção primária ao longo do litoral. 

O ecossistema marinho apresenta uma grande variabilidade de fatores físico-químicos, 

tais como temperatura, pressão, salinidade, fluorescência e densidade. Uma vasta 

biodiversidade microbiana habita diferentes frações do oceano, incluindo espécies pertencentes 

aos 3 domínios da vida (Archaea, Bactéria e Eukarya) (Figura 2). Estima-se que no ambiente 
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marinho habitam cerca de 3,6 x 1028 células microbianas a uma densidade média de 5 x 105 

células. mL-1 (Cock et al. 2010). 

 

Figura 2 – Os três domínios da vida. 

 
Fonte: Stat et Al via Wikimedia Commons. 

 

A produção primária no oceano é essencialmente realizada por microrganismos 

marinhos, os quais são responsáveis por aproximadamente 98% da geração de matéria orgânica 

(MO) destes ambientes. Nos sedimentos de superfície, o material orgânico que chega é 

primariamente composto por substâncias orgânicas produzidas na zona eufótica classificadas 

como matéria orgânica dissolvida (MOD) e matéria orgânica particulada (MOP) (Soares & 

Figueiredo, 2002). Estas fontes orgânicas, ricas em carbono, nitrogênio e fósforo, nutrem a 

comunidade microbiana dos sedimentos marinhos, possibilitando a produção de biomassa e 

respiração (Danovaro et al. 2008).  

Sedimentos profundos são geralmente ambientes com limitação de recursos orgânicos, 

cuja disponibilidade afeta a abundância e a distribuição dos organismos bentônicos. Estes 

recursos são provenientes da zona fótica ou trazidos por movimentos de massas d’água, 

atingindo, por fim, a superfície do sedimento (Gage 2003, Rex et al. 2006). Este panorama 

difere da realidade de ambientes marinhos costeiros, rios e lagos, onde a entrada de material 

orgânico alóctone fornece substratos orgânicos adicionais, possibilitando maior produtividade 

nestes ecossistemas (Bott & Kaplan 1990). Exceções ao modelo oceânico são os locais 

quimiossintéticos (Rex et al. 2006), considerados verdadeiros ‘oásis’ estes ambientes abrigam 
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concentrações de biomassa muitas ordens de grandeza acima da normalmente observada para 

regiões profundas (Gage & Tyler 1991). 

Em escalas locais, o fluxo de carbono ao fundo oceânico e sua utilização pelos 

organismos bentônicos podem ser estimados diretamente por meio da implantação de 

armadilhas de sedimentos (sediment traps) e pela determinação do consumo de oxigênio pela 

comunidade do sedimento (Smith et al. 2001). Atualmente, existem poucas medidas deste tipo 

para fornecer uma quantificação razoável da disponibilidade de alimento em grandes escalas 

geográficas, medidas estas essenciais para a compreensão do ciclo global do carbono (Rex et 

al. 2006). 

A atividade microbiana nos sedimentos de bacias oceânicas profundas é restrita em 

muitos sentidos. Limitação de recursos alimentares, baixas temperaturas e alta pressão 

hidrostática levam a baixas densidades populacionais e lentas taxas de renovação de nutrientes, 

exigindo estratégias fisiológicas específicas para sobrevivência e crescimento sob tais 

condições (Bolliger et al. 1991). Mesmo assim, o perfil de distribuição em função da 

profundidade das células bacterianas em divisão e já divididas é equivalente a uma porcentagem 

constante (~4,8%) da população total (Parkes et al. 1994). A presença de células em divisão 

indica que uma proporção da população bacteriana total é ativa e viável, visto que o número de 

células em divisão se correlacionou com a medida independente de produtividade bacteriana 

(baseada na incorporação de 3H-timidina) em sedimentos profundos. 

A biodiversidade microbiana do sedimento marinho apresenta grande potencial para exploração 

e descoberta de novos compostos naturais de interesse para a indústria, sobretudo nas áreas 

farmacêutica e biotecnológica. Apesar disso, poucos estudos têm explorado este recurso natural, 

quando comparado à diversidade microbiana no ambiente terrestre ou associada a plantas e 

animais 

 

1.2  ECOLOGIA MICROBIANA NOS SEDIMENTOS MARINHOS 

 

Estudos de ecologia microbiana tem como objetivo a caracterização da estrutura de 

comunidade de microrganismos em um ambiente, onde dados sobre a abundância e distribuição 

das espécies são obtidos e comparados. Historicamente, esses estudos são realizados a partir do 

cultivo dos microrganismos em meios de cultura em laboratório, na tentativa de simular o 

ambiente natural que eles vivem. A partir da contagem das colônias que se desenvolvem em 

cultura, os dados de abundância podem ser computados. Entretanto, apenas cerca de 1% dos 
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microrganismos ambientais são cultivados em laboratório devido às limitações dos meios de 

cultura e condições de cultivo (Staley; Konopka, 1985). No ambiente marinho, por conta da 

escassez de estudos de diversidade microbiana, esta fração cultivável é estimada em apenas 

0,01% (Giovanonni et al., 2017).  

