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RESUMO

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros que ocorrem em regides de clima
tropical e subtropical, sujeitos a acdo das marés. S&o regides de extrema importancia para a
reproducdo de espécies, atuam como aparadores da linha da costa e possuem espécies
vegetais endémicas, conhecidas como mangue. Os manguezais geralmente sdo areas
bastante populosas, estando sujeitos a diversos impactos antropicos, como a descarga de
esgotos ndo-tratados, 0 desmatamento das espécies vegetais e assoreamento dos rios. Esses
impactos afetam as populactes de animais, vegetais e de micro-organismos habitantes
dessas areas, acarretando uma perda de diversidade desses organismos. Os micro-
organismos do solo dos manguezais representam uma consideravel parcela das atividades
de ciclagem de nutrientes e decomposicdo de detritos, tendo fundamental importancia para
o equilibrio dos ecossistemas. Entretanto, estudos de diversidade e estrutura dessas
comunidades de micro-organismos em solos de manguezais sdo ainda escassos pela
dificuldade de cultivo desses seres em laboratério. Com o avanco da biologia molecular,
suas técnicas de estudo de diversidade utilizando o gene do rRNA 16S, houve a
oportunidade de se estudar comunidades microbianas que ndo seriam acessadas por
métodos de cultivos tradicionais. Deste modo, este estudo visa investigar a estrutura e a
diversidade das comunidades microbianas do solo da rizosfera de Rhizophora mangle do
manguezal do Rio Pacoti, localizado na regido metropolitana de Fortaleza, através da
técnica de Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE), assim podendo obter
perfis de diversidade e caracterizar as comunidades microbianas habitantes do manguezal,
compararando os dados obtidos com as varidveis ambientais e caracteristicas do solo. Os
resultados mostraram que as comunidades microbianas de solos do manguezal séo
semelhantes em nimero de UTOs, mas diferem em composicdo. As varidveis fisico-
quimicas e as caracteristicas do solo sdo responsaveis pelas diferencas na composicdo e
estrutura das comunidades microbianas, apesar de que o efeito rizosférico determina a
ocorréncia de muitas UTOs em comum entre os diferentes pontos de coleta. As analises de
diversidade das comunidades mostraram que estas estdo em equilibrio por ndo haver
dominéncia de UTOs e por apresentarem similaridades entre os pontos e periodos
analisados. Em conclusdo, os solos da rizosfera de Rhizophora mangle do manguezal do
Rio Pacoti abrigam comunidades microbianas diversas, em equilibrio, que diferem em
estrutura e composicéo.

Palavras-chave: manguezal, Rio Pacoti, solo, diversidade microbiana, rDNA 16S, DGGE.
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ABSTRACT

Mangroves are coastal ecosystems which occur in tropical and subtropical
regions, subjected to tidal action. These ecosystems are very important for species reproduction
and act as shoreline protectors. Mangroves are usually highly populated areas and are exposed to
various human impacts, such as the discharge of untreated sewage, deforestation and river
silting. These impacts affect populations of animals, plants and microorganisms that inhabit these
areas, causing a loss of diversity. The mangrove soil microorganisms represent a considerable
portion of the activities of nutrient cycling and decomposition of waste with a fundamental
importance for the ecosystem balance. However, studies focusing on the diversity and structure
of microorganism communities in mangroves soils are still limited by cultivation techniques.
With the advance of the molecular biology techniques, using the gene encoding the 16S subunit
of the ribosomal RNA, the study of microbial communities that would not be accessed by
traditional methods of cultivation was enabled. Thus, this study aims to investigate the structure
and diversity of soil microbial communities from the rhizosphere of Rhizophora mangle from the
Pacoti River, located in the metropolitan region of Fortaleza, using Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE), obtaining diversity profiles and characterizing the mangrove microbial
communities and to compare it to the data obtained from the environmental variables and soil
characteristics. Results showed that the mangrove soils microbial communities are similar in
number of OTUs, but differ in composition. The physical and chemical variables and soil
characteristics are responsible for the differences in the microbial communities” composition and
structure, although the rhizosphere effect determines the occurrence of various OTUs in common
among the sampling sites. The communities’ diversity analysis showed that they are in balance
due to the fact that there is no dominance of OTUs and the communities present spatial and
temporal similarities. In conclusion, the Rhizophora mangle rhizosphere soils of the Pacoti River
mangrove harbor diverse and stable microbial communities that differ in structure and in

composition.

Keywords: mangrove, Pacoti River, soil, microbial diversity, rDNA 16S, DGGE.



Figura 1.

Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

LISTA DE FIGURAS

Desenho esquematico apontando como se organizam 0s componentes
0rganicos e inorganicos do SOI0 ........cccccvevieieiieiiee e
Arvore filogenética dos trés dominios Bacteria, Archaea e Eucaryota ....

