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RESUMO 

 

Detecção e análise de sequências afiliadas à Planctomycetes em bibliotecas 

metagenômicas de manguezais do estado de São Paulo 
 

Os manguezais são considerados um ecossistema único, devido sua particular 

combinação de condições ambientais, influenciados pela sua localização na interface entre o 

continente e oceano. O estudo deste ecossistema se torna urgente uma vez que os manguezais 

estão desaparecendo em todo mundo, e sua diversidade de grupos microbianos é ainda pouco 

conhecida. Dentro dessa temática, o presente projeto visa descrever a possível funcionalidade 

de bactérias pertencentes ao filo Planctomycetes nos manguezais. Tais organismos são ainda 

pouco estudados, de difícil cultivo, sendo obtidos principalmente em ambientes marinhos, 

tratamento de água e locais de criação de peixes. Dentro desse filo são encontrados 

microrganismos pertencentes a gêneros descritos como capazes de realizar a oxidação 

anaeróbica do íon amônio (anammox), uma importante transformação do nitrogênio em 

ambientes com baixa disponibilidade de oxigênio. E ainda, visamos descrever a possível 

funcionalidade de bactérias pertencentes ao filo Planctomycetes nos manguezais. Para isso, 

foi inicialmente realizada uma comparação dos genomas de Planctomycetes com as 

sequências obtidas por análises de metagenômica e metatranscriptômica, onde foram 

encontradas sequências similares às afiliadas a funções desconhecidas (putative protein) e a 

sulfatases. Tais enzimas são descritas como hidrolíticas, que catalizam a clivagem de ésteres 

de sulfato, liberando o enxofre na forma assimilável. A análise de sequências de uma 

biblioteca metagenômica (obtida de um manguezal contaminado com petróleo) permitiu a 

visualização de fragmentos genômicos de Planctomycetes. Esta análise revelou também a 

ocorrência de genes relacionados a produção de sulfatases, além de indicar arranjos gênicos 

distintos dos descritos nos genomas de organismos deste grupo, possivelmente indicando a 

ocorrência de endemismo de Planctomycetes em manguezais. Esta observação foi reforçada 

pelo cultivo de isolados afiliados a este grupo, os quais tiveram sua afiliação confirmada pelo 

sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S DNAr. Alguns destes isolados formaram 

clusters diferenciados dentro do filo Planctomycetes, indicando que podem ser estes novas 

espécies. Sendo assim, a caracterização desse grupo de microrganismos numa combinação de 

análises in sílico e in vivo, possibilitou a confirmação da ocorrência de tais organismos nos 

manguezais, e gerou as primeiras informações sobre sua funcionalidade neste sistema, onde 

parece ocorrer de forma diferenciada aos demais ambientes onde já foram descritos. 

 

Palavras-chave: Análises in sílico; Isolamento; Funcionalidade; Sulfatases 
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ABSTRACT 

 
Detection and analysis of sequences affiliated with Planctomycetes in mangroves in the 

state of São Paulo 

 

Mangroves are considered an unique ecosystem due to its particular combination of 

environmental conditions, influenced by its location at the interface between land and ocean. 

The study of this ecosystem becomes urgent since mangroves are disappearing worldwide, 

and its diversity of microbial groups is still poorly understood. Within this theme, this project 

aims to describe the possible functionality of bacteria belonging to the phylum 

Planctomycetes in mangroves. Such organisms are still poorly studied, difficult to cultivate 

and mainly isolated from marine environments, water treatment and fish farming sites. Within 

this phylum are found microorganisms belonging to genera described as capable of 

performing the anaerobic oxidation of ammonium (anammox), a major transformation of 

nitrogen in environments with low oxygen availability. Here we aimed to describe the 

possible functionality of bacteria belonging to the phylum Planctomycetes in the mangroves. 

In order to achieve the target, it was initially performed a comparison of the Planctomycetes 

genomes with sequences obtained by metagenomics and metatranscriptomics, revealing the 

presence of sequences with similarity to those affiliated to unknown function and sulfatases. 

These are hydrolytic enzymes, which catalyze the cleavage of sulfate esters, releasing sulfur 

on its available form. The analysis of sequences from a metagenomic library (obtained from 

an oil-contaminated mangrove) allowed the visualization of genomic fragments related to 

Planctomycetes. It also revealed the presence of genes related with the production of 

sulfatases, besides the indication of specific genome arrangements, distinct from those 

describe in organisms allocated in this group, possibly indicating the occurrence of 

endemicity for Planctomycetes in mangroves. It was reinforced by the cultivation of isolates 

affiliated to this groups, whose have their affiliation confirmed by the partial sequencing of 

the 16S rDNA gene. Some isolates clustered composed new clusters within the 

Planctomycetes phylum, indicating the occurrence of new species. In sum, the 

characterization of this group by combining in sílico and in vivo analyses, allowed the 

confirmation of the occurrence of these organisms in mangroves, and generated the first 

insights about its functioning on this system, where it seems to occur in a differentiated form 

from those observed in other environments where it has been described. 

 

Keywords: In sílico analysis; Isolation; Functionality; Sulfatase 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Dentre os ecossistemas terrestres, alguns chamam atenção devido a particular 

combinação de condições ambientais, que resultam na evolução de espécies capazes de 

colonizar restritamente estes locais. Os manguezais são um exemplo deste tipo de 

ecossistema, pois é composto por espécies de plantas, animais e microrganismos selecionados 

por características ambientais únicas, originadas pela localização na interface entre o 

continente e o oceano em regiões intertropicais, conferindo condições únicas de salinidade e 

alterações sazonais na disponibilidade de oxigênio e nutrientes. O entendimento desse 

ecossistema se torna urgente, uma vez que os manguezais estão desaparecendo em todo 

mundo. No entanto, pouco da diversidade de grupos microbianos funcionais dos manguezais é 

conhecida. Recentes avanços nas metodologias independentes de cultivo, aplicadas ao estudo 

de comunidades microbianas, têm contribuído significativamente para o avanço do 

conhecimento sobre real magnitude da diversidade microbiana. 

Os sedimentos de manguezais apresentam elevados teores de matéria orgânica, mas 

ainda assim, apresentam de maneira geral, deficiência em nutrientes, principalmente 

nitrogênio e fósforo, que apesar de serem abundantes não se encontram em formas 

disponíveis para as plantas. Adicionalmente, por ser o manguezal um ambiente redutor 

(metabolicamente predominantemente anaeróbio), onde a matéria orgânica é de difícil 

degradação, é de extrema importância o papel dos microrganismos na manutenção dos ciclos 

biogeoquímicos, promovendo a ciclagem de nutrientes, e suprindo assim o fornecimento de 

energia na base da cadeia trófica (ANDREOTE et al., 2012). 

Os Planctomycetes são um grupo de microrganismos que possuem características 

distintas dos demais grupos de bactérias, com ausência de peptídeoglicano e proteínas nas 

paredes celulares e perfil lipídico semelhante a organismos eucariotos. Tais organismos 

apresentam desenvolvimento lento, e incluem um grupo de bactérias conhecidas por 

realizarem de forma exclusiva a oxidação anaeróbica do íon amônio (FUERST; 

SAGULENKO, 2011). 

Um melhor conhecimento da estrutura genética de tais organismos presentes nos 

manguezais pode suprir informações sobre sua função neste ambiente. Espera-se relacionar a 

atividade de tal grupo com as condições ambientais, ligando sua responsividade a alterações 

no sistema manguezal. Assim, a combinação de uma análise in sílico com análises baseadas 

em cultivo pode gerar dados robustos sobre a temática em que este estudo se insere. 
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2 DESENVOLVIMENTO 

2.1 Revisão Bibliográfica 

2.1.1 O ambiente mangue 

O manguezal é um ecossistema costeiro localizado em regiões de interface entre os 

ambientes terrestre e marinho; uma área úmida característica de zonas tropicais e subtropicais 

com características únicas, tais como alta salinidade e temperatura, muito lodo, sedimento 

anaeróbio e rico em matéria orgânica (FELLER; SITNIK, 1996; KATHIRESAN; 

BINGHAM, 2001). Este bioma abrange cerca de 60-75% das florestas tropicais do mundo 

situadas na orla costeira subtropical (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001). 

O termo manguezal é utilizado para representar todo o ecossistema, que envolve as 

plantas e a comunidade associada, a qual é composta por bactérias, fungos, microalgas, 

invertebrados, pássaros e mamíferos (Projeto temático Biodiversidade e Atividades 

Funcionais de Microrganismos de Manguezais do Estado de São Paulo). No Brasil, que possui 

uma das maiores extensões de manguezais do mundo, as regiões de manguezal ocorrem ao 

longo do litoral, desde o Cabo Orange no Amapá até o município de Laguna em Santa 

Catarina, abrangendo uma área de 20.000 km
2
. No Estado de São Paulo, a região da baixada 

santista, formada pelos municípios de Bertioga, Cubatão, Guarujá, Itanhaém, Mongaguá, 

Peruíbe, Praia Grande, Santos e São Vicente, concentram as áreas de manguezais do estado, 

apresentando uma cobertura vegetal de 675 km
2
 (Figura 1) (CURY, 2002). 

 

 
 
Figura 1 - Mapa do Brasil, evidenciando a área de manguezal ao longo do país; e mapa do estado de 

São Paulo, enfatizando a baixada Santista (Fonte: Mapa do Brasil mapLink/tele atlas 

modificado) 
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Processos importantes, como a ciclagem de nutrientes do manguezal, estão 

diretamente relacionados com a atividade e diversidade das comunidades microbianas, que 

formam a base da cadeia alimentar da flora e da fauna desse ecossistema. Nestes locais, algas 

e protozoários representam apenas 7 e 2% da biomassa, respectivamente, enquanto que 

bactérias e fungos constituem 91% da biomassa microbiana total (ALONGI et al., 1998; 

ZHANG et al., 2005). Assim, é possível formular a hipótese de que na ausência ou redução da 

microbiota haveria prejuízo nas atividades comerciais e ecológicas, possivelmente, resultando 

na destruição de ecossistemas de manguezais (HOLGUIN et al., 2006; PARALES; 

HADDOCK, 2004).  