Com objetivo de contornar esta limitação, estudos baseados na análise de marcadores 

moleculares vêm sendo conduzidos na tentativa de caracterizar uma porção maior da 

biodiversidade. Um dos marcadores moleculares mais utilizados para esta finalidade é o gene 

que codifica a subunidade menor do ribossomo bacteriano (gene RNAr 16S).  

O Gel de Eletroforese em Gradiente Desnaturante (DGGE) é uma técnica que separa 

fragmentos de DNA através do grau de Adenina e Timina (A:T) ou Guanina e Citosina (G:C) 

das moléculas (Duarte, 2010). Esse efeito é possível pela ação dos agentes químicos (ureia e 

formamida) presentes no gel de eletroforese, em concentração gradual e crescente, que são 

capazes de destruir as pontes de hidrogênio do par A:T (mais fracas) e G:C (mais fortes) 

(Duarte, 2010). Como a velocidade de migração do DNA na eletroforese é modificada quando 

a molécula está fita dupla, fita simples, ou parcialmente fita simples, os fragmentos de DNA de 

sequência nucleotídica distinta migram com velocidades diferentes. Desta forma, o DGGE é 

capaz de identificar quantas moléculas de DNA diferentes existem em uma amostra. 

Na área de microbiologia ambiental, o DGGE pode ser utilizado para caracterizar a 

estrutura de comunidade microbiana. Para isso, as moléculas de DNA a serem analisadas devem 

ser espécie-específicas, ou seja, genes que funcionem como marcadores taxonômicos. Entre os 

marcadores taxonômicos mais empregados em microbiologia destaca-se o gene ribossomal 16S 

(RNAr 16S), pois a taxa de mutação neste gene é sincronizada com a taxa de especiação das 

bactérias; desta forma cada espécie bacteriana possui um gene RNAr 16S com sequência 

nucleotídica diferente. 
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1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar a estrutura da comunidade microbiana de sedimentos marinhos da costa 

de Santa Catarina em diferentes profundidades. 

 

1.3.2 Objetivos Específicos  

 

• Caracterizar a estrutura da comunidade microbiana em sedimentos marinhos 

da costa de Santa Catarina. 

• Descrever a influência da profundidade sobre a estrutura da comunidade. 

• Compreender a relação dos parâmetros físico-químicos com a diversidade 

microbiana dos sedimentos analisados. 
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2  METODOLOGIA 

 

2.1 ÁREA DE ESTUDO 

 

O presente estudo utilizou amostras de sedimento marinho coletadas na Plataforma Sul 

do Brasil como modelo de comunidade microbiana. A Plataforma Sul do Brasil, localizada no 

sudoeste do Oceano Atlântico, se estende do Cabo São Tomé (21°S) até Chuí (33°S). As águas 

da Plataforma Sul do Brasil podem ser divididas em três grandes regiões latitudinais de acordo 

com suas características oceanográficas, de norte a sul: a região do Cabo São Tomé - Cabo Frio, 

a Bacia Sul do Brasil e a Plataforma Subtropical Sul. Ao longo de toda a encosta, a Água 

Tropical (AT) oligotrófica quente e salgada é transportada para o sul pela Corrente do Brasil 

(CB) na camada superior da coluna d’água, enquanto a Água Central do Atlântico Sul (ACAS) 

rica em nutrientes fornece condições especiais para altos níveis de produção primária ao longo 

do litoral. 

O litoral de Santa Catarina está na Bacia Sul do Brasil essa delimitada a norte por Cabo 

Frio (22°52’S), ao sul pelo Cabo de Santa Marta (28°36’S), a oeste pela linha de costa e leste 

pelo declive da plataforma (Figura 3) (Cechinel 2015; Castro 1990). A Bacia Sul do Brasil é 

caracterizada pela presença da Água da Plataforma Continental em sua porção norte, e pela 

Água de Plataforma Subtropical em sua área sul. A Água de Plataforma Subtropical é o 

resultado de uma mistura das águas da Pluma do Prata e AT, e se espalha por toda a região da 

Bacia Sul do Brasil e pela Plataforma Subtropical Sul. Na região da Bacia Sul do Brasil, a 

ACAS contribui para uma alta concentração de nitrato principalmente perto de Cabo Frio e 

Cabo Santa Marta (Castro, 1996; Castro e Miranda, 1998).  