Esquema indicando as etapas de realizacdo de estudos de comunidades
microbianas do solo pela técnica de DGGE ...........ccccccevveviiieieecie e,
Impactos sofridos na &rea do Manguezal do rio Pacoti. A -
Empreendimentos imobiliarios as margens do rio, B —Assoreamento
NA f0Z dO RIO PACOLI .....ccvveieiiecic e
Procedimento de coleta do solo, mostrando a retirada do solo com o
amostrador de PVC e acondicionamento das amostras em frascos
BSTBIIS .vvitieite ettt ettt ettt et e reeebeenreereere e,
Localizagdo dos pontos de coleta no manguezal do Rio Pacoti — CE ....

Agrupamento com base na matriz de distancia euclidiana para fatores
abidticos dos pontos (1, 2 e 3) e periodos (seco e chuvoso) de
amostragem do solo do manguezal do Rio Pacoti — CE .........c..cccccceeennene.
Agrupamentos hierarquicos com base nas distancia de Jaccard e no
algoritmo UPGMA e Escalonamento Multidimensional N&o-Métrico
(NMDS) definidos a partir dos padrfes de bandas obtidos por DGGE
para Bacteria (A) e Archaea (B) nos pontos e periodos amostrados .........
Riqueza de Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs) detectadas
com a técnica de DGGE e Diagramas de Venn baseado nas UTOs para
0s grupos Bacteria (A) e Archaea (B) .....cccccevvvevevievcecceee e
Analise de Componentes Principais das comunidades de Bacteria (A) e
Archaea (B) dos s0l0s eStudados ............ccceevrveeiieeiieresee e

19
21

25

27

28
29

34

35

37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Varidveis ambientais dos pontos e periodos de coleta e

caracteristicas gerais dos SOI0S .........cccccevvveivrerireeiriereenns 33
Tabela 2. Indices de diversidade para as comunidades de Bacteria

de amostras de solos do manguezal do Rio Pacoti, CE .... 38
Tabela 3. indices de diversidade para as comunidades de Archaea

de amostras de solos do manguezal do Rio Pacoti, CE .... 39

Xi



APA
CONAMA
DGGE
EDTA
%8
LemBiotech
M.O.
NMDS
RMF
rRNA
PCA
PCR

pH

PVC
TAE
TBE
T-RFLP
Tris
UFC
UPGMA
uTo

LISTA DE ABREVIATURAS

Area de Protecdo Ambiental

Conselho Nacional do Meio Ambiente

Eleforese em Gel de Gradiente Desnaturante

Acido Etileno Diamino Tetracético

indice de Diversidade de Shannon

Laboratdrio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia
Matéria Organica

Escalonamento Multidimensional ndo-métrico
Regido Metropolitana de Fortaleza

Acido Ribonucléico Ribossomal

Analise de Componentes Principais

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Potencial Hidrogeniodnico

Policloreto de Vinila

Tris Acetato EDTA

Tris Borato EDTA

Polimorfismo do Comprimento de Restrigdo Terminal
Tris (hidroximetil) aminometano

Universidade Federal do Ceara

Associacdo Média Ndo Ponderada

Unidade Taxondmica Operacional

Xii



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ot
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......c.ooiicieeeeeeeeee e,

2.1. Manguezais: aspectos gerais

2.2. Micro-organismos e solo

2.3. Diversidade de micro-organismos

2.4. Métodos de estudo de micro-organismos

3. OBUIETIVOS ...
3.1. ODBJELIVO GEIAl ...t
3.2.  ODbjetivos ESPECITICOS .....cecviiieiieiicic e
4. MATERIAL E METODOS ....cooviviieeeieeeeieesee e seeissssesie s sesassessensenenes
4.1, Areade ESIUAD ....covvveceveciciceeceece e

4.2. COIBEA oottt ———————

4.3.  Andlises granulométricas

4.4.  Teor de matéria organica

45, EXtrago de DNA ...
4.6. PCR = DGGE ...t
4.7.  ANAlISE dOS dadOS ......coeveiiriiiiieiece e
5. RESULTADOS ...ttt
5.1.  Variaveis ambientais e caracteristicas do S0l0 ..........c.ccoceovrireirinnenn
5.2.  Analise dos padrées de bandas gerados por DGGE ...........c.cccccevenneee.
5.3. Indices de diversidade de Unidades Taxonémicas Operacionais ........