A importância desse ecossistema reside na grande produtividade biológica com alta 

diversidade de peixes, crustáceos, moluscos, aves, répteis e mamíferos; sendo um dos 

ambientes mais produtivos do mundo. Toda essa diversidade exige uma alta disponibilidade 

de nutrientes no início da cadeia trófica (DIAS et al., 2009; SÁ; MELO, 2008). Neste ponto, 

surge a importância da atividade microbiana, que é a principal via de ciclagem de nutrientes 

dos manguezais, pelos processos de decomposição da matéria orgânica e de fixação de 

nutrientes (ZAHRAN, 1997). Neste sentindo, Gonzales-Acosta et al. (2006) descrevem que a 

temperatura da água do mar é um grande determinante para a composição da comunidade de 

bactérias em manguezais. Assim, a descrição das comunidades bacterianas desse ambiente é 

altamente desejável e urgente, devido a importância destes ecossistemas manguezais e o 

desaparecimento destes em todo mundo (HOLGUIN et al., 2006; DUKE; MEYNECKE; 

DITTMANN, 2007).  

A vegetação dos manguezais na costa brasileira é predominantemente composta 

pelas espécies Laguncularia racemosa (mangue branco), Avicennia schaueriana (mangue 

preto) e Rhizophora mangle (mangue vermelho). Devido às características ambientais 

inerentes a este ecossistema, esta vegetação possui adaptações morfológicas e fisiológicas 

bem desenvolvidas, tais como resistência às alterações de salinidade, variações de maré, 

ventos fortes e sedimentos com diferentes concentrações de oxigênio (DIAS et al., 2012a). 

Apesar de serem muito ricos em matéria orgânica, os ecossistemas de manguezais 

sofrem deficiência de alguns nutrientes, especialmente nitrogênio e fósforo, que não estão 

prontamente disponíveis. Uma alta taxa de suprimento desses nutrientes está relacionada à 

atividade bacteriana, que em manguezais transformam a vegetação morta em fontes de 

nitrogênio, fósforo e outros nutrientes que podem ser usados pelas plantas (BASHAN; 

HOLGHIN, 2002). 
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Embora sejam protegidos por lei (Lei 4771 de 15 de setembro de 1965 do código 

florestal), os manguezais têm sofrido ações antrópicas na sua exploração, com fins 

econômicos e agrícolas, pesca predatória e depósito de lixo (EYSINK; POFFO, 2002). Desta 

forma, o estudo de tais áreas, principalmente em relação ao entendimento de vias metabólicas 

relacionadas a ciclagem de elementos como nitrogênio e enxofre, podem contribuir para o 

entendimento e preservação de tais áreas no Brasil e no mundo. 

 

2.1.2 O filo Planctomycetes – filogenia e características 

Os organismos pertencentes ao filo Planctomycetes possuem características 

fenotípicas distintas das demais bactérias, incluindo a ausência de peptideoglicano, proteínas 

em suas paredes celulares, e compartimentalização das células por meio de membranas 

internas. A maioria dos Planctomycetes se reproduz por brotamento, com exceção do gênero 

marinho Phycisphaera, que se reproduz por fissão binária. A falta de peptideoglicano em suas 

paredes celulares torna estes microrganismos inerentemente resistentes aos antibióticos 

(inibidores de síntese da parede celular), tais como beta-lactâmicos e vancomicina, o que se 

gera uma ferramenta útil para o isolamento microbiano em cultura pura (FUERST; 

SAGULENKO, 2011). Desta maneira, as bactérias pertencentes a este filo apresentam perfil 

lipídico bastante semelhante ao de organismos eucariotos, e alguns podem sintetizar esteróis, 

também uma habilidade típica de eucariotos (FUERST; SAGULENKO, 2011). Estes 

microrganimos podem realizar endocitose, com a capacidade de absorção de genes e proteínas 

homólogas de membranas protéicas de eucariotos, que são essenciais para o transporte na 

membrana. Assim, este grupo é considerado como uma transição entre procariotos e 

eucariotos (IZUMI et al., 2013). Os novos integrantes de Planctomycetes mais recentemente 

descritos, Bythopirellula goksoyri, encontrados no Oceano Ártico, possuem reprodução por 

gemulação, no qual as células filhas são móveis e as células mães são imóveis, ligados uns 

aos outros em grandes grupos ou em superfícies. Estes Produzem exopolissacarídeos, o que 

significa que as colônias em meios de cultura são resistentes e de dificil suspensão 

(STORESUND; OVREAS, 2013) e Aquisphaera giovannonii isolado de aquário de água doce 

relacionado aos gêneros Isosphaera pallida e Singulisphaera acidiphila no qual possui 

reprodução por brotamento (BONDOSO et al., 2011). 

O crescimento destas bactérias é lento e/ou dependente da interação com outros 

microrganismos (SLIEKERS et al., 2003). Quando isolados, a maioria apresenta habilidade 

quimioautotrófica aeróbica ou facultativa, e se especializam no metabolismo de diversas 

fontes de carbono (BUCKLEY et al., 2006). Algumas bactérias pertencentes a este filo 
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apresentam ainda um compartimento membranóide denominado „anammoxossoma‟. Esta 

estrutura parece não conter qualquer ribossomo ou cromossomo, sendo formado 

essencialmente por citoplasma com inclusões densas de elétrons (diâmetro 20 nm), com 

preenchimento e função ainda desconhecidos. As membranas internas de tais bactérias são 

compostas principalmente de lipídeos diferenciados, chamados de laderanos, o que parece ser 

mais uma característica exclusiva deste grupo (SINNINGHE-DAMSTÉ et al., 2002). 

Acredita-se que esta estrutura (anammoxossoma) esteja relacionada a habilidade de alguns 

Planctomycetes realizarem a oxidação aneróbica do íon amônio (anammox), como descrito no 

item abaixo (2.1.3). 

O filo Planctomycetes se divide em duas classes, Planctomycetacia e Phycisphaerae, 

que hospedam uma ordem cada, Planctomycetales e Phycisphaerales, respectivamente. 

Atualmente, a ordem Planctomycetales está dividida em 11 gêneros cultiváveis - Pirellula, 

Gemmata, Planctomyces, Isosphaera, Blastopirellula, Rhodopirellula, Schlesneria, 

Singulisphaera, Aquisphaera, Zavarzinella, Phycisphaera; e cinco gêneros não cultivados - 

Candidatus (bactérias anammox) Brocadia, Kuenenia, Scalindua, Anammoxoglobus e Jettenia 

(SCHLESNER et al., 2004; WARD et al., 2006; KULICHEVSKAYA et al., 2008; KRIEG et 

al., 2008; UKUNAGA et al., 2009; BONDOSO et al., 2011). Alguns dos gêneros desta ordem 

são frequentemente referenciados como clado PRB (Pirellula, Rhodopirellula e 

Blastopirellula). De forma semelhante, os Planctomycetes são englobados num chamado 

superfilo PCV (Planctomycetes, Chlamydiae, Verrucomicrobia), que engloba também um 

candidato de difícil isolamento Candidatus Poribacteria e OP3 (IZUMI et al., 2013). Este 

superfilo tem sido frequentemente sugerido como originado ao longo da separação evolutiva 

entre Eukarya e Bacteria (FORTERRE, 2011). 

Em relação ao genoma de tais organismos, não diferentemente de outros grupos 

bacterianos, estes tem sido mais amplamente acessados, com base nas novas tecnologias de 

sequenciamento de DNA. O primeiro representante deste grupo a ter seu genoma sequenciado 

foi o organismo marinho Rhodopirellula baltica (7.15Mb) (GLÖCKNER et al., 2003; 

LOMBARDOT et al., 2005; TEELING et al., 2004; JENKINS; KEDAR; FUERST, 2002). 

Um dos maiores genomas encontrados em bactérias foi descrito para Gemmata obscuriglobus 

(9Mb) (BUTLER; FUERST, 2004). Há também a disponibilidade de acesso ao genoma do 

organismo 'Candidatus Kuenenia stuttgartiensis', gerado a partir do incremento na densidade 

de tal organismos em amostras ambientais, ou seja, de forma independente do cultivo (SPETH 

et al., 2012). A análise comparativa entre genomas de organismos pertencentes a 

Planctomycetes e Chlamydia reforçam o estreito elo evolutivo observado entre estes filos 
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bacterianos (WAGNER; HORN, 2006). Os projetos de sequenciamento de genoma 

relacionados à bactérias do filo Planctomycetes atualmente em curso são: Blastopirellula 

marina, Planctomyces maris, Gemmata obscuriglobus, Gemmata sp. estirpe WA1-1 , 

Rosthecobacter dejongeii, Akkermansia muciniphila, Chthoniobacter  flavus, Opitutus terrae, 

Errucomicrobium sp., Verrucomicrobium espinhosa (Verrucomicrobia), Simkania negevensis 

Z (Chlamydiae), Lentisphaera araneosa e Victivallis vadensis (Lentisphaerae). Tais genomas 

e suas informações podem ser acessados na base de dados Genomes Online Database 

(Genome Gold) (http://www.genomesonline.org), servindo assim como base de estudos que 

ampliarão consideravelmente nosso conhecimento sobre a organização genômica de 

Planctomycetes (WAGNER; HORN, 2006), podendo estes dados ser utilizados para 

relacionar aos dados já obtidos com estudos dos Planctomycetes em manguezais brasileiros. 

No entanto, em contrapartida ao acesso genômico de tais organismos, sequências de 

genes ribossomais (principalmente 16S RNAr) pertencentes a Planctomycetes têm sido 

historicamente difíceis de recuperar a partir de amostras ambientais (SCHMID et al., 2005; 

PENTON et al., 2006), provavelmente devido ao seu crescimento lento e/ou baixa abundância 

natural de tais organismos nos ambientes estudados. O número de genes que codificam 16S 

RNAr (operons rrn) em Planctomycetes pode variar de 1 (BORGES; BERGQUIST, 1993) a 

14 (MUYZER; De WAAL; UITTERLINDEN, 1993).  

Em 2004 o gênero Pirellula foi dividido em 3 gêneros: Pirellula, Blastopirellula e 

Rhodopirellula. O gênero Rhodopirellula é composto por apenas uma espécie, Rhodopirellula 

baltica. Estirpes dessa bactéria foram frequentemente isoladas do Mar Báltico e em diferentes 

habitats em todo mundo. Apesar do recente isolamento de um membro deste grupo, esses 

microrganismos continuam considerados os menos representados em coleções de culturas 

microbianas (WINKELMANN; HARDER, 2009). 

Mesmo com as informações nos últimos anos, a fisiologia e o metabolismo de 

Planctomycetes ainda não são bem compreendidos e o esforço de aumentar o número de 

estirpes cultiváveis é grande (LAGE; BONDOSO; VIANA, 2012). Apesar do baixo número 

de espécies descritas, clones de genes 16S rRNA ambiental revelaram que muitas estirpes 

continuam sendo isoladas, porém as sequências recuperadas não estão relacionadas à espécies 

cultiváveis (LAGE; BONDOSO, 2011). 