Entre o Cabo Santa Marta e o estuário de La Plata (35°S), a Plataforma Subtropical 

Sul é caracterizada pela propagação para o norte da água relativamente fria e fresca das águas 

da Pluma do Prata. Este transporte é mais intenso durante o inverno austral, quando a Água de 

Plataforma Subantártica também é transportada para o norte pela Corrente Patagônica (CP), o 

que resulta em uma massa de água fria entre Águas da Pluma do Prata e Água de Plataforma 

Subtropical (Castro, 1996; Castro e Miranda, 1998). Uma circulação termohalina frontal existe 

entre Água de Plataforma Subtropical e Água de Plataforma Subantártica em torno de 33°S, 

denominada Frente Subtropical de Plataforma (FSTP), que aumenta a disponibilidade de 

nutrientes locais na zona eufótica, a produção primária e abundância de organismos. 
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A área de estudo está localizada entre a Ilha de Santa Catarina (27º S), SC e a região 

de Garopaba (28º S), SC. Os dois transectos realizados durante o Décimo Sétimo Cruzeiro a 

bordo do Laboratório de Ensino Flutuante Ciências do Mar I (LEFCM I) foram perpendiculares 

a linha de costa nas localidades de Garopaba (SC) e no Arquipélago de Moleques do Sul 

(Florianópolis – SC), entre as isóbatas de 20m e 100m (Figura 5). 

 

Figura 3 – PCSE (profundidade em metros). 

 
Fonte: Cechinel 2015; Castro 1990. 
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Figura 4 – Laboratório de Ensino Flutuante Ciências do Mar 1 (LEFCM 1). 

 
Fonte: O autor (2019). 

 

 

Figura 5 - Transectos realizados pelo Décimo Sétimo Cruzeiro a bordo do LEFCM I. 

Transecto vermelho representa os pontos amostrais de Garopaba e o transecto amarelo 

representa os pontos amostrais do Arquipélago de Moleques do Sul. 

 
Fonte: O autor (2021). 
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2.2  AMOSTRAGEM DE CAMPO 

 

As amostragens ocorreram entre o período de 06/05/2019 e 10/05/2019. O LEFCM I 

teve seu transecto previamente demarcado em decorrência dos acordos pré-estabelecidos entre 

a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) com a Fundação Universidade Federal do 

Rio Grande (FURG), o Ministério da Educação (MEC) e de reunião prévia entre os professores 

que se fizeram presentes a bordo do Décimo Sétimo Cruzeiro, no qual foram coletados 

diferentes tipos de dados físico-químicos, biológicos e geológicos. 

A coleta do sedimento marinho para utilização no estudo foi feita em 6 pontos 

amostrais de diferentes profundidades (Tabela 1 e Figura 4), utilizando-se de um amostrador de 

fundo box corer (Figura 6), em cada ponto foram realizados dois lanços do box corer e coletado 

o sedimento de cada um dos lanços (Figura 7). Fazendo-se o uso de uma espátula e sacos 

estéreis, realizou-se a coleta de uma camada de sedimento com cerca de 5 cm de profundidade 

dentro do amostrador. 

 

Tabela 1 - Locais de amostragem. 

LOCAL LANÇO ISÓBATA 
PROF. REAL 

(Metros) 
LATITUDE LONGITUDE AMOSTRA 

MOLEQUES 
  

1 25 24 
27º50.3535' S  48º28.9910' W  

M1A  

2 25 24 M1B  

1 65 66 
27º48.9370' S  48º14.7492' W  

M2A  

2 65 66 M2B  

1 100 99 
27º49.8694' S  48º01.7794' W  

M3A  

2 100 99 M3B  

GAROPABA 
  

1 20 22 
27º59.9675'S  48º34.7093'W  

G1A  

2 20 22 G1B  

1 66 65,5 
28º00.1060'S  48º32.0600'W  

G2A  

2 66 65,5 G2B  

1 100 97 
27º59.6256'S  48º04.7156'W  

G3A  

2 100 97 G3B  

Fonte – Autor (2021). 
 

Ao todo foram coletadas 12 amostras de sedimento marinho, as quais apresentavam 

camada anóxica de aproximadamente 10 cm, coletados dados de posição geográfica a partir do 

Sistema de Posicionamento Global (GPS), profundidade e pontos de coleta. As amostras foram 
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armazenadas em freezer com temperatura de – 5 ºC durante o período de realização do Décimo 

Sétimo Cruzeiro a bordo LEFCM I. 

Figura 6 – Amostragem com box corer. 

 
Fonte: O autor (2019). 

 

Figura 7 – Sedimento coletado em um dos sítios amostrais. 

 
Fonte: O autor (2019). 

 

2.3 EXTRAÇÃO DO DNA TOTAL 

 

O DNA total foi extraído utilizando-se o kit comercial “Power Soil Isolation Kit” 

(Mobio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA), de acordo com as instruções estabelecidas no 

protocolo do fabricante (Anexo A). 

A quantificação da concentração de DNA extraído de cada amostra foi realizada 

através de um espectrofotômetro “NanoDrop Lite” (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 
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EUA) (Tabela 4). A qualidade do DNA extraído foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 

1,0% (m/v), com tampão TAE 1x a 60 V por 1,5 horas (Figura 8). Após a eletroforese, o gel foi 

registrado em fotodocumentador com luz UV modelo L-PIX EX (Loccus do Brasil LTDA). 

 

2.4 REAÇÃO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR) 

 

A amplificação do gene RNAr 16S de bactérias foi realizada através da técnica de 

PCR, segundo (Ovreas et al., 1997). Para avaliar a comunidade microbiana das amostras pela 

técnica de DGGE utilizou-se os primers GC338F e 518R (Quadro 1), os quais amplificam a 

região variável V3 do gene RNAr 16S de Bacteria, ocasionando um fragmento de 

aproximadamente 180 pb (Duarte, 2010; Muyzer et al., 1993). 