5.4. Relacdo das comunidades microbianas com as variaveis ambientais e

caracteristicas do SO0 .........ccoviie i
6. DISCUSSAOD ..ottt
7. CONCLUSAOQ .....ooocvreeeeeeeevee e eeeeeeeeeeses st
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooveveeeeieeeeeeesee e serie s

Xiii

14
16
16
19
21
22
26
26
26
27
27
28
29
30
30
30
32
33
33
35
37

39
41
49
50



COLARES, G. B. - Diversidade e Estrutura de Comunidades Microbianas... 14

1. INTRODUCAO

O manguezal é um ecossistema costeiro de transi¢do entre os ambientes terrestre e
marinho, caracteristico de regifes tropicais e subtropicais e sujeito ao regime das mares.
Ocorre em regides litoraneas abrigadas como estuarios, baias e lagunas, e apresenta condi¢des
propicias para alimentacdo, protecdo e reproducdo para muitas espécies animais, sendo
considerado importante transformador de nutrientes em matéria organica e gerador de bens e
servigos (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995).

Assentamentos urbanos e o desenvolvimento de atividades industriais, portuarias,
pesqueiras, de exploracdo mineral, turisticas, entre outras, sem planejamento adequado, vem
colocando em risco os atributos basicos dos estuarios brasileiros e ecossistemas associados,
resultando na diminuicdo da qualidade de vida da populacédo local (SCHAEFFER-NOVELLI,
1989a). Os micro-organismos encontrados em manguezais, que possuem papel fundamental
nas transformacdes bioquimicas de nutrientes e sdo essenciais para degradacdo da matéria
organica e poluentes (URAKAWA et al., 2000), sdo especialmente afetados por esses
impactos, provocando alteragdes no equilibrio e saude do ecossistema.

Embora os micro-organismos desempenhem papéis cruciais ha manutencdo dos
ecossistemas, como componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos
biogeoquimicos, pouco se sabe sobre a diversidade e estrutura das comunidades microbianas
de manguezais (GOMES et al., 2008).

Na realidade, estima-se que se conheca menos de 1% dos micro-organismos
existentes no planeta (HUGENHOLTZ; GOEBEL; PACE, 1998). Isso se deve as limitacdes
impostas pelos métodos tradicionais de estudo, dependentes de cultivo. A metagenoma, uma
abordagem molecular que faz uso do isolamento e caracterizacdo do DNA total de uma
amostra, sem necessidade de cultiva-la, tem possibilitado conhecer a real diversidade dos
micro-organismos na natureza (HANDELSMAN, 2004).

Uma das técnicas moleculares utilizada para estudos de metagendémica vem a ser a
de Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE) que é baseada na separacdo de
produtos de PCR de mesmo tamanho, porém com composi¢do nucleotidica diferente. Com
esta tecnica é possivel obter perfis de comunidades microbianas e identificar diferencas
espaciais e temporais em comunidades microbianas, tornando também possivel conhecer a sua
diversidade e estrutura (NAKATSU, 2007).
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Deste modo, o objetivo deste trabalho foi explorar a diversidade estrutural das
comunidades microbianas habitantes do solo superficial da rizosfera de Rhizophora mangle
do manguezal do Rio Pacoti, CE, realizar comparacdes espaciais e temporais e compreender
as interacdes ecoldgicas entre 0s micro-organismos e os fatores ambientais que determinam

sua riqueza e abundancia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21.  Manguezais: aspectos gerais

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros encontrados em regies tropicais e
subtropicais do planeta, cobrindo uma area 18.107.700 ha dos quais 18,7% estdo nas Américas
(SPALDING; BLASCO; FIELD, 1997).

No Brasil estd a segunda maior area de manguezal do mundo e a maior do
continente, distribuidos ao longo de aproximadamente 6.800 km de costa (KJERFVE;
LACERDA, 1993), desde o rio Oiapoque, na divisa do Amapa com a Guiana Francesa
(04°30°N), até a praia do Sonho, em Santa Catarina (28°53’S) (SCHAEFFER-NOVELLI,
1989b) totalizando quase 1.300.000 ha de manguezal (SPALDING; BLASCO; FIELD 1997).

Os manguezais estdo tipicamente localizados em zonas de transicdo entre os
ecossistemas terrestres, marinhos e dulcicolas. A zona costeira tropical ¢ uma das regides mais
ativas na biosfera em termos de biogeoguimica, representando um importante depdsito de fontes
de carbono. Florestas de manguezais sdo interfaces importantes na troca de sedimentos, matéria
organica e gases entre 0 ecossistema terrestre, a atmosfera e os oceanos (ALONGI et al., 2004)

Segundo Schaeffer-Novelli e Cintron (1990) os manguezais apresentam uma
zonacdo em relacdo a duracdo da imersdo e a salinidade de dgua. A camada externa do
manguezal é formada em sua maior parte por Rhizophora mangle (mangue vermelho), em
menor propor¢do encontra-se a Avicennia schaueriana (mangue preto ou sirilba) e
Languncularia racemosa (mangue branco). A vegetacdo de transicdo com a terra firme é
formada por Conocarpus erectus (mangue botao).