 

2.1.3 O papel de Planctomycetes no ciclo do nitrogênio 

Dentro do ciclo do nitrogênio, algumas espécies pertencentes ao filo Planctomycetes 

tem destaque por serem capazes de realizar a oxidação anaeróbica do íon amônio (anammox), 

http://www.genomesonline.org/
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sendo tal transformação essencial para a ciclagem de tal elemento em condições de 

anaerobiose e/ou baixa disponibilidade de oxigênio. O processo anammox consiste na 

oxidação de íon amônio a N2 com a utilização de nitrito como receptor final de elétrons 

(MULDER et al., 1995; STROUS et al., 1999; Op Den CAMP; JETTEN; STROUS, 2007). 

Este processo é mediado por bactérias da ordem Planctomycetales (STROUS et al., 1999), 

sendo atualmente conhecidos cinco gêneros, todos Candidatus e de difícil cultivo (Scalindua, 

Brocadia, Kuenenia, Anammoxoglobus e Jettenia) (SCHMID et al., 2005; HUMBERT et al., 

2009).  

Atualmente, bactérias anammox têm sido detectadas em água doce e em vários 

ecossistemas marinhos, como em zonas sub-óxicas do Mar Negro (KUYPERS et al., 2003; 

SCHMID et al., 2003); e associadas a esponjas marinhas e crustáceos (WEBSTER et al., 

2001; PIMENTEL-ELARDO et al., 2003; ISHII et al., 2004; XU et al., 2007; SHU; JIAO, 

2008; BENGTSSON; OVREAS, 2010) e em manguezais (FERNANDES et al., 2012). 

Estima-se que cerca de 50% da produção de N2 marinho seja formado a partir do processo 

anammox (STROUS; JETTEN, 2004).  

A ocorrência de bactérias realizadoras do processo anammox se dá em ambientes 

com simultânea presença de amônio e nitrito, o que pode ser encontrado perto ou nas 

interfaces aeróbia e anaeróbia de sedimentos e corpos d'água. Portanto, assume-se a existência 

de dois caminhos possíveis para a conversão de nitrato em N2 por bactérias anammox. O 

nitrato poderia ser produzido pela desnitrificação clássica, ou pela redução dissimilatória de 

nitrato (COLE, 1996; SIMON, 2002). Neste contexto, o amônio poderia então ser combinado 

com o nitrito para formar N2 (KUENEN, 2008).  

Em manguezais, aproximadamente 55% do nitrogênio perdido (como NO, N2O ou 

N2) é por meio da desnitrificação. No entanto, anammox é responsável por 67% da perda de 

N2 através do desvio do nitrogênio diretamente por NH4 e NO2 sob condições anaeróbicas. 

Em sedimentos organicamente ricos, anammox demonstrou-se ser significativo sob baixas 

concentrações de NO2. Os manguezais apresentam tais características, uma vez que possuem 

características anaeróbicas e nitrato-nitrito disponíveis, sendo um fator de controle para as 

taxas de desnitrificação. Assim, nitrato e nitrito podem ser gerados por nitrificação intrínseca, 

fornecido por meio do escoamento da terra e marés. Embora a desnitrificação seja um 

processo altamente importante e o principal processo de produção de N2 devido a elevada 

presença de nitrato, não pode-se excluir que a geração total de N2 marinho no manguezal, 

ocorre por uma associação de anammox com desnitrificação em manguezais (FERNANDES 

et al., 2012). 
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2.1.4 O papel de Planctomycetes no ciclo do enxofre 

O ciclo do enxofre consiste em reações de oxidação e redução dos compostos 

contendo enxofre nos mais diferentes ambientes. Em condições de aerobiose predominam os 

processos de oxidação, que geram o íon sulfato, altamente solúvel e disponível para ser 

absorvido pelas plantas. O sulfato pode então assumir este papel de nutriente, ou se acoplar ao 

metabolismo microbiano do sedimento em condições específicas de anaerobiose. Neste 

cenário, o sulfato atua como aceptor de elétrons para alguns microrganismos, como as 

bactérias redutoras de sulfato. Esta redução do sulfato pode ser assimilatória, onde este passa 

a compor a biomassa microbiana do sistema, ou dissimilatória, onde a forma reduzida é 

liberada ao meio. A redução dissimilatória do sulfato gera altos teores de H2S em sedimentos 

anaeróbios, como os de manguezais. O sulfeto pode ser doador de elétrons para metabolismo 

de microrganismos fototróficos e quimiolitotróficos, como as bactérias oxidantes de enxofre, 

sendo convertido a enxofre elementar ou retornando novamente a forma de sulfato (TANG; 

BASKARAN; NEMATI, 2009; POSTGATE et al., 1984; MADIGAN; MARTINKO; 

PARKER, 2004). 

Outro ponto importante na ciclagem de enxofre está na mineralização de compostos 

orgânicos, ou seja, na liberação de compostos de enxofre a partir de moléculas mais 

complexas. Neste ponto surge o papel das sulfatases, enzimas que catalizam a hidrólise das 

ligações de ésteres de sulfato em uma grande variedade de substratos, tais como esteroides 

sulfatados, alguns carboidratos, proteoglicanos e glicolipídeos (SARDIELLO et al., 2005). 

São descritas na literatura pelo menos três grupos distintos de sulfatases: (I) o primeiro grupo 

é conhecido como aril-sulfatases, mais estudadas em eucariotos, que apresentam uma única 

modificação pós-traducional para produzir seu sítio ativo; (II) no segundo grupo está presente 

a super família α-cetoglutarato-dioxigenase dependente de Fe
2+

. Essas enzimas requerem α-

cetoglutarato como substrato e a presença de oxigênio e Fe
2+ 

para essa atividade; (III), grupo 

definido em 2006 como alkil-sulfatases da super família das metalo-betalactamase, 

encontradas predominantemente em bactérias gram-negativas (LONG et al., 2011). A função 

principal das sulfatases bacterianas está na obtenção de enxofre e/ou disponibilização de 

carbono como fontes de energia para crescimento celular (POGOREVC; FABER, 2003). De 

forma geral, as sulfatases liberam sulfato (SO4) a partir de moléculas mais complexas, sendo 

esta a forma disponível de enxofre para as plantas. 

A aril-sulfatase é a sulfatase de sedimento mais amplamente estudada e é responsável 

pela hidrólise de ésteres de sulfato (ALEF; NANNIPIERI, 1995a), os quais compreendem 40 

a 70% do enxofre total de muitos sedimentos (DICK; BREAKWELL; TURCO, 1996).  
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Diversos estudos têm demonstrado que todas as sulfatases contêm sítio catalítico Cα-

formylglicina (FGly), resíduos que são essenciais para a atividade das enzimas. A formação 

de FGly ocorre pós-translacional pela oxidação de resíduos de cisteína que são regiões 

conservadas tanto em sulfatases eucarióticas quanto em procariotos. Porém muitas espécies de 

bactérias produzem FGly por oxidação de serina ao invés de cisteína. O qual se localiza na 

mesma posição do sítio ativo. Sendo assim a classificação de sulfatases em procariotos é 

dividida em “tipo-Cis” ou “tipo-Ser”. Desta forma, assim como encontram-se sítios ativos 

para funcionamento das sulfatases, há também fatores de modificação que geram produções 

defeituosas de sulfatases, que são Fator de Modificação de Sulfatase 1 (SUMF1) e AtsB. São 

fatores de modificação conservados desde bactérias (Figura 2) até eucariotos (SARDIELLO et 

al., 2005). 

 

 

Figura 2 - Árvore filogenética dos genes relacionados a produção de sulfatases e os sítio-ativos que 

cada uma apresenta (Fonte: SARDIELLO et al., 2005). Planctomycetes apresentam 

somente sulfatase do tipo-cys (cisteína) com presença de SUM1-fator de modificação 

 

É interessante observar as numerosas sulfatases que aparentemente estão cultivadas 

em genomas de alguns Planctomycetes marinhos (tais como Rhodopirellula spp.), no qual 

possuem um papel no metabolismo dos polissacarídeos (FUERST; SAGULENKO, 2011) e 

podem estar supostamente envolvidos no colapso inicial de heteropolissacarídeos sulfatados 

produzidos por macroalgas (IZUME et al., 2013). Segundo Glöckner et al. (2003), por meio 

do sequenciamento completo de Pirellula sp. estirpe 1 (agora conhecida como Rhodopirellula 

sp.), foi descoberto que essas bactérias alojam  um genoma de 110 genes que codificam 
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proteínas sulfatases de semelhança significativa com procariotos e eucariotos. As sulfatases 

foram bem reconhecidas para Rhodopirellula sp, exceto três tipos de Alkylsulfatase. O fato 

dos genes de sulfatase de Rhodopirellula sp. ultrapassarem em número todos os outros 

genomas de procariotos, nos levam a perceber mais uma característica desses organismos que 

mostra sua aproximação dos organismos eucariotos. Como ambientes marinhos são 

caracterizados por níveis elevados de sulfato inorgânico, como no caso os manguezais, essas 

bactérias podem usar suas sulfatases para acessar de forma mais eficaz energia de compostos 

sulfatados. Estes dados sugerem que sulfatase são metabolicamente importantes para 

Rhodopirellula e podem desempenhar um importante papel na degradação de glicopolímeros 

sulfatados. Tais compostos sulfatados são encontrados em ambientes marinhos, explicando 

assim a presença dessas bactérias em tais ambientes. Há evidências que Planctomycetes 

representados por Rhodopirellula baltica e Blastopirellula marina são capazes de degradar 

polissacarídeos sulfatados de Condroitina. Portanto podem desempenhar funções 

completamente importantes na reciclagem de nutrientes e nos ciclos do carbono e do enxofre 

no oceano (IZUMI et al., 2013). 

Segundo Storesund e Ovreas (2013) os Planctomycetes possuem uma alta capacidade 

de utilizar diferentes fontes de carbono para o metabolismo, e o genoma de Rhodopirellula 

baltica (Pirellula sp. estirpe 1) revela que quando o organismo está sob condições aeróbicas 

de águas livres, o ganho energético provém da oxidação aeróbica de mono e dissacarídeos 

derivados da clivagem de polímeros de sulfatases. Porém podem mudar para fermentação de 

ácidos heteroláticas sob condições anóxicas. Isso permite uma importante flexibilidade 

genética para ambientes versáteis (STORESUND; OVREAS, 2013).  