 

Quadro  1 - Primers utilizados e suas especificações. 

Primer 
Posição 

Bases1 

Região alvo 16S 

rRNA 
Sequência do primer 

GC-338F 338-357 Bacteria V3 
5’ ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG 

3’ 

518R 518-534 Universal V3 5’ ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’ 
1 Posição referente à sequência do gene ribossomal RNAr 16S de Escherichia coli.  

Fonte: Adaptado de Duarte (2010). 

 

Os reagentes utilizados na amplificação eram de concentração 1X tampão PCR 10X, 

1 μL de MgCl2 50mM, 0,1 μL de Taq 5U polimerase (Platinum Taq polimerase, Invitrogen), 

0,25 μL de cada primer 20 μM, 0,2 μL de dNTPs 100mM e 15-20 ng de DNA em um volume 

final de 25 μL de reação. Seguiu-se as condições de amplificação descritas por Duarte (2010), 

iniciando-se com hotstart de 95 ºC por 10 minutos; seguido de 35 ciclos de 30 segundos de 

desnaturação a 94 ºC, 30 segundos de anelamento a 55 ºC e 30 segundos de extensão a 72 ºC e 

a extensão final de 72 ºC por 10 minutos. Um controle positivo foi preparado a utilizando 25 

ng de DNA de Escherichia coli. O controle negativo de reação foi preparado substituindo o 

volume do DNA molde pelo mesmo volume de água MilliQ esterilizada. Todas as 

amplificações foram realizadas em triplicata em um termociclador Eppendorf Mastercycler 

Personal (Eppendorf, USA). Os produtos de PCR das triplicatas de cada amostra foram 

misturados entre si para compor um pool de DNA amplificado. 

A fim de avaliar a qualidade e integridade dos produtos de PCR, os resultados da 

amplificação foram verificados por eletroforese em gel de agarose 1,0% (g/mL) em TAE 1X a 
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60 V, corado com Gel Red (Invitrogen), expostos em um transiluminador UV, acoplado a um 

Sistema de Imagem Digital (fotodocumentador) para gel de eletroforese L-PIX EX (Loccus do 

Brasil LTDA). 

 

2.5 GEL DE ELETROFORESE EM GRADIENTE DESNATURANTE (DGGE) 

 

Os produtos da amplificação com os primers GC338F e 518R das amostras de 

sedimento marinho foram submetidas a análise por DGGE conforme Muyzer et al. (1993) no 

sistema “DCode” (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Os produtos de PCR foram colocados em um 

gel vertical de poliacrilamida a 10% com gradiente desnaturante de ureia/formamida de 50% - 

75%. A eletroforese foi realizada a 60 V, 60 °C, 2 W e 40 mA constantes durante 17h (Figura 

8). Em seguida o gel foi corado com nitrato de prata (Sanguinetti et al., 1994), e a imagem foi 

capturada através de fotodocumentador com luz UV modelo L-PIX EX (Loccus do Brasil 

LTDA). 

 

Figura 8 – (A) Corrida do DGGE; (B) Avaliação da PCR; (C) Aplicação das amostras no gel. 

 
Fonte: O autor (2022). 

 

Os perfis de bandas do DGGE foram processados no software ImageJ (NIH, Estados 

Unidos) para converter a presença de bandas em um gráfico de curvas densiométricas. Uma 
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matriz de presença e ausência de bandas foi criada no ImageJ e exportada para o Excel para 

análises posteriores. 

 

2.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os perfis de bandas do DGGE foram analisados através da matriz de presença e 

ausência, onde dados como riqueza total (soma do número de bandas presentes), riqueza 

compartilhada (bandas comuns a todas as amostras) e riqueza exclusiva (bandas únicas de uma 

amostra). As médias de riqueza das amostras foram comparadas com teste t-Student 

considerando um valor significativo para p ≤ 0,05. 

A estrutura de comunidade microbiana das amostras de sedimento foi avaliada no 

software Primer 6.1.16 (Primer-E, Nova Zelândia). Para tal, a partir de uma matriz de 

similaridade construída com os dados de presença e ausência, aplicando-se o índice de Bray-

Curtis. A matriz de similaridade foi utilizada para construir um dendrograma com o método de 

agrupamento hierárquico pela média (group average). 

Uma análise multivariada foi aplicada sobre os resultados do DGGE (matriz de 

presença e ausência) e os dados ambientais (parâmetros físico-químicos) no software Canoco 

4.5 (Braak & Smilauer, 2002). Foi empregada uma análise de componentes principais (PCA) 

com foco de escalonamento entre as amostras de sedimento. 

 

 

3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 RESULTADOS OBTIDOS EM CAMPO 

 

Durante o embarque realizado abordo do LEFCM 1 realizou-se a coleta de dados 

físico-químicos com um CTD – SeaBird 19 plus V2 (Sea-Bird Scientific, Bellevue, WA, USA). 