O termo ‘‘mangue’” é usado geralmente para designar espécies vegetais que
crescem em planicies costeiras inundadas pela acdo das mareés. Uma dessas espécies, a
Rhizophora mangle, prefere solos com a salinidade proxima a do mar e esta restrita a ambientes
costeiros, particularmente aqueles com baixa energia, protegidos, localizados em &reas
entremarés e com altas concentracbes de silte. (STERN; VOIGT 1959, MORROW,;
NICKERSON, 1973). A caracteristica mais marcante dessa espécie vegetal sdo as estruturas que
saem do caule e formam grandes galhos para a fixacdo da planta no substrato inconsolidado do
manguezal. Essas estruturas de sustentacdo fazem trocas gasosas (por lenticelas) para o sistema
de raizes no subsolo (GILL; TOMLINSON, 1972).

Hipoteses a respeito dos fatores ambientais que controlam o padrdo de distribuicao
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das espécies de mangue postulam que diferentes espécies sdo capazes de se estabilizar e crescer
bem somente sob condi¢bes ambientais restritas. Por exemplo, a adaptacéo fisioldgica de uma
espécie a frequéncia e a duracdo da inundacéo pela maré é comumente citada como o principal
mecanismo que controla o padréo espacial da vegetacdo do manguezal. O padrdo de distribuicéo
também tem sido correlacionado com a salinidade da agua que percola o solo. (MACNAE,
1968; CLARKE; HANNON, 1970; LOPEZ-PORTILLO; EZCURRA, 1989), potencial redox
do solo (MCKEE, 1993), concentra¢do de sulfido da agua (NICKERSON; THIBODEAU, 1985;
MCKEE,1993), textura do solo (CLARKE; ALLAWAY, 1993), e disponibilidade de nutrientes
no solo (BOTO; WELLINGTON, 1984).

Arvores de manguezal dominam o fluxo de carbono e nitrogénio, estando entre as
espécies vegetais mais produtivas (ALONGI, 2002). Apesar dessa alta produtividade, a maior
parte do carbono fixado parece ficar retida no prdprio ecossistema (TWILLEY, 1988). O
nitrogénio também parece ser assimilado e retido devido possivelmente a evolucéo de varios
mecanismos de conservagdo. As arvores e consorcios microbianos constituem um elo energético
juntamente com 0s caranguejos, que como uma espécie fundamental, bioturba os sedimentos,
tornando-o0 um abrigo para o crescimento microbiano e melhora a condi¢do do solo para o
crescimento das espécies vegetais. (KRISTENSEN et al., 1995; ALONGI et al., 2002).

Acima da linha d’agua as arvores de manguezal fornecem habitat para uma grande
diversidade de espécies, nas quais estdo incluidas aves, insetos, mamiferos e répteis. Abaixo da
agua, as raizes de mangue sdo colonizadas por epibiontes tais como tunicados, esponjas, algas e
bivalves. O substrato inconsolidado do manguezal torna-se habitat para varias espécies epi e
infaunais, enquanto o espaco entre as raizes fornece abrigo e alimento para a fauna moével como
siris, caranguejos e peixes (SASEKUMAR, 1974).

A vegetacdo de mangue contribui para a complexidade deste habitat e de sua fauna
associada (HUTCHINGS; SAENGER, 1987; LEE, 1998). A macrofauna dominante em termos
de abundéncia e diversidade é representada por crustaceos e moluscos (SASEKUMAR, 1974;
JONES, 1984). Essa macrofauna forma um importante elo entre os detritos que formam a base
da teia alimentar do manguezal e dos consumidores em niveis troficos mais altos, que incluem
aves e espécies comerciais de peixes (MACINTOSH, 1984). A macrofauna também é
responsavel por modificar a estrutura fisica e da vegetacdo do manguezal pela atividade de
escavacdo (SMITH et al., 1991) e por se alimentarem de propégulos, folhas e madeira (BERRY,
1972; SMITH, 1987). De modo geral, crustaceos e moluscos desempenham importante papel no

funcionamento dos ecossistemas de manguezais (LEE, 1999).
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Apesar da baixa diversidade de espécies de plantas e estrutura relativamente
simples, 0 ecossistema manguezal contribui para funcdes ecologicas complexas como protecdo
da costa, bercario e local de alimentagdo de muitas espécies da fauna. (ODUM; HEALD, 1972;
BURNS, 1977, RODRIGUEZ, 1987; ROBERTSON; DUKE, 1987). Deste modo, a
produtividade e a biodiversidade de ecossistemas adjacentes dependem, de alguma forma, da
integridade das florestas de manguezais.