 

2.1.5 Cultivo de isolados pertencentes ao grupo Planctomycetes 

Os Planctomycetes foram considerados como bactérias não cultivadas por muitas 

décadas. No entanto, após a descrição inicial de um isolado pertencente a este filo (FUERST, 

1995) abriu caminho para o cultivo de um grande número de estirpes, obtidas a partir de uma 

variedade de habitats aquáticos, com diferença de salinidade, pH, ou disponibilidade de 

nutrientes (LAGE; BONDOSO, 2011; FUERST, 1995; BENGTSSON; OVREAS, 2010; 

IZUMI et al., 2013; SPETH et al., 2012; STORESUND; OVREAS, 2013). As estirpes 

encontram-se em muitos ambientes naturais, tanto aquático quanto terrestre. Há muitos 

exemplos de Planctomycetes que vivem em associação com outros organismos, como corais, 

crustáceos, esponjas, microalgas, cianobactérias e recentemente em macroalgas como o caso 

do novo gênero de Planctomycetes da nova ordem Phycisphaerales, que foi isolado a partir da 
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superfície de uma macroalga Porphyra sp. Estas células são ovais e em forma de pêra com 

coloração rosada (LAGE; BONDOSO, 2011).  

O primeiro relato de isolamento em esponjas marinhas foi principalmente pelo 

gênero Aplysina aerophoba no mar da França, no qual o gênero de Planctomycetes isolado foi 

Pirellula sp. que teve um crescimento lento, com colônias em forma de pêra e de cor rosa 

brilhantes, usando apenas uma fonte de carbono e nitrogênio: N-glicosamina. Esta informação 

demonstra a capacidade de degradação de quitina (PIMENTEL-ELARDO et al., 2003). Outro 

isolado de esponjas foi divulgado recentemente em esponjas Niphates sp. na Austrália, a 

abordagem resultou em uma grande coleção de diversidade de Planctomycetes, incluindo 

novas linhagens de Planctomycetes associados a esponja, bem como em sedimentos da água 

do mar de Moreton Bay, onde essas esponjas aparecem com freqüência. Os métodos 

realizados foram plaqueamento direto e cultura enriquecida, onde o primeiro resultou numa 

maior diversidade. Essas novas linhagens de Planctomycetes revelaram que as células não 

apresentam um nucleóide condensado e um fenótipo distinto comparando com outros 

Planctomycetes. Esse estudo sugeriu que para culturas com finalidade de isolar estirpes novas, 

é mais indicado incorporar polissacarídeos em meios sólidos para o método de plaqueamento 

direto ao invés de meio enriquecido (IZUMI et al., 2013).  

Foram recentemente isolados novos representantes desse grupo, de sistemas 

hidrotermais do fundo do oceano em depósitos de hidróxido de ferro recém formado e lavas 

de vulcão basálticas do Oceano Ártico: Artic Mid Ocean Ridge, localizado entre Groenlandia 

e a Sibéria. Com uma elevada freqüência de microrganismos de Planctomycetes, foram 

nomeados a Bythopirellula goksoyri gen. nov. sp. Esta nova linhagem é relacionada com a 

única linhagem conhecida da ordem Phycisphaerales representada por Phycisphaera 

mikurensis isolados a partir da superfície de algas marinhas Porphyra sp. (STORESUND; 

OVREAS, 2013). 

O isolamento de Planctomycetes na superfície da alga Laminaria hyperborea do 

sudeste da Noruega trouxe informações sobre o estilo de vida dos Planctomycetes, no qual 

mostrou associação com organismos eucarióticos na superfície das algas e a presença de 

biofilme nas algas mais envelhecidas (BENGTSSON; OVREAS, 2010).  

Em larvas de camarão Tigre Gigantes, Penaeus monodon, os isolados de 

Planctomycetes foram obtidos a partir de amostras infectadas ou não com vírus Baculovirus. 

Independente da infecção os isolados apresentaram cores rosa e alaranjadas e os gêneros 

destacados foram Gemmata obscuriglobus e Planctomycetes brasiliensis. Porém cinco dos 

isolados foram representados por Pirellula sp. sem pigmentação (FUERST, 1995). 
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2.1.6 Microbiologia molecular: acesso a biodiversidade microbiana não cultivada 

As análises de sequências comparativas ambientais recuperadas de sequências de 

genes 16S rRNA (16S rDNA) tornou-se “padrão-ouro” para a avaliação independente de 

cultivo da diversidade bacteriana nos sistemas naturais e artificiais. Este método tem como 

base a identificação de genes 16S rDNA em DNA genômico. Isto proporciona uma alta 

resolução no quadro de distribuição de novas sequências obtidas de 16S rDNA em bibliotecas 

construídas de amostras ambientais, no qual um terço não é representado por métodos 

cultiváveis (CHOUARI et al., 2003). As metodologias moleculares desenvolvidas nas últimas 

décadas (extração de ácidos nucléicos, amplificação por Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR), clonagem e sequenciamento de Ácido Desoxirribonucleico (DNA) têm sido 

otimizadas e adaptadas para superar as limitações impostas pela abordagem clássica de 

estudos de comunidades microbianas, adicionando dados aos obtidos com base no isolamento 

e cultivo dos microrganismos. A utilização destas metodologias vem permitindo uma 

mudança drástica na perspectiva da diversidade microbiana no ambiente, auxiliando na 

descrição de novos grupos de organismos nunca antes cultivados (HUGENHOLTZ; 

GOEBEL; PACE, 1998; RAPPÉ; GIOVANNONI, 2003).  

A aplicação de técnicas baseadas na detecção e análise da diversidade de ácidos 

nucléicos (DNA ou RNA [Ácido ribonucléico]) presentes em amostras ambientais é 

fundamental nos estudos de diversidade microbiana, principalmente por permitir a análise de 

maneira independente do cultivo microbiano presentes nas amostras, o que exclui todos os 

problemas e limitações devido à baixa culturabilidade das comunidades bacterianas em meios 

seletivos. Em bactérias, o gene 16S ribossomal (16S DNAr) é amplamente utilizado, sendo 

considerado uma importante molécula para o estudo de filogenia e ecologia microbiana 

(LOUWS; RADEMAKER; BRUIJN, 1999; HEAD; SAUNDERS; PICKUP, 1998; 

PROSSER et al., 2007). No entanto, o estudo focado em genes conservados como exemplo, o 

16S DNAr, não fornece dados suficientes sobre a funcionalidade do grupo ou espécie 

microbiana no ambiente avaliado, mas apenas infere sobre características filogenéticas dos 

componentes das comunidades microbianas.  

Em busca de informações mais relevantes e significativas, pesquisadores passaram a 

trabalhar com bibliotecas metagenômicas (clones, sequenciamento e inserção de genes em 

vetores partindo-se de uma amostra composta de um determinado ambiente), sendo esta uma 

ferramenta muito eficaz (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000; HUGENHOLTZ; 

GOEBEL; PACE, 1998; KIM et al., 2006). O uso da estratégia metagenômica permite ainda 

combinar o escrutínio de genes funcionais com a análise de sequências relacionadas à 
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filogenia, o que pode representar um mecanismo para se estabelecer relações entre filogenia e 

função microbiana, auxiliando na elucidação do papel ecológico dos componentes da 

microbiota no ambiente. 

A metagenômica revolucionou a microbiologia abrindo caminho para uma avaliação 

independente de cultivo e exploração de comunidades microbianas presentes em ecossistemas 

complexos. O uso do sequenciamento em larga escala para técnicas metagenômicas, 

resultaram na geração de grandes conjuntos de dados de sequências derivadas de vários 

ambientes, tais como o sedimento, ambiente marinho e corpo humano. As análises desses 

conjuntos de dados abriram uma janela para a enorme diversidade taxonômica e funcional das 

comunidades microbianas ambientais. A combinação de análises baseadas em DNA, RNA e 

proteína de comunidades microbianas presentes em diferentes ambientes é uma maneira de 

explicar, composições, funções e interações das comunidades e associá-las aos processos 

ambientais (SIMON; DANIEL, 2011). Vem também sendo mostrado nos manguezais 

brasileiros um grande número de dados de sequências metagenômicas e metatranscriptômicas, 

que revelou os potenciais taxonômicos e aspectos das vias metabólicas por Andreote et al. 

(2012). 

O novo campo da metatranscriptômica utiliza uma abordagem de sequências 

microbianas, gera o estudo de genes expressos nas comunidades naturais intactas, permitindo-

nos compreender os padrões de expressão microbiana. Com metatranscriptômica é possível 

compreender a diversidade da comunidade microbiana, a transcrição a partir de um tempo e 

um lugar e reconhecer as comunidades ativas (MORAN, 2009). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Amostras e manguezais utilizados no estudo 

No presente trabalho foram avaliadas as comunidades microbianas de 

Planctomycetes presentes em sedimentos de manguezais do Estado de São Paulo, localizados 

no município de Bertioga. A coleta das amostras que originaram as bibliotecas 

metagenômicas foi realizada pela equipe técnica da Embrapa Meio Ambiente - CNPMA, no 

âmbito do Projeto “Biodiversidade e atividades funcionais de microrganismos de manguezais 

do Estado de São Paulo” (Processo FAPESP n
o
 04/13910-6).  

Para a construção da biblioteca metagenômica as amostras de sedimentos foram 

coletadas em um manguezal contaminado por derramamento de petróleo (23°53‟74‟S e 

46°12‟50‟W) (Figura 3). Nesta área, ocorreu no ano de 1983 o derramamento de 

aproximadamente 35 milhões de litros de petróleo, subdividindo o manguezal em duas áreas: 

a área próxima ao mar, que sofreu um baixo impacto causado por derramamento de petróleo 

devido a um córrego que corta o manguezal (BrMg01) (atuando como dreno da 

contaminação); e as áreas de centro de manguezal e próxima ao continente (BrMg02), que 

concentraram o contaminante, sendo esta a mais afetada, tanto na sua composição da fauna 

(caranguejos) como da flora (ausência de plantas de R. mangle). A terceira área é composta 

por todo o manguezal, que se situa aproximadamente 5 km do manguezal contaminado, mas 

não apresenta tal contaminação (BrMg03), sendo observado neste manguezal apenas um 

efeito da contaminação antropogênica (Figura 3). Estes manguezais apresentam água de 

inundação composta por uma mistura entre água do mar e do Rio Iriri. (ANDREOTE et al., 

2012).  

Para o isolamento de Planctomycetes, a partir dos manguezais em estudo, amostras 

constaram de um pool com todos os pontos das três áreas de estudo, realizada a coleta no dia 

10 de abril de 2013, pela manhã com uma temperatura variando entre 20 a 25°C com 

amostragem em maré baixa. Após a coleta, as amostras foram refrigeradas e levadas ao 

laboratório onde foram rapidamente submetidas à extração de DNA total. 
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Continente
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Ponto 2

Ponto 1

 

Figura 3 - Local de coleta das amostras de manguezais. Bertioga/SP. Fonte: Modificado de Andreote 

et al. (2012) 

 

3.2 Busca de clones contendo insertos oriundos de Planctomycetes 

A busca de clones contendo insertos afiliados a Planctomycetes foi realizada com 

base na formação de pools de clones (1 placa com 96 clones por pool). Estes pool foram 

submetidos a extração de DNA fosmidial e posterior uso em reações de PCR com primers 

específicos (Tabela 1). As reações foram realizadas com parâmetros descritos na literatura. 