A sonda CTD obteve a perfilagem da coluna de água para obtenção de dados de salinidade, 

temperatura, pressão, fluorescência e oxigênio dissolvido. 

 

 

 

 



29 

 

Tabela 2 – Dados físico-químicos obtidos por sonda CTD Sea-Bird nos sítios de amostragem. 

Amostra Profundidade Pressão Temperatura Salinidade Fluorescência Oxigênio 

(Metros) (Pr/M) (ºC)  (mg/m³) (mg/L) 

G1A 19,9732 20,0845 23,77408 32,60046 13,7481 6,99413 

G1B 19,9732 20,0845 23,77408 32,60046 13,7481 6,99413 

G2A 48,0996 48,3709 24,50031 36,26374 18,16376 6,763171 

G2B 48,0996 48,3709 24,50031 36,26374 18,16376 6,763171 

G3A 90,0855 90,603 17,80979 35,95109 14,34824 7,648396 

G3B 90,0855 90,603 17,80979 35,95109 14,34824 7,648396 

M1A 20,2619 20,3748 23,06317 32,43775 17,90191 7,088867 

M1B 20,2619 20,3748 23,06317 32,43775 17,90191 7,088867 

M2A 53,2173 53,5182 24,39604 36,51576 18,75886 6,765534 

M2B 53,2173 53,5182 24,39604 36,51576 18,75886 6,765534 

M3A 84,8002 85,2862 17,59945 35,92551 14,4874 7,680464 

M3B 84,8002 85,2862 17,59945 35,92551 14,4874 7,680464 

Fonte: O autor (2022). 

 

A partir dos sedimentos coletados com o amostrador box corer (Figura 6), realizou-se 

a análise granulométrica dos sedimentos e o percentual de matéria orgânica presente em cada 

amostra de primeiro lanço do amostrador (Tabela 3). 

 

Tabela 3 – Análise granulométrica e de matéria orgânica para os pontos amostrais.  

Amostra Profundidade MO Cascalho Areia Silte Argila 

(Metros) (%) (%) (%) (%) (%) 

G1 22 67,71303 0 99,11 0,8947 0 

G2 65 54,07261 0 86,06 13,94 0 

G3 97 53,67453 0 82,51 17,49 0 

M1 24 62,44882 0 72,18 27,7 0,1176 

M2 66 51,35045 0 89,45 10,55 0 

M3 98 29,60621 0 97,1 2,9 0 

Fonte: O autor (2022). 

 

Com a proximidade dos lanços A e B para cada um dos pontos de coleta, somente o 

lanço inicial teve feita sua análise granulométrica. 
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3.2 ESTRUTURA DE COMUNIDADE MICROBIANA 

 

3.2.1 Amplificação do gene RNAr 16S 

 

Os resultados obtidos a partir da PCR foram verificados por eletroforese em gel de 

agarose 1,0% (g/mL) em TAE 1X a 60 V, corado com Gel Red (Invitrogen). Os géis foram 

expostos em um transiluminador UV, acoplado a um fotodocumentador L-PIX EX (Loccus do 

Brasil LTDA) para obtenção das imagens. Após verificar a concentração de cada amostra 

(Tabela 4), um volume de 5 µL do DNA extraído foi aplicado em cada canaleta. 

A extração de DNA foi efetiva para a maioria das amostras de sedimento, uma vez que 

a corrida em eletroforese revelou um sinal de banda na altura máxima do padrão de peso 

molecular utilizado (Figura 9). O sinal nesta posição indica a presença de ácidos nucleicos de 

tamanho superior a 20 Kbp, ou seja, o conjunto do genoma dos microrganismos da amostra. 

 

Tabela 4 - Concentração de DNA presente em cada amostra. 

Amostra Concentração 

(ng/μL) 

G1A 6,4 

G1B 5,0 

G2A 8,1 

G2B 7,6 

G3A 4,6 

G3B 6,8 

M1A 4,4 

M1B 4,4 

M2A 7,9 

M2B 8,5 

M3A 5,0 

M3B 9,7 

Fonte: Autor (2022). 

 

As amostras M1B, M3A e G3A apresentaram uma banda com menor intensidade 

quando comparada às outras amostras, indicando menor quantidade de DNA extraído. Esse 
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resultado pode indicar variações na eficiência da extração do DNA ou ainda que essas amostras 

apresentem menor concentração celular no sedimento. 

 

Figura 9 - DNA total das amostras após corrida em eletroforese com gel de agarose 1%. As 

canaletas indicam: 1) Marcador de peso molecular Ladder 1 Kb (Ludwig); 2) M1A; 3) M1B; 

4) M2A; 5) M2B; 6) M3A; 7) M3B; 8) G1A; 9) G1B; 10) G2A; 11) G2B; 12) G3A; 13) G3B. 

 
Fonte: O autor (2022). 