Frequentemente localizadas em é&reas urbanas, as florestas de mangue s&o
importantes habitats especialmente em paises em desenvolvimento e tém importante papel na
subsisténcia humana, sendo explorado principalmente pela pesca e coleta de crusticeos e
moluscos (ALONGI, 2002), também sendo tradicionalmente muito usadas para extracdo de
madeira, combustivel e medicamentos (SAENGER, 2002). Por este fato, estdo sujeitas a
impactos antropicos constantes que sdo a principal causa de deterioracdo desses ecossistemas e,
de acordo com Duke e colaboradores (2007), 0os manguezais estdo em processo de
desaparecimento em todo o mundo.

Nos ultimos 50 anos, um terco das florestas de manguezais do mundo foi perdida
para o desenvolvimento de &reas urbanas na costa (ALONGI, 2002). Como exemplo, estima-se
que a Malasia chegou a perder 17% da sua area de manguezal entre 1965 e 1985, na india 50%
entre 1963 e 1977, e nas Filipinas 70% entre 1920 e 1990 (WORLD RESOURCES
INSTITUTE, 1996). Muitos outros paises na Asia, América Latina e Africa perderam de 30 a
70% nos ultimos 40 anos (WORLD RESOURCES INSTITUTE, 1996; SPALDING; BLASCO;
FIELD, 1997).

No Brasil, os manguezais sdo considerados pela legislacdo federal como areas de
preservacdo permanente (CONAMA, 2002). Apesar disso, 0 ecossistema esta constantemente
ameacado por uma série de atividades humanas que sao desenvolvidas tanto ao longo da costa
como no interior e sdo distribuidas pelas bacias hidrograficas dos rios. As areas de manguezal no
Brasil vém sofrendo mudancas ocasionadas, direta e indiretamente, por atividades
antropogénicas associadas a expansdo urbana como a constru¢do de portos, turismo e a
agricultura, especialmente na costa do nordeste e sudeste (VANNUCCI, 2002) onde também
alguns processos de erosdo podem ser observados em algumas areas. (SOUZA FILHO;
MARTINS; COSTA, 2006).

Mais especificamente na costa do nordeste brasileiro, a qual se caracteriza por ser
um setor semi-arido do litoral do pais, politicas para amenizar os efeitos da seca tém resultado

em mudancas ambientais intensas. As constru¢fes de barragens para irrigacdo e usos na
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agricultura resultaram no decréscimo de agua doce disponivel para a zona costeira. Mais
recentemente o desenvolvimento acelerado do turismo e da carcinicultura também tem
contribuido para as mudangas significativas na linha da costa. Erosdo, aumento na entrada de
agua salgada e crescimento na formagdo de bancos de areia levados pelo vento, resultaram em
mudancas significativas na cobertura do mangue pela costa nordeste do Brasil (LACERDA;
MARINS, 2002).

Os impactos severos nos manguezais, ocasionados pelo crescimento continuo das
areas urbanas, modificam seus regimes hidrologicos e sedimentolégicos como também a
dinamica de nutrientes e poluentes quimicos (LEE et al., 2006). O constante impacto ao qual os
manguezais estdo submetidos afeta, em particular, as comunidades microbianas presentes nos
solos de manguezal, as quais sao cruciais para a saude e balanco desse ecossistema (HOLGUIN;
VAZQUEZ; BASHAN, 2001).

2.2.  Micro-organismos e solo

Os solos séo sistemas complexos de componentes vivos e ndo-vivos. Os
componentes vivos abrangem raizes de plantas, bem como popula¢es de micro-organismos e
animais. A porcdo ndo-viva do solo inclui 4gua, matéria organica, fragmentos de rocha de
tamanhos variados, desde as particulas grandes as areias que tem grandes poros que
acumulam ar, mas poucos nutrientes e agua, até as menores, as argilas, que tem pouco ar, mas
muitos nutrientes e agua (Fig. 1) (VORONEY, 2007).

Rarticula de argilag=£ |

Figura 1: Desenho esquematico apontando como se organizam 0S componentes organicos e
inorganicos do solo (adaptado de PURVES et al., 2002)

A estrutura dos solos modifica-se com a profundidade, revelando um perfil de
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solo. Trés horizontes principais (A, B e C) sdo reconhecidos em um perfil de solo tipico. O
horizonte A é a camada superior do solo de onde podem ser retirados nutrientes minerais por
lixiviagdo. A maior parte da matéria organica do solo localiza-se no horizonte A, onde esta a
maioria dos organismos vivos. O horizonte B ou subsolo é a zona de infiltragdo e de
acumulacdo dos materiais provenientes do horizonte superior, o horizonte C é a rocha mée
original, da qual deriva o solo (VORONEY, 2007). Nos manguezais nao ha um perfil de solo
tipico, podendo apresentar perfis diversos (ALONGI, 2009).