 

Tabela 1 - Lista de primers utilizados durante o desenvolvimento do estudo 

Primers Sequência 5’- 3’ Referência 

Pla 46F 

1387R 

Amx 368F 

Amx 820R 

Brod 541F 

Brod 1260R 

958R 

27F 

P1 

P2 

GGATTAGGCATGCAAGTC 

CGGTGTGTACAACGCCCGGGAACG 

CCTTTCGGGCATTGCGAA 

AAAACCCCTCTACTTAGTGCCC 

GAGCACGTAGGTGGGTTTGT 

GGATTCGCTTCACCTCTCGG 

YCCGGCGTTGAMTCCAATT 

GAGAGTTTGATCCTGGCTCA 

CCTACGGGAGGCAGCAG 

ATTACCGCGGCTGCTGG 

NEEF et al., 1998 

MARCHESI et al., 1998 

JAYAKUMAR et al., 2009 

JAYAKUMAR et al., 2009 

PENTON et al., 2006 

PENTON et al., 2006 

CYTRYN et al., 2000 

STUDHOLME et al., 1999 

MUYZER et al., 1993 

MUYZER et al., 1993 
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3.3 Extração de DNA dos sedimentos e obtenção da biblioteca metagenômica 

A biblioteca de fosmídeos foi gerada com base nas amostras coletadas na área de 

maior contaminação, ou seja, ponto BrMg02 da figura 3. Esta etapa foi desenvolvida pela 

equipe da Dra. Valéria Maia de Oliveira (Unicamp – SP). A metodologia utilizada para a 

construção de bibliotecas metagenômicas foi a mesma descrita anteriormente por 

Vasconcellos et al. (2010). Para a validação das bibliotecas, ao menos 30 (trinta) clones de 

cada biblioteca foram selecionados aleatoriamente. O DNA fosmidial foi extraído como 

descrito no protocolo do Kit “Fosmidmax DNA Purification” (Epicentre


). 

Aproximadamente, 500 ng de DNA fosmidial foram então clivados com a enzima de restrição 

BamHI e o padrão de digestão dos fosmídios, analisado em gel de agarose pulsed field 

(BioRad


) 1% por eletroforese em campo pulsado (Pulsed-field CHEF DRIII System - 

BioRad


). Como resultado, foram obtidas 135 placas com 96 poços totalizando 12.960 

clones. 

 

3.3.1 Sequenciamento da biblioteca de fosmídeos 

O sequenciamento da biblioteca metagenômica foi realizado de duas maneiras. A 

equipe da Profª. Drª. Valéria M. Oliveira realizou tal etapa utilizando a tecnologia de 

pirosequenciamento (454 Titanium Flx, Roche), enquanto que a equipe do Prof. Dr. Fernando 

D. Andreote realizou este mesmo sequenciamento na plataforma Illumina HiSeq2000 

(Illumina). O sequenciamento por pirosequenciamento foi realizado pela Macrogen (Coréia 

do Sul), e o sequenciamento no HiSeq2000 foi feito no Laboratório Multiusuários 

Centralizado – Genômica Funcional Aplicada à Agropecuária e Agroenergia (Piracicaba, SP, 

Brasil). Para isto, as 135 placas contendo os clones da biblioteca metagenômica de fosmídeos 

foram submetidas a extração do DNA fosmidial com uso do kit QIAGEN Large-Construct 

Kit, sendo estas realizadas separadamente para pools contendo 10 placas cada. 

Após o sequenciamento, os dados gerados foram analisados no programa CLC Bio 

(CLC Workbenk 6.0.1), onde foram retiradas as sequências de baixa qualidade e as oriundas 

de Escherichia coli e dos fosmídeos. Com isto apenas as sequências oriundas dos insertos 

foram obtidas, sendo posteriormente submetidas para anotação na plataforma MG-RAST 

(Meta Genome Rapid Annotation using Subsystem Technology). Como resultado disso, 

obtivemos um número total de sequências de 1.380.509, no qual 41.985 (5.1%) são os 

números de sequências exclusivas de Planctomycetes. 
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3.3.2 Análises in sílico das sequências da biblioteca de fosmídeos 

A partir do depósito das sequências no banco de dados MG-RAST, foram 

selecionadas apenas sequências anotadas como pertencentes a Planctomycetes. Esta análise 

foi feita por meio da análise Best Hit Classification – All annotation source: M5NR – e-value: 

1e-5, Identify: 60%, Alignment Length Cutoff: 15. As sequências selecionadas foram usadas 

para montagem de contigs, realizada por meio da extração do arquivo fasta contendo as 

sequências afiliadas a Planctomycetes e posterior montagem dos contigs no programa CLC 

Bio. Os contigs gerados com tamanho maior do que 3,0 kb foram submetidos a anotação na 

plataforma Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST), onde estes foram 

comparados com sequências de genomas já descritos. 

 

3.4 Análise dos dados metagenômicos e metatranscriptômicos de amostras ambientais 

Uma análise complementar a realizada com base na biblioteca de fosmídeos foi feita 

com base em grupos de sequências de DNA e RNA diretamente obtidas das amostras 

ambientais. O sequenciamento do DNA ambiental foi realizado previamente por Andreote et 

al. (2012). Para isto, seis amostras de sedimento de cada área em questão foram coletadas 

separadamente num total de 24 amostras. Alíquotas de 0,3g de sedimento homogeneizado 

foram submetidas a extração de DNA utilizando Power Soil DNA Isolation Kit –MoBio. 

Após as extrações foi feito um pool com DNA das seis amostras extraídas dos quatro 

diferentes manguezais (o quarto manguezal está localizado na cidade de Cananéia e não faz 

parte da pesquisa). Este foi concentrado numa centrífuga á vácuo até um volume final de 10 

mL. Utilizou-se um espectrofotômetro (NanoDrop) para obter a quantificação exata do DNA 

para posterior sequenciamento. A amostra de DNA ambiental foi submetida a 

pirossequenciamento utilizando a tecnologia 454 GS FLX da Roche Applied Sciences 

(Indianopolis, IN, EUA). As sequências geradas foram enviadas para o servidor RAST 

metagenomic (MG-RAST) e disponibilizadas para o público (ANDREOTE et al., 2012). 

O sequenciamento de RNA ambiental foi realizado pelo Laboratório Multiusuários 

Centralizado – Genômica Funcional Aplicada á Agropecuária e Agroenergia (Piracicaba, SP, 

Brasil)  por meio do equipamento Illumina HiSeq2000, gerando algo próximo a 10 milhões de 

reads por manguezal estudado. Os RNAs extraídos foram então submetidos ao 

sequenciamento em larga escala, com a finalidade de se obter um panorama dos RNAs 

presentes em sedimentos dos distintos manguezais estudados. A necessidade de se utilizar este 

equipamento especificamente ocorre principalmente devido a alta quantidade de RNA 

ribossômico nas amostras ambientais. Isto pode ser necessário para permitir de maneira mais 
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robusta a comparação dos dados de metagenômica com os dados aqui gerados de 

metatranscriptômica. Resumidamente, o kit utilizado foi o Power Soil DNA Extraction kit 

(MoBio Labs, Inc. Solana Beach, USA), a partir do qual serão geradas as quantidades 

necessárias de DNA para este tipo de sequênciamento (normalmente 5μg). 

Todas as sequências citadas foram submetidas a remoção de sequências de baixa 

qualidade, e devidamente preparadas para o envio ao banco de dados MG-RAST. As 

características de cada uma das abordagens (metagenômica, metatranscriptômica) estão 

descritas na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Número total de sequências depositadas no MG-RAST, separadas por área de 

estudo e abordagem 

Objetos de estudo Número total de sequências 

BrMgv1  249.993 

BrMgv2  231.233 

BrMgv3  214.921 

MTBrMgv01 (Metatranscriptômica) 7.562.283 

MTBrMgv02 (Metatranscriptômica) 37.594.766 

MTBrMgv03 (Metatranscriptômica) 50.723.794 

 

3.4.1 Análises in sílico das sequências do DNA e RNA ambiental 

Com as sequências depositadas na plataforma MG-RAST, foram realizados estudos 

sobre possíveis funções relacionadas às sequências de Planctomycetes nas três áreas do 

manguezal de Bertioga. Para isto, primeiramente foram selecionadas apenas sequências de 

Planctomycetes (Best Hit Classification – All annotation source: M5NR – e-value: 1e-5 - 

%Identify: 60% - Alignment Length Cutoff: 15), as quais foram separadas e enviadas para 

análise em Workbench. Em seguida foi realizado o levantamento das funções codificadas por 

tais sequências de DNA, utilizando-se a ferramenta Hierarchical Classification – Annotation 

Source: Subsystems (e-value: 1e-5 - %Identify: 60% - Alignment Length Cutoff: 15). A partir 

desses dados foram geradas tabelas contendo as funções observadas para as sequências de 

Planctomycetes de cada um dos manguezais. 

Adicionalmente, foram realizadas análises de busca genômica, onde as sequências de 

genomas afiliados a Planctomycetes foram usadas como modelo de afiliação para as 

sequências de DNA e RNA ambiental. Para isto, foram determinados todos os genomas de 

Planctomycetes disponíveis na plataforma Genomes on Line Database (Gold), e observados 
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os já disponíveis no banco de dados da plataforma MG-RAST. Observou-se a possibilidade 

de realizar tal análise com base em 5 genomas distintos (Blastopirellula marina, Pirellula 

staleyi, Planctomycetes limnophilus, Planctomycetes brasiliensis e Rhodopirellula baltica), 

onde foram utilizado os parâmetros Recruitment Plot – e-value: 1e-05 – Abundance scale: 

linear. 

 

3.5 Isolamento e sequenciamento de Planctomycetes a partir de amostras de sedimentos 

de manguezais 

O isolamento dos organismos alvo foi realizado de acordo com a metodologia 

descrita por Lage; Bondoso (2012). Primeiramente, as amostras coletadas dos manguezais de 

Bertioga compuseram um pool, o qual foi usado para o isolamento. A partir deste pool, foi 

separada uma quantidade de 500g, usada para o preparo de três sub-amostras, sendo a 

primeira representada pelo sedimento bruto, a segunda pelo sedimento lavado com água do 

mar e peneirado; e a terceira composta pelo sedimento lavado, peneirado e centrifugado à 

5000 RPM por 30 minutos. Nesta terceira preparação, o sobrenadante foi descartado e restante 

acrescido com 2mL de PBS  1X autoclavado (137 mM NaCl: 8g/ 2,7 mM KCl: 0,2g/ 10 mM 

Na2PO4 anidro: 1,189g/ 2 mM KH2PO4: 0,2g/ água destilada: 1L)  e aferido o PH para 7,0. 