 

Todas as amostras foram submetidas à amplificação da região V3 do gene RNAr 16S 

utilizando os primers de DGGE descritos na metodologia. Após a amplificação, o produto de 

PCR foi avaliado em eletroforese em gel de agarose 1%, aplicando-se 5 µL em cada canaleta 

(Figura 10). 

A imagem do gel revela a presença de uma banda única para cada amostra, presentes 

na faixa inferior do gel, indicando uma amplificação com DNA de aproximadamente 180 pb. 

Observa-se também a presença de um sinal fraco no controle negativo (canaleta 2), porém esse 

sinal sugere excesso de primers da reação.  

 

Figura 10 – Eletroforese em gel de agarose 1% contendo o produto de PCR amplificado com 

os primers de DGGE. As canaletas indicam: 1) Marcador de peso molecular Ladder 1 Kb 

(Ludwig); 2) Controle negativo (C -); 3) Controle positivo Escherichia coli (C+); 4) Controle 

positivo (C+); 5) M1A; 6) M1B; 7) M2A; 8) M2B; 9) M3A; 10) M3B; 11) G1A; 12) G1B; 

13) G2A; 14) G2B; 15) G3A; 16) G3B. 

 
Fonte: O autor (2022). 
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As amostras G2A (canaleta 13) e G2B (canaleta 14) não apresentaram banda. Esse 

resultado pode ser explicado por uma baixa concentração de produto da PCR, uma vez que 

essas amostras apresentaram uma banda de alto peso molecular após a extração (Figura 6, 

canaletas 10 e 11).  

Uma vez que a maioria das amostras apresentaram produto de amplificação, as 

amostras foram submetidas à eletroforese em gel de gradiente desnaturante. 

 

3.2.2 Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante 

 

O DGGE foi realizado a partir do produto de PCR amplificado da região V3 do RNAr 

16S, utilizando um gradiente de uréia/formamida entre 50-75%. O gel da eletroforese foi corado 

com nitrato de prata até a revelação das bandas e a imagem foi registrada em fotodocumentador 

usando uma luz branca (Figura 11). 

De forma geral, as amostras de sedimento marinho produziram um perfil de bandas 

composto por DNA contendo diferentes graus de guanina-citosina (G:C). Segundo Muyzer et 

al. (1993), a interpretação desta técnica é que as bandas representam populações microbianas 

presentes na amostra, onde cada banda indica uma população diferente. A definição do nível 

taxonômico dessas populações é incerta, pois isso depende de parâmetros como o par de 

primers utilizados, a região de amplificação, e a própria diversidade da amostra em análise. 

Dessa forma, neste trabalho será utilizado o termo “filotipo” para indicar uma banda individual 

em determinada amostra, sendo este um agrupamento de microrganismos que compartilham 

características genéticas similares no gene RNAr 16S (por exemplo um gênero, uma espécie, 

ou uma subespécie de bactéria). 

Inicialmente observa-se que as amostras G2A e G3B não produziram um perfil de 

bandas. A amostra G2A não havia apresentado produto de amplificação nas reações de PCR 

(Figura 7), e isso pode explicar a ausência de perfil de bandas no DGGE. Já a amostra G3B não 

apresentou bandas por algum erro no preparo das amostras no DGGE, tais como degradação do 

DNA. Ambas as amostras G2A e G3B foram desconsideradas nas análises posteriores. 

Os perfis de bandas do DGGE das amostras de sedimento marinho foram analisados 

quanto à riqueza e similaridade de filotipos. Para isso, a fotografia do gel foi inicialmente 

processada no software “ImageJ” (NIH, Estados Unidos) a fim de identificar a presença ou 

ausência de bandas em cada canaleta. Após identificar a localização de cada canaleta, o software 

transformou a tonalidade dos pixels em uma curva densiométrica, onde cada “pico” representa 
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a presença de uma banda. Dispondo dos gráficos de intensidade, uma matriz de presença e 

ausência de filotipos foi criada para permitir a comparação dos perfis das amostras de Garopaba 

e de Moleques. 

 

Figura 11 - Gel de eletroforese em gradiente desnaturante 50-75% após coloração com nitrato 

de prata. As canaletas apresentam o perfil de bandas das amostras de Garopaba (G1A até 

G3B) e Moleques (M1A até M3B). As canaletas Ld contém marcador de peso molecular 

Ladder 1Kb (Ludwig). 

 
Fonte: O autor (2022). 

 

3.3 ANÁLISE DA ESTRUTURA DE COMUNIDADE DOS SEDIMENTOS MARINHOS 

 

Um total de 57 diferentes filotipos foram encontrados entre todas as amostras, sendo 

6 filotipos encontrados em todos os sedimentos. Este resultado sugere que cerca de 10,5% dos 

microrganismos estudados (6 de um total de 57 filotipos) são adaptados a viver em diferentes 

profundidades tanto em Garopaba quanto em Moleques. Por outro lado, 4 filotipos estavam 

presentes em apenas uma das amostras, 1 em M3A e 3 em M3B, demonstrando que há 

microrganismos que tem alta adaptação a certos ambientes ou profundidades, ou ainda que 

possuem dispersão limitada no sedimento marinho.  