Chuvas, temperaturas extremas e atividades de plantas e animais e atividades
humanas, como a agricultura, interagem de modo a causar constantes mudancas no solo. Esses
fatores, juntamente com as caracteristicas inerentes de determinados espacos geograficos com
condigdes ambientais similares e comunidades de plantas caracteristicas evoluiram tornando-
se 0s atuais biomas terrestres e seus solos associados (VORONEY, 2007).

A microbiota do solo desempenha fungbes centrais para processos de
decomposicdo e ciclagem de nutrientes. Os solos sdo considerados depdsitos de atividade
microbiana, apesar de 0 espa¢o ocupado por micro-organismos vivos ser estimado em menos
de 5% do espaco total. Portanto, a predominancia de atividade microbiana é encontrada em
“hot spots”, como por exemplo, agregados com matéria organica acumulada e a rizosfera.
(LYNCH, 1990; PINTON; VARANINI; NANNIPIERI, 2001)

Ecologistas microbianos tém estudado a composicdo da comunidade microbiana
por esta controlar varios processos que ocorrem no solo (CAVIGELLI; ROBERTSON, 2000;
BAKKER et al., 2002). A diversidade e a estrutura de microrganismos na rizosfera sdo
influenciadas pelo tipo de planta e de solo (LATOUR et al., 1996).

Micro-organismos de solo e o0s processos associados a eles estdo integralmente
envolvidos no funcionamento dos ecossistemas terrestres (OGUNSEITAN, 2005). Entender os
fatores cruciais envolvidos na distribuicdo e funcdo das espécies microbianas é de grande
importancia. O tipo de solo parece ser o fator priméario em determinar a composi¢do das espécies
microbianas e/ou sua funcdo (BOSSIO et al., 1998; BUYER; ROBERTS; RUSSEK-COHEN,
1999; GELSOMINO et al., 1999; GIRVAN et al., 2003; RASCHE et al., 2006). A variacdo de
fatores fisico-quimicos e ambientais entre diferentes tipos de solo vai interagir de um modo
complexo para influenciar a diversidade microbiana e sua funcéo.

Ha ampla evidéncia para propor uma intima relacdo entre microrganismos -
nutriente — planta que funciona como um mecanismo para reciclar e conservar nutrientes

nesse ecossistema. A comunidade microbiana diversa e altamente produtiva vivendo em
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manguezais tropicais transforma continuamente nutrientes de vegetacdo morta em fontes de
nitrogénio, fosforo e outros nutrientes que podem ser usados pelas plantas. Em troca, exudatos
de raizes servem com fonte de nutrientes para os micro-organismos (HOLGUIN; VAZQUEZ;
BASHAN, 2001).

Bactérias colonizadoras de rizosfera possuem um eficiente metabolismo para
assimilar os compostos organicos presentes em exudatos das raizes (BARRAQUIO, 2000).
Deste modo, a importancia do estudo desses grupos de micro-organismos habitantes da

rizosfera ¢ a elucidacdo de diversos processos que ocorrem em ambientes naturais.
2.3.  Diversidade de micro-organismos

Essencialmente com base na comparacdo de sequéncias de RNA ribossdémico,
Woese e colaboradores (1990) concluiram que os procariontes ndo eram um grupo coeso do
ponto de vista evolutivo, mas composto por dois subgrupos principais, diferindo entre si e dos
eucariontes. Esta diversidade evolutiva reflete-se no genoma e, por sua vez, na bioguimica e na
ecologia.

Assim, propuseram a substituicdo da divisdéo do mundo vivo em dois grandes
dominios (procariontes e eucariontes) por uma subdivisdo em trés dominios (Fig. 2):
mantiveram os tradicionais eucariontes como o dominio Eucaryota, mas em vez dos tradicionais
procariontes surgem os dominios Archaea e Bacteria, a0 mesmo nivel que os Eucaryota. A sua
classificacdo tem por base a ideia de que a arvore da Vida tem trés e ndo apenas dois ramos,
sendo o ramo mais basal o que conduz ao dominio Bacteria, sendo posterior a ramificacdo dos
dois restantes grupos, o que os torna mais relacionados entre si do que cada um deles com as
bactérias (WOESE; KANDLER; WHEELLIS, 1990).