Os meios de cultura realizados foram os M13 e M14 (LAGE; BONDOSO, 2012) 

(Anexo A). Estes meios de cultivo foram acrescentados de Solução de Vitaminas, Solução de 

metais 44 (LAGE; BONDOSO, 2012) e solução de sais – Hunter‟s basal salts (LAGE; 

BONDOSO, 2012). 

Os meios de cultivo foram incubados seguindo orientações de Lage; Bondoso (2012), 

sendo inoculadas suspensões celulares obtidas a partir das amostras de sedimentos. As placas 

foram então incubadas a uma temperatura de 20°C, sem presença de luz por um período 

aproximado de 70 dias. A partir do qüinquagésimo dia foi possível observar o surgimento de 

colônias de bactérias com a cor rósea (Figura 4), indicador da presença de bactérias afiliadas 

ao filo Planctomycetes.  
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Figura 4 - Colônias de Planctomycetes - apresentam pigmentação rósea 

 

As colônias obtidas foram repicadas em novo meio de cultivo, e parte de suas 

biomassas foi usada para identificação dos microrganismos. Para isto, foram inicialmente 

observadas características de morfologia e coloração das bactérias, de acordo com o artigo de 

Lage e Bondoso (2012). Foram assim selecionadas as colônias de cor rosada, salmão e 

algumas outras em tons mais claros. Estas foram armazenadas em temperatura de -80°C em 

suspensão celular a 50% de glicerol. Um total de 80 colônias foram obtidas e armazenadas 

por meio deste procedimento. 

A identificação molecular se deu por meio de extração de DNA de tais colônias, 

realizadas por meio de quebra celular por bead beating, seguida de purificação do DNA com 

fenol e clorofórmio (ANDREOTE et al., 2007). Com DNA devidamente extraído, foram 

realizadas PCRs para amplificação do gene ribossomal 16S RNAr, com os primers 8F (5' 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') e 1541R (5' AAGGAGGTGATCCAGCCGACA 3') 

(LÖFFLER et al., 2000) com tamanho de fragmento aproximado de 1533 pb. Na reação de 

PCR foram usados 2,5 de taq buffer, 1,5 de MgCl2, 2,5 de DNTP, 1,0 primer 8F (10pmol), 1,0 

primer 1541R (10pmol), 0,2 taqDNA polimerase. O programa usado no termociclador segue: 

94°C em 3 minutos, 30 ciclos de (94°C em 45 segundos, 55°C em 30 segundos, 72°C em 2 

minutos), 72°C em 7 minutos. Em seguida, corrido em gel de agarose 1,2% sobre uma 

velocidade de 80V. 

A purificação da PCR foi realizada através do Kit de purificação ChargeSwitch PCR 

Up kit Ivitrogen. Em seguida foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 2 porcento e 

assim foram confirmadas as bandas de tamanho correto. Das 80 amostras, 20 foram enviadas 
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para sequênciamento, que foram realizados pela equipe da Prof. Dra. Valéria Maia de 

Oliveira (Unicamp/Campinas-SP) pelo método Sanger ABI3500. 

 

3.5.1 Análise filogenética 

As sequências afiliadas à Planctomycetes foram comparadas às sequências de 

Planctomycetes descritos ou não como responsáveis pela via anammox. Estas sequências 

foram obtidas nas bases de dados do NCBI e RDP, a partir do número de acesso citado nos 

artigos consultados por exemplo: Longford et al. (2007); Woebken et al. (2007); Bae et al. 

(2010); Borin et al. (2013). A árvore filogenética foi construída com base no alinhamento 

realizado pelo Muscle (EDGAR, 2004), posteriormente convertido numa matriz de distância 

determinada pelo parâmetro Kimura-2 (KIMURA, 1980), que foi agrupada pelo método de 

Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987). A consistência da estrutura da árvore foi 

determinada pela análise de bootstrap, feita com base em 1000 sub-amostragens na matriz de 

distância. Sequências distantemente relacionadas à Planctomycetes, como sequências 

identificadas como Escherichia coli, foram utilizadas como out-group nestas filogenias. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Busca de clones contendo insertos oriundos de Planctomycetes 

Após a extração dos DNAs totais e fosmidiais, iniciou-se os testes para as reações de 

PCR, inicialmente realizadas com os primers descritos na tabela 1. Inicialmente foi realizada 

uma reação de PCR com gradiente, buscando-se determinar a temperatura de anelamento 

ideal para os primers PLA46F e 1387R, determinada em 53°C (Tabela 1). No entanto, este 

par de primers sempre gerou um perfil de bandas em todas as amostras de DNA (pools de 

clones e DNA ambiental), indicando dentre as bandas obtidas aquelas com tamanho esperado. 

No intuito de identificar fragmentos gerados com tamanho aproximado do gene de interesse 

foi realizado o sequenciamento de Sanger, após a excisão e purificação das bandas desejadas. 

O resultado revelou que os fragmentos amplificados eram afiliados ao grupo das Escherichia 

coli. Assim, a metodologia empregada com uso de reações de PCR não foi satisfatória para 

busca de clones positivos de insertos contendo sequências afiliadas ao grupo Planctomycetes. 

Posteriormente, as combinações de diferentes primers (Tabela 1), citados pela literatura como 

marcadores de bactérias anammox, foram utilizadas para testes em PCR (Brod541F e 

Brod1260R; Amx368F e Amx1260R; Pla46F e Amx1260R); porém, nenhuma combinação 

resultou na amplificação de fragmentos com tamanhos esperados. A partir de então, foi 

concluído que esta estratégia não atenderia as necessidades do projeto e abordagens in sílico 

foram empregadas para a busca de sequências de interesse.  

 

4.2 Análise in sílico das sequências obtidas da biblioteca de fosmídeos afiliadas a 

Planctomycetes 

Uma vez que há a disponibilidade de sequências obtidas diretamente da biblioteca de 

fosmídeos, a primeira estratégia foi analisar aquelas afiliadas ao grupo de interesse. Para 

tanto, foram selecionadas na plataforma MG-RAST as sequências que mostraram melhor 

clusterização com Planctomycetes. Estas foram selecionadas e submetidas a montagem de 

contigs, sendo obtidos a partir de 41.985 sequências um total de 28 contigs maiores do que 

3.000 pb.  

Tais grupos de sequências foram anotadas automaticamente na plataforma RAST, 

onde foi confirmada a afiliação das mesmas ao grupo desejado (Blastopirellula marina DSM 

3 e Pirellula sp.1). Os resultados evidenciam certa similaridade entre as regiões 

cromossômicas dos insertos fosmidiais com as regiões já descritas de genomas presentes na 

plataforma RAST (Anexo B). Pode-se ainda notar, que existem diferenças na organização dos 

genes entre as sequências obtidas neste estudo e aquelas já previamente disponíveis na 
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plataforma RAST. Isto pode indicar a ocorrência de arranjos gênicos endêmicos em tais 

organismos, adicionando informação aos estudos que indicam a presença de genes com 

sequências endêmicas no ambiente de manguezais, como já descrito para os genes nifH 

(TAKETANI et al., 2010; DIAS et al., 2012b) e dsrB (VARON-LOPEZ et al., 2013). Tais 

observações são extremamente importantes, pois evidenciam mais uma vez os manguezais 

como reservatório de diversidade específica, onde podem ocorrer novos grupos ou novas 

organizações gênicas de organismos afiliados a Planctomycetes. Segundo Glöckner e 

colaboradores (2003), os Planctomycetes possuem uma versatilidade ambiental que exige uma 

complexidade genética melhorada, abrigada comumente em genomas maiores. Percebe-se 

através das análises realizadas no servidor RAST (Anexo B), que a maioria dos contigs 

afiliam-se ao genoma descrito para a espécie Blastopirellula marina. Há um total de 107.293 

bp, divididos nos 28 contigs maiores que 3.000 bp. Desses encontra-se um total de 63 genes, 

sendo 3 relacionados a produção de sulfatases. 

Dos gêneros cultiváveis como: Planctomyces, Pirellula, Blastopirellula, 

Rhodopirellula, Gemmata, Isosphaera, Singulisphaera, Schlesneria, Zavarzinella e 

Phycisphaera, Aquisphaera (SCHLESNER et al., 2004; WARD et al., 2006; 

KULICHEVSKAYA et al., 2008; UKUNAGA et al., 2009; BONDOSO et al., 2011), os que 

mostraram-se alinhar as sequências da biblioteca de fosmídeo foram Planctomycetes, 

Blastopirellula marina DSM3 e Pirellula sp.1, apresentando funções como a presença de tipos 

diferentes de enzimas de sulfatase, proteína hipotética, transporte de ATP, indicando a 

atividade destas enzimas nas áreas de manguezal em estudo. Segundo Glöckner e 

colaboradores (2003), a partir desse breve conhecimento sobre os genes que mais marcam 

presença nos gêneros, pode-se propor um certo estilo de vida desse grupo como: ganhos de 

energia a partir da oxidação aeróbica de mono ou dissacarídeos derivados da clivagem de 

polímeros sulfatados produzidos por algas; expressão de carotenóides e proteção a radiação 

ultra violeta (UV) nas superfícies das águas, no qual os microrganismos marinhos são 

expostos levando a um dano direto no DNA, diminuição no crescimento e sobrevida, 

fotoinibição da fotossíntese e branqueamento de sua pigmentação (VIANA; LAGE; 

OLIVEIRA, 2013); transportes de nitrato que sustenta o crescimento mesmo em condições 

limitadas de nitrogênio entre outros. Segundo Jeske e colaboradores (2013) Planctomycetes 

possuem um complexo ciclo de vida e uma complexa biologia celular, o que o diferente das 

demais bactérias e possuem uma diferente sinalização de moléculas bioativas, que estão 

relacionadas a sua resistência a antibióticos.  
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4.3 Análises in sílico das sequências de DNA e RNA ambiental afiliadas a 

Planctomycetes 

Nestas análises foram analisadas as sequências de DNA e RNA obtidas do 

sequenciamento direto do material genético extraído dos sedimentos de manguezais. 