Em termos de riqueza de filotipos, os sedimentos de Garopaba apresentaram uma 

média de 21,5 (± 3,2) filotipos, enquanto os sedimentos de Moleques revelaram uma média de 
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37,3 (± 4,1) filotipos. O resultado indica que os sedimentos de Moleques possuem uma riqueza 

de bactérias maior que o sedimento de Garopaba (p = 0.000398). 

O efeito da profundidade sobre a distribuição dos microrganismos também foi 

revelado pelo DGGE, que não ocorre uma tendência de aumento de espécies em relação ao 

aumento da profundidade da amostra, a influência é o ambiente em que a comunidade está 

inserida. 

Para caracterizar a similaridade de cada ambiente, a matriz de presença e ausência e 

os conjuntos de dados físico-químicos foram analisados no software “Primer 6” (Primer-e, 

Auckland, NZ). Um dendrograma de similaridade para os dados biológicos (Figura 12) e outro 

para os parâmetros físico-químicos (Figura 13) foram criados. 

 

Figura 12 - Dendrograma de similaridade Bray-Curtis das amostras de sedimento de 

Garopaba (G1A, G1B, G2B, G3A) e Moleques (M1A, M1B, M2A, M2B, M3A e M3B) em 

termos de presença e ausência de filotipos. A legenda indica a isóbata da amostra em metros. 

 

 
Fonte: O autor (2022). 
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Figura 13 - Dendrograma de distância Euclidiana das amostras de sedimento de Garopaba 

(G1A, G1B, G2B, G3A) e Moleques (M1A, M1B, M2A, M2B, M3A e M3B) em termos dos 

parâmetros físico-químicos. A legenda indica a isóbata da amostra em metros. 

 
Fonte: O autor (2022). 

 

O dendrograma dos dados biológicos (Figura 12) separou os conjuntos amostrais por 

ambientes, onde as amostras de Moleques ficaram em um ramo distinto das amostras de 

Garopaba. Identificou-se que Garopaba e Moleques possuem um grau de similaridade de 

55,62%, enquanto que o conjunto de amostras de Moleques entre si possui 67,24% de 

similaridade e nas amostras de Garopaba este grau de similaridade é de 59,28%. As amostras 

de M1A e M1B possuem o maior grau de similaridade (89,19%) de toda a análise, 

possivelmente em decorrência de sua proximidade amostral. Dentro de cada agrupamento de 

amostras observa-se um sub-agrupamento dos sedimentos quanto à profundidade de coleta 

(isóbata). Por exemplo, sedimentos de isóbatas similares foram agrupados entre si como M1A-

M1B, G1A-G1B e M3A-M3B. As amostras de sedimento de isóbatas intermediárias como 

G2B, M2A e M2B não apresentaram esse padrão, sugerindo que essa profundidade atue como 

um ambiente de transição para as comunidades microbianas. 

O dendrograma dos dados físico-químicos (Figura 13) claramente agrupou as amostras 

por profundidade, onde sedimentos rasos, médios e mais profundos ficaram agrupados 

respectivamente entre si, não importando a área de coleta. Por exemplo, sedimentos rasos de 

Garopaba (G1A-G1B) apresentaram similaridade de 95,76% com sedimentos rasos de 

Moleques (M1A-M1B). Esse resultado também pode ser observado para os sedimentos 
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intermediários (G2B, M2A, M2B) com 92,71% e para os sedimentos profundos (G3A, M3A, 

M3B) com 92,5%. Este resultado indica que, diferentemente dos dados biológicos, os fatores 

físico-químicos são mais influenciados pela profundidade que o sedimento se encontra, e não à 

localização geográfica. 

A fim de melhor compreender a influência dos parâmetros físico-químicos sobre a 

estrutura de comunidade microbiana dos sedimentos, uma análise multivariada PCA (Principal 

Components Analysis) foi realizada utilizando o software Canoco 4.5 (swMath, Alemanha) 

(Figura 14). 

 

Figura 14 - Análise de componentes principais (PCA) entre os dados biológicos obtidos no 

DGGE e os parâmetros físico-químicos das amostras de sedimento. Os círculos azuis indicam 

as amostras de Garopaba (G1A até G3A) e Moleques (M1A até M3B). As legendas dos 

vetores representam a temperatura (temp), fluorescência (fluoresc), saturação de oxigênio 

(oxsat), profundidade (depth), pressão (press), salinidade (sal), matéria orgânica (morg) e a 

espessura do sedimento (argila, silte e areia). Os vetores press e depth ficaram sobrepostos 

entre si. A porcentagem de explicação da PC1 foi 29,8% e da PC2 foi 22,6%. 

 
Fonte: O autor (2022). 