Bacteria Archaesa Eucaryola
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Figura 2: Arvore filogenética dos trés dominios Bacteria, Archaea e Eucaryota. (adaptado de
WOESE et al., 1990)
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O dominio Bacteria contem muitos ramos exibindo propriedades fisiologicas
diversas (BALOWS et al., 1992). Uma bactéria ancestral deu origem as demais bactérias atuais
que evoluiram com a capacidade de utilizar vastas e diversas fontes de energia disponiveis.
Algumas fazem fotossintese, convertendo a energia luminosa em energia celular, outras sdo
quimioautotréficas que usam compostos inorganicos como fontes de energia, e, ainda, as
quimiorganotréficas que obtém energia de compostos organicos (ATLAS; BARTHA, 1998).

As arqueias se diferenciam de outros organismos Vvivos, representando claramente
um grupo evolucionério distinto dos dominios Bacteria e Eucarya (WOESE, 1993). As arquéias
possuem propriedades fisioldgicas distintas, muitas das quais parecem se relacionar com a
historia evolutiva quando a Terra era quente e anaerébica (HEATHCOCK et al., 1985; ZILLIG,
1991). Entre essas propriedades, as arquéias possuem membranas citoplasmaticas que sdo
quimicamente distintas, possuindo hidrocarbonetos ramificados e ligacfes éter, comparadas com
as membranas lipidicas com ligacGes éster encontradas em todos 0s outros seres vivos, algumas
formam tetraedros e possuem membranas em monocamadas em vez da tipica camada bilipidica.
Em vez do peptideoglicano, tipico de bactérias, a parede celular das arquéias consiste de
proteinas e glicoproteinas, algumas contém pseudomureina (ATLAS; BARTHA, 1998).

O dominio Archaea se subdivide em arquéias metanogénicas (produtoras de
metano), halofilicas (afinidade com ambientes salinos) e termoacidoflilicas (afinidade com
acidos e calor). Ocorrem também em lamas e solos deplecionados de oxigénio (andxidos), ou
lugares similares: fontes quentes, ambientes geotermais (fundo oceanico com alta temperatura,
liberacdo de gases e auséncia de oxigénio), mares salgados, lamas ferventes e cinza vulcanica
(ATLAS; BARTHA, 1998).

As bactérias e arquéias sdo 0s organismos mais disseminados pela Terra, vivem
praticamente em todos os ambientes e sobrevivem numa extraordinaria abrangéncia de habitats
hostis aos seres eucarioticos (ATLAS; BARTHA, 1998).

2.4.  Métodos de estudo de micro-organismos

Durante muitas décadas, microbiologistas viam-se intrigados pela observagéo de
que a maioria dos micro-organismos em ambientes naturais ndo € acessada pelo cultivo em
laboratério. De fato, em solos pelo mundo, normalmente menos de 1% das células

observadas por contagem direta é recuperado por métodos de cultivo tradicionais. Uma das
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razbes para explicar essa diferenca pode ser atribuida a interdependéncia de diferentes
organismos com outros, outra razdo € certamente a falta de conhecimento das condigdes
reais nas quais a maioria dos micro-organismos estd crescendo em seus ambientes naturais
(SCHMIDT, 2006).

A grande maioria dos micro-organismos de ambientes naturais era inacessivel a
investigacdo cientifica até o advento da andlise filogenética molecular, um método que
utiliza e heterogeneidade dentre a sequéncia do rRNA para inferir relacbes evolutivas
(LILES et al., 2003).

Os RNAs ribossomais estdo entre as macromoléculas mais conservadas em todos
os sistemas vivos. Grandes porcoes de genes do rRNA possuem sequéncias conservadas que
podem ser utilizadas para medir a distancia evolutiva mesmo entre organismos mais
distantemente relacionados. De fato, diferengas na sequéncia de nucleotideos do rRNA sédo
indices de mudancas evolutivas.

Existem 3 rRNAs em bactérias, 5S (~120 nucleotideos), 16S (~1600
nucleotideos) e 0 23S (~3000 nucleotideos). Os rRNAs 5S e 16S tém sido os mais utilizados
para a maioria das caracterizagdes filogenéticas baseadas na analise do rRNA,
principalmente por razdes técnicas e historicas. O rRNA 5S, por ser relativamente pequeno,
foi largamente utilizado no final dos anos 60 para analise de sequéncias. Entretanto, a
escassez de regides de variabilidade no rRNA 5S limitou a sua utilizacdo. O rRNA 16S tem
tamanho apropriado para analises filogenéticas, mas era muito extenso para sequenciamento
até o desenvolvimento da clonagem e de protocolos mais modernos de sequenciamento
(OLSEN et al., 1986). Particularmente em bactérias e arquéias, o rRNA 16S é usado para
determinar as relacdes filogenéticas (ATLAS; BARTHA, 1998).