Inicialmente, foram identificadas as sequências afiliadas ao grupo Planctomycetes por meio 

do recrutamento das sequências em genomas de Planctomycetes presentes no banco de dados 

Genome Gold Database (http://www.genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/index.cgi).: 

Blastopirellula marina, Pirellula staleyi, Planctomycetes limnophilus, Planctomycetes 

brasiliensis, Rhodopirellula baltica.  

As sequências alocadas neste grupo foram classificadas de acordo com sua função, 

dando origem a Diagramas de Venn (Figuras 5 a, b, c, d, e), que indicam o número de funções 

exclusivas e comuns entre as áreas de manguezais estudadas. Dentre os genomas utilizados, 

os que apresentaram maior número de funções com sequências alocadas foram: 

Rhodopirellula baltica (40 funções) e Pirellula staleyi (34 funções). 
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Figura 5 a, b, c, d e - Diagramas de Venn representando o número de funções e a quantidade de 

sequências encontradas relacionadas a cada função, visualizada em cada 

Planctomycete para cada manguezal. Os valores em negrito indicam o 

número de funções. Os valores em vermelho representam o número de 

sequências presentes em BrMgv 01; os valores em verde: sequências 

presentes em BrMgv 02; e os números em azul: sequências presentes em 

BrMgv03 
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Comparando as funções encontradas em cada um dos manguezais estudados, 

verificou-se um menor número (2) comparado com o total de reads mapeados (4195) que 

ocorreram em comum em todas as áreas estudadas e em todos os genomas estudados. A 

função que mais se manteve presente em toda a análise dos três manguezais analisados com 

base na metagenômica foi a função das sulfatases. Já com base na metatranscriptômica, 

somente duas enzimas sulfatase em toda a análise foi levantada. Isso pode ser explicado por 

duas justificativas: i. Baixa expressão. Há sulfatases, porém elas podem não estar sendo 

expressadas. ii. Sequência de RNA total. Nesse caso, as sequências enviadas para análise 

foram sequências de RNA total, no qual 95% é RNA ribossomal e 5% restante é RNA 

mensageiro, o RNA mensageiro nesse caso é subestimado, levando a crer nesse dado de baixa 

expressão de sulfatase. Os Planctomycetes apresentam capacidade em produzir enzimas de 

sulfatases, enzimas importantes para obtenção de nutrientes e para seu metabolismo no 

ambiente de manguezal. Entre os genomas analisados destaca-se Rhodopirellula báltica, 

gênero que codifica 110 genes relacionados à sulfatases (GADLER; FABER, 2006). Segundo 

Jeske e colaboradores (2013) essas enzimas sulfatases são de grande importância 

biotecnológica. Sulfatos de condroitina são polissacarídeos de cadeias compostas ramificadas 

de dissacarídeos, compostos de N-acetilgalactosamina e ácido D-glucurônico, sendo tais 

compostos usados no metabolismo de R. baltica isolado de ambientes marinhos. 

 

4.3.1 Análise das sequências de Planctomycetes similares a sulfatases 

Devido a sua grande abundância dentro dos grupos de sequências avaliadas, as 

sequências de sulfatases foram analisadas de forma mais detalhada. Inicialmente, pode-se 

observar que estas são mais abundantes no ponto BrMgv01. Os números de reads encontrados 

em cada amostra dos manguezais acessados foram: 4814, 1166, 1096 para os manguezais 

BrMgv01, BrMgv02 e BrMgv03, respectivamente (Figura 6). 
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Figura 6 - Gráfico de abundância de sulfatases. Número de reads similares a sulfatase encontrado nos 

manguezais em estudo por meio das análises in sílico de sequências do MG-RAST 

 

O fato da área BrMgv01 apresentar um maior número de reads de abundância de 

sulfatases, pode estar relacionado a abundância das bactérias do filo Planctomycetes neste 

ambiente. Através de dados do servidor MG-RAST, obtivemos em número a quantificação 

dessas bactérias que representam em abundância: BrMgv01- 1.950; BrMgv02- 432 e 

BrMgv03- 447. Contudo, comprova-se uma maior atividade de microrganimos 

Planctomycetes expressando suas enzimas sulfatases na área BrMgv01. Segundo Andreote e 

colaboradores (2012) a diversidade e comunidade bacteriana desempenham um papel 

essencial no funcionamento e manutenção do ecossistema. E essa comunidade bacteriana 

presente no sedimento de manguezal é influenciada pela biogeografia, propriedades 

ecológicas incluindo cadeia alimentar do ecossistema, ciclagem de nutrientes bem como a 

presença de matéria orgânica e inorgânica. Todas essas características nos levam ao 

entendimento do ecossistema preferencial dos Planctomycetes no manguezal em estudo, nos 

trazendo um maior entendimento sobre sua presença nessa área de estudo. Segundo Varon-

Lopez e colaboradores (2013) o manguezal BrMgv01 apresenta os maiores valores de 

potencial redox, provavelmente devido a sua maior abundância de espécies de mangue 

(Rhizophora mangle, Avicennia shaueriana e Laguncularia racemosa), os quais geram maior 

aeração pela liberação de oxigênio das raízes, aumentando consequentemente o valor do 

potencial redox (Eh). O Eh nos manguezais varia de -200 a +150 mV de acordo com a 

movimentação das marés trazendo condições anaeróbicas frequentes (ANDREOTE et al., 

2012; VARON-LOPEZ et al., 2013). Entretanto, esses dados sugerem novamente a um 

possível endemismo da comunidade de Planctomycetes nos manguezais em estudo, 
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preferencialmente ao manguezal BrMgv01, assim como existe a comprovação de que há uma 

diferença na comunidade e diversidade bacteriana nas diferentes áreas de manguezal em 

estudo (VARON-LOPEZ et al., 2013). 

 

4.4 Isolamento, seleção e filogenia de bactérias afiliadas ao grupo de Planctomycetes 

A possibilidade de isolamento de Planctomycetes a partir das amostras de 

manguezais mostrou-se bastante promissora, uma vez que após os procedimentos descritos no 

item 3.5 as placas permaneceram incubadas por 50 dias, a partir dos quais observou-se o 

surgimento de colônias com características similares às descritas como as afiliadas ao grupo 

alvo de estudo.  

Após o isolamento das colônias obtidas, estas foram submetidas a identificação por 

sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S DNAr. No total, 20 isolados foram 

identificados, sendo 18 destes pertencentes ao grupo dos Planctomycetes (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Identificação dos isolados afiliados por Planctomycetes por meio de comparação das 

sequências obtidas com as presentes no Genbank (BlastN)                                  (continua) 

Isolado Gêneros com afiliação Identidade (%) 

 

JEA-1 

 

 

 

JEA-2 

 

 

 

JEA-3 

 

 

 

JEA-4 

 

Planctomycetes sp. 

Rhodopirellula sp. 

Pirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Rhodopirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Rhodopirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Rhodopirellula sp. 

 

95% 

93% 

93% 

 

93% 

92% 

91% 

 

96% 

94% 

93% 

 

96% 

95% 

94% 
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Tabela 3 - Identificação dos isolados afiliados por Planctomycetes por meio de comparação das 

sequências obtidas com as presentes no Genbank (BlastN)                            (continuação)  

Isolado Gêneros com afiliação Identidade (%) 

 

JEA-5 

 

 

 

JEA-6 

 

 

 

JEA7 

 

 

 

JEA-8 

 

 

 

JEA-9 

 

 

 

JEA-10 

 

 

 

JEA-11 

 

 

 

JEA-12 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Blastopirellula marina 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Blastopirellula sp.  

 

Planctomycetes sp. 

Blastopirellula marina 

Pirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Blastopirellula marina 

Pirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Blastopirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Blastopirellula marina 

Pirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Blastopirellula sp. 

Pirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Blastopirellula sp. 

98% 

98% 

93% 

 

98% 

98% 

97% 

 

92% 

91% 

87% 

 

98% 

96% 

94% 

 

97% 

97% 

97% 

 

95% 

93% 

91% 

 

84% 

84% 

84% 

 

97% 

97% 

97% 
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Tabela 3 - Identificação dos isolados afiliados por Planctomycetes por meio de comparação das 

sequências obtidas com as presentes no Genbank (BlastN)                                (conclusão) 

Isolado Gêneros com afiliação Identidade (%) 

 

JEA-13 

 

 

 

JEA-14 

 

 

 

JEA-16 

 

 

 

JEA-17 

 

 

 

JEA-18 

 

 

 

JEA-19 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Blastopirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Blastopirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Pirellula sp. 

Blastopirellula sp. 

 

Planctomycetes sp. 

Blastopirellula marina 

Pirellula sp. 

 

Planctomycetes 

Pirellula 

Blastopirellula marina 

 

Planctomycetes sp. 

Blastopirellula marina 

Pirellula sp. 

97% 

97% 

96% 

 

98% 

97% 

97% 

 

98% 

98% 

97% 

 

98% 

96% 

93% 

 

96% 

96% 

93% 

 

97% 

96% 

92% 

 

Uma vez que os gêneros que mostraram maiores similaridades com os isolados 

foram Planctomycetes, Blastopirellula e Pirellula, a filogenia dos isolados foi melhor 

estudada numa árvore filogenética (Figura 7), onde foram comparadas as sequências obtidas 

com aquelas já descritas como afiliadas a Planctomycetes. 

Segundo Lage, Bondoso e Cunha (2013) embora os Planctomycetes normalmente se 

apresentam em baixa abundância, eles foram observados em uma ampla variedade de habitats 

terrestres e aquáticos o que reflete sua adaptação a diferentes estilos de vida e ambiente. Os 

membros desse grupo podem ser encontrados na água do mar, hipersalina, salobra, água 

fresca, e em muitos ambientes terrestres, incluindo solos e ambientes ácidos, água doce 
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(LAGE, 2013). Encontrados em macroalgas, em associações com vários organismos 

eucarióticos como camarões, esponjas e corais, florações de microalga. A maioria dos 

Planctomycetes são considerados halofílicos, mesófilos, quimioheterotróficos e gram-

negativos (LAGE; BONDOSO; CUNHA, 2013). 