 

A análise de PCA revelou um agrupamento das amostras por área de coleta, no qual a 

componente principal PC1 separou as amostras de Garopaba no setor direito do gráfico, 

enquanto as amostras de Moleques ficaram agrupadas no setor esquerdo. A componente 

principal PC2 separou as amostras de Moleques com relação à profundidade, salinidade e 

pressão, dispondo as amostras M1A-M1B e M2A no setor inferior esquerdo, enquanto as 

amostras M2B, M3A e M3B ficaram no setor superior esquerdo. Essa estruturação corroborou 

com os resultados anteriores do dendrograma de dados biológicos (Figura 12). Cabe ressaltar 
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que as variáveis de profundidade, salinidade e pressão são fatores que estão diretamente 

relacionados entre si, portanto apresentaram um resultado similar na PCA.  

As amostras de Garopaba apresentaram a temperatura e a matéria orgânica como 

variáveis explicativas mais fortes, enquanto os sedimentos mais rasos de Moleques 

apresentaram a fluorescência juntamente com sedimentos de granulometria menor que 0,05 mm 

(argila e silte), e os sedimentos mais profundos de Moleques tiveram a pressão, salinidade, 

profundidade e saturação de oxigênio como maior influência. 

Este trabalho é pioneiro, já que não há registros de estudos que aplicaram metodologia 

similar nas profundidades escolhidas, na costa brasileira e correlacionando tantos dados físico-

químicos. Os estudos que mais se assemelham a este, são estudos aplicados na região da 

Antártida por Franco (2014) e em São Paulo por Moraes (2012). 

Para Franco (2014), a distribuição das comunidades microbianas não sofreu influência 

com a mudança de profundidade ao longo da área de estudo. Além disso, os autores 

determinaram que estrutura de comunidade em profundidades menores e mais próximas (100m, 

300m, 500m) eram diferentes das comunidades mais profundas (700m e 1000m). 

Para Moraes (2012), diferentes grupos de organismos têm sua dominância associada a 

sua adaptabilidade a determinadas características físico-químicas, como densidade, 

temperatura, carbono e clorofila. Outro ponto discutido em seu texto, discorre que eventos 

pontuais de ressuspensão ou de enriquecimento orgânico podem afetar a comunidade bacteriana 

ali presente. A autora conclui expondo como a descrição filogenética da diversidade bacteriana 

permanece incompleta e que os estudos no Brasil ainda são muito escassos e se concentram 

principalmente na coluna d’água e manguezais, ocasionando um limitante na comparação de 

estudos. 

No presente trabalho é impossível afirmar sobre a sobrevivência e adaptabilidade dos 

organismos sobre os ambientes. Em decorrência da coleta ter ocorrido no período de inverno, 

as comunidades podem ter sofrido influência da chegada de nutrientes oriundos da pluma do 

Prata e da presença de massas d’água como a ACAS em baixas profundidades, a produção 

primária associada a uma baixa profundidade pode ser influência do impacto antrópico ou 

evento de ressuspensão recente. 

No estudo de Gray & Herwig (1996), os autores sugeriram que os estudos futuros de 

ecologia microbiana no sedimento marinho deveriam ter seus dados filogenéticos associados as 

atividades microbianas, geoquímica dos sedimentos e outros fatores da oceanografia bentônica. 
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4  CONCLUSÃO 

 

A análise dos diversos resultados deste trabalho permitiu concluir que a distribuição e 

a estrutura das comunidades microbianas não estão somente ligadas as diferentes 

profundidades, mas aos fatores físico-químicos associados a água e a adaptabilidade dos 

organismos ao ambiente. 

A estrutura da comunidade é muito rica e diversa, apresentou um total de 57 filotipos, 

6 adaptados a todos os ambientes e outros 4 exclusivos dos dois pontos mais profundos de 

Moleques. 

A comunidade microbiana de Moleques possui uma riqueza maior que a de Garopaba, 

entretanto, visto que não ocorre uma tendência de aumento de filotipos com o aumento da 

profundidade da amostra, a influência é o ambiente em que a comunidade está inserida. 

Ressaltasse que em estudos com o uso das técnicas aplicadas no trabalho, pode ocorrer 

a presença de DNA de organismos já mortos que se faziam presentes no ponto amostral. 

Para os sedimentos de Garopaba o parâmetro que se mostrou mais importante foi a 

temperatura, favorecendo organismos que melhor se adaptam a este parâmetro. 

Uma vez que as comunidades bacterianas são selecionadas basicamente por suas 

estratégias de sobrevivência, as condições ambientais existentes em cada profundidade, servem 

como limitantes, sendo assim comunidades de profundidades mais rasas possuem 

características distintas das que estão em grandes profundidades; e aquelas que estão em 

profundidades intermediárias, por serem regiões de transição, possuem características similares 

as regiões rasas e fundas. 

A partir dos resultados obtidos, recomenda-se a continuidade dos estudos em 

diferentes estações do ano, a realização de cultivos e isolamento das comunidades bacterianas 

visando uma possível aplicação biotecnológica e a realização de outros géis em gradiente 

desnaturante, o sequenciamento metagenômico para a identificação dos organismos presentes 

em cada comunidade e compreender sobre sua adaptabilidade ao ambiente. 
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ANEXO A – PowerSoil DNA Isolation Kit 
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