Woese e colaboradores (1990), ao estudarem o rRNA 16S, argumentaram que
este € um excelente crondmetro molecular pelo fato de que é encontrado em todos o0s
organismos, possui longas regides altamente conservadas ao mesmo tempo que tem regides
suficientemente variaveis para determinar relagcdes filogenéticas proximas e ndo estdo
sujeitas a sofrer mudancas rapidas de sequéncia pela sua funcdo central na expressao de
genes.

Devido principalmente a pesquisas com o0 gene que codifica o rRNA 16S, os
estudos das relagdes filogenéticas e a biogeografia de micro-organismos do ambiente estdo
emergindo e trazendo novos conhecimentos de ecossistemas plancténicos (VIEIRA et al.,

2007). Esses estudos contribuiram para desmitificar o conceito de que populacbes
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bacterianas sdo homogéneas em escalas temporal e espacial (CRUMP et al., 2004;
FUHRMAN et al., 2006). Pelo contrario, dados sugerem que comunidades bacterianas sdo
heterogéneas em abundancia (ANDRADE et al., 2003), atividades fisioldgicas (SERVAIS et
al., 2003) e diversidade de filotipos (HEWSON; FUHRMAN, 2004) em gradientes troficos.
A diversidade de micro-organismos esta relacionada com o tempo de residéncia
da agua, taxa de crescimento microbiano e caracteristicas ambientais. Estudos filogenéticos
evidenciaram que populacBes de bactérias e arquéias sdo complexas, cosmopolitas e
geralmente consistem em membros ndo-cultivaveis ou ndo identificados (PACE, 1997).
Com o advento das técnicas de metagendmica, o estudo de comunidades
microbianas ndo-cultivaveis tornou-se possivel e contribuiu significativamente para um
melhor entendimento da ecologia microbiana em diversos ecossistemas (PACE et al., 1986).
A aplicacdo dessas técnicas em estudos de ecologia microbiana tornou-se um novo ramo de
estudo: ecologia microbiana molecular (AKKERMANS; VAN ELSAS; DE BRUIJN, 1995).
Ao contrario da genémica, que tem como foco o sequenciamento do DNA de um
organismo, a metagendmica envolve o acesso a sequéncia de uma comunidade de organismos
que habitam um determinado ambiente, como também qualquer tipo de anélise de DNA
obtido diretamente do ambiente. A metagendmica vem se tornando uma tecnologia basica
usada para estudos de ecologia e evolugdo de micro-organismos (HUGENHOLTZ; TYSON,
2008)
A biogeografia de assembleias microbianas em ecossistemas estuarinos tropicais
ainda ndo foi bem estudada (BALDWIN et al., 2005). Propriedades fisico-quimicas e
microbioldgicas podem ser muito diferentes no ambiente estuarino. Uma variedade de
métodos € capaz de extrapolar informacbes de frequéncias de unidades taxonémicas
operacionais (UTOs) ou curvas de abundancia de espécies para predizer o numero de
diferentes taxons microbianos presentes em amostra de um local (SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2005).
As técnicas dependentes de PCR mais comuns sdao o0 DGGE (MUY ZER et al.,
1993), o polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo terminal (T-RFLP; LIU et
al., 1997), o polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP; SCHWIEGER; TEBBE,
1998), a anélise do espaco intergénico ribossomal (RISA; RANJARD et al., 2000), o RISA
automatizado (ARISA; CARDINALE et al., 2004), e a analise de sequéncias de bibliotecas
de clones do gene 16 rRNA (OLSEN et al., 1986). Todas essas abordagens tém vantagens e

desvantagens que precisam ser consideradas na escolha do método a ser utilizado
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(NAKATSU, 2004).

A técnica de PCR-DGGE, especialmente, se tornou um meio rapido de se
comparar e estudar a estrutura de comunidade sem o uso de metodologias de cultivo
(TORSVIK; @VREAS, 2002). Pesquisadores vém utilizando o PCR-DGGE para investigar
aspectos basicos de comunidades de solo, tais como diferencas ou modificaces na estrutura
da comunidade em resposta ao ambiente, ao espaco, ao tempo e a perturbacbes sofridas na
comunidade. (NAKATSU, 2004).

A técnica de DGGE consiste na eletroforese de fragmentos do 16S rDNA
amplificados por PCR, onde cada um dos iniciadores apresenta uma regido rica em G+C
(grampo G-C) que visa impedir a total desnaturacdo da dupla fita do DNA durante a
eletroforese, em gel de poliacrilamida contendo um crescente gradiente de desnaturantes
(uréia e formamida) que rompe as pontes de hidrogénio entre os nucleotideos, possibilitando a
separagdo de fragmentos do mesmo tamanho mas com composi¢do nucleotidica diferente. A
separacdo no DGGE é baseada na mobilidade eletroforética da molécula de DNA
parcialmente desnaturada no gel de poliacrilamida. As varia¢Ges nas sequéncias dos