Na organização filogenética, foi possível observar que os isolados JEA 5-6-9-11-12-

13-14-16-18 se agrupam com Planctomycetes Zi62, isolado a partir de fontes anaeróbicas de 

enxofre no sudoeste de Oklahoma (ELSHAHED et al., 2007). A caracterização detalhada de 

Zi62 revelou sua capacidade em reduzir o enxofre elementar em sulfeto sob condições 

anaeróbicas, bem como sua capacidade em produzir ácidos a partir de açúcares. Ambas as 

características permitem o seu crescimento e sobrevivência em condições anaeróbicas com 

presença de enxofre, como as encontradas em sedimentos de manguezais. Alguns isolados 

também se agruparam à Planctomycetes str.116, revelado em comunidades de biofilme 

bacteriano (MOSS et al., 2006). Já os isolados JEA 7-8-10-17-19 se agruparam ao gênero 

Blastopirellula marina, que apresente isolados obtidos à partir de estações de tratamento de 

água (CHOUARI et al., 2003). Os isolados JEA 1-2-3-4 se agruparam com um grupo de 

isolados identificados como Rhodopirellula sp. e Rhodopirellula baltica, Pirellula e 

Planctomycetes. Assim, não houve nenhum agrupamento dos isolados obtidos neste trabalho 

com o clado que hospeda os grupos de Planctomycetes relacionados ao processo de 

anammox. 
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 JEA-6

 JEA-11

 JEA-9

 JEA-5

 JEA-14

 EF602548 Planctomycete Zi62

 JEA-16

 AJ231181 Planctomycete str. 116

 JEA-18

 JEA-12

 JEA-13

 X62912 Blastopirellula marina

 JEA-7

 JEA-8

 JEA-10

 JEA-17

 JEA-19

 EU488109 Uncultured bacterium

 EU236275 Uncultured bacterium clone HgCo2

 FJ652530 Uncultured Planctomycetales bacterium

 X81947 Pirellula sp.

 AJ231182 Planctomycete str. 292

 FJ203446 Uncultured bacterium

 FJ652505 Uncultured Planctomycetales

 DQ269069 Uncultured planctomycete

 FJ623363 Uncultured bacterium

 AJ231169 Planctomycete str.529 16S rRNA

 X81941 Pirellula sp.

 NR 043384 Rhodopirellula baltica SH 1

 FJ624316 Rhodopirellula sp.CS96 16S ribosomal

 EF589351 Rhodopirellula sp.

 JEA-4

 JEA-1

 JEA-2

 JEA-3

 NR_074521 Pirellula staleyi DSM6068

 FJ232650 Uncultured bacterium clone KIST-JJY125

 X62911 Panctomycetes limnophilus

 AJ231190 Planctomyces brasiliensis

 FJ232632 Uncultured bacterium clone

 AJ231184 Planctomyces maris

 NR_028892 Isosphaera pallida ATCC

 AJ231193 Planctomycete str 563

 X85248 Gemmata obscuriglobus

 FJ232666 Uncultured bacterium clone KIST-JJY141

 AB447464 Phycisphaera mikurensis

 EU478635 Uncultured planctomycete clone Namibia

 U70712 Unidentified planctomycete OM190

 FJ208818 Uncultured bacterium clone KIST-JJY069

 Planctomycetes Candidatus - related to anammox

 S000004314 Escherichia coli PK3 X80727

 S002226902 Escherichia coli ATCC 43893 HM194886
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Figura 7 - Árvore filogenética realizada para sequências afiliadas à Planctomycetes, gene 16S RNAr. 

A filogenia foi determinada pelo método Neighbor joining e a relação entre as sequências 

foi inferida usando método muscle; os dados observados nos ramos indicam valores de 

bootstrap acima de 50%, total de 1000 repetições. Foram utilizadas sequências de isolados 

identificados à Planctomycetes, além sequências obtidas da literatura 
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Um fato adicional que chama a atenção é a possível formação de subgrupos contendo 

apenas isolados obtidos no presente estudo. Este fato pode estar relacionado ao endemismo do 

ambiente, já observado para grupos de plantas e alguns animais, mas jamais comprovado para 

grupos microbianos. Neste estudo, podemos observar tais subgrupos nos ramos que alocam 

isolados de Plantomycetes e Blastopirelulla (Figura 7), sugerindo que mesmo que 

pertencentes a este gênero, podem ocorrer espécies particulares nas áreas estudadas. Isto vai 

de encontro ao que foi comentado anteriormente para a análise de agrupamentos gênicos, e 

condiz com a literatura que mostra a formação de clusters púnicos para outros genes 

estudados, como aqueles associados a ciclagem de nitrogênio (DIAS et al., 2012b) e enxofre 

(TAKETANI et al., 2010; VARON-LOPEZ et al., 2013). O endemismo de tal ambiente, uma 

vez comprovado, pode indicar que os manguezais devem ser melhor explorados na descrição 

de novos grupos microbianos, e possivelmente, de novas rotas metabólicas, que podem servir 

tanto para a melhor compreensão dos ciclos biogeoquímicos, até para uma melhor exploração 

biotecnológica de grupos microbianos encontrados em manguezais. 

Por fim, vale a pena destacar que uma vez cultivados, tais isolados deverão ser 

usados em estudos metabólicos e de ecologia, além de serem candidatos a terem seus 

genomas decifrados, o que pode auxiliar na confirmação do endemismo de Planctomycetes 

em sedimentos de manguezais. 
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5 CONCLUSÕES/CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este trabalho mostra a detecção de sequências e a confirmação da ocorrência de 

organismos afiliados ao filo Planctomycetes em sedimentos de manguezais de Bertioga, São 

Paulo. Além da detecção, a detecção de sequências de RNA afiliadas a tais organismos 

comprova a funcionalidade dos mesmos nas condições encontradas nos manguezais 

estudados. 

Em relação a metodologia, primeiramente foi observado que a busca de clones em 

uma biblioteca metagenômica, com base na PCR com primers descritos na literatura, não foi 

satisfatória, sendo os fragmentos gerados posteriormente afiliados a E. coli (célula hospedeira 

dos insertos fosmidiais). 

Em contrapartida, a detecção de sequências relacionadas a Planctomycetes de 

amostras de DNA e RNA ambiental foi de grande sucesso. Estas análises indicaram a 

afiliação de tais sequências a genomas descritos de Planctomycetes, e revelaram a ocorrência 

de sequências codificadoras de sulfatases neste ambiente. A produção de tais enzimas pode 

estar relacionada ao metabolismo destes organismos nos sedimentos de manguezais, sendo 

este ponto ainda carente de estudos mais detalhados. 

As análises in silico das sequências da biblioteca de fosmídeos confirmaram a 

ocorrência de sequências de Planctomycetes, destacando novamente a ocorrência de genes 

relacionados a produção de sulfatases. No entanto, esta análise evidenciou, a partir dos 28 

contigs analisados, a possível ocorrência de arranjos gênicos endêmicos em tais organismos. 

Tal observação corrobora as observações feitas com base nos isolados obtidos neste estudo, 

sendo estes afiliados aos grupos Blastopirellula marina, Pirellula sp., Planctomycetes sp., 

mas por vezes alocados em clados distintos dos compostos pelos organismos já descritos. 

Este trabalho nos apresenta pela primeira vez um estudo focado no grupo 

Planctomycetes. Devido ao pouco conhecimento que se tem sobre tais organismos, esta é a 

primeira descrição da ocorrência dos mesmos em manguezais, o que faz o estudo descritivo, e 

gerador de novos temas de trabalho, que deverão ser posteriormente desenvolvidos. Uma vez 

determinada a ocorrência e a funcionalidade dos mesmos, tanto o funcionamento específico 

de metabolismos específicos (sulfatases), como a organização do genomas de tais organismos 

deverão ser alvo de estudos posteriores, que darão base a um melhor entendimento do 

ambiente encontrado nos sedimentos dos manguezais. 
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Anexo A - Descrição dos componentes para o meio de cultura                            (continua) 

Tabela de produtos utilizados no meio de cultura 

M13 

0,250g/L Peptona 

0,250g/L Extrato de levedura 

0,250g/L Glucose 

10 mL de solução de vitaminas  

20 mL de Solução de sais – Hunter‟s basal 

5 mL de TRIS-HCl (solução) 

Ágar – 15 g/L 

Água do mar esterilizada  940 mL 

                                                Antibióticos: 

Ampicilina           200µg/mL 

Estreptomicina     500µg/mL 

Ciclohexamida      20 µg/mL 

Benomyl               1 µL/L 

Vitaminas 

Cobalamina (Vitamina B12) 

Biotina 

Thiamina-HCl.2H2O 

Ca-Pantothenato (Vitamina B5) 

Ácido Fólico (Vitamina B9) 

Riboflavina (Vitamina B2) 

Nicotinamida 

Água destilada 

Metais 44 

Na2EDTA 

ZnSO4.7H2O 

FeSO4.7H2O 

CuSO4.5H2O 

MnSO4.H2O 

CO(NO3)2.6H2O 

M14 

                       1,0 g/L Extrato de levedura 

                       1,0 g/L Glucose 

                      10 mL solução de vitaminas  

                      20 mL Solução de sais –   Hunter‟s     

basal salts 

                     5 mL de TRIS-HCl (solução) 

                    Ágar – 15 g/L 

Água do mar esterilizada   940 mL 

 

Ampicilina           200µg/mL 

Estreptomicina     500µg/mL 

Ciclohexamida      20 µg/mL 

Benomyl               1 µL/L 

Concentração (Solução estoque 500mL) 

0,025g 

0,500g 

1,25g 

1,25g 

0,500g 

1,25g 

1,25g 

500Ml 

Concentração 

250 mg/L 

1,095 mg/L 

500 mg/L 

39,2 mg/L 

154,0 mg/L 

24,8 mg/L 
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Anexo A - Descrição dos componentes para o meio de cultura                           (conclusão) 

Tabela de produtos utilizados no meio de cultura 

Na2B4O7.10H2O 

Hutner’s salts 

Ácido nitrilotriacético 

MgSO4.7H2O 

CaCl2.2H2O 

(NH4)6MoO7O24.4H2O 

FeSO4.7H2O 

Metais 44  

Água destilada 

12,7 mg/L 

Concentração (Solução estoque 500mL) 

5.000g 

14.850g 

1.675g 

4.625mg 

49,5mg 

25mL 

475 mL 
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Anexo B - Comparações das sequências de Planctomycetes com regiões cromossômicas de 

gêneros semelhantes. Figura realizada pelas sequências com metodologia 454 de 

sequenciamento                    (continua) 

 

a) Contigs associados a Pirellula sp.1; 

 

 

b) Contigs associados a Blastopirellula marina DSM-3; 
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Anexo B - Comparações das sequências de Planctomycetes com regiões cromossômicas de 

gêneros semelhantes. Figura realizada pelas sequências com metodologia 454 de 

sequênciamento                                                                                   (continuação) 

 

b) Contigs associados a Blastopirellula marina DSM-3;  
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Anexo B - Comparações das sequências de Planctomycetes com regiões cromossômicas de 

gêneros semelhantes. Figura realizada pelas sequências com metodologia 454 de 

sequênciamento                                                                                      (conclusão) 

 

c) Contigs associados a Planctomycetes limnophilus 

 

 

 

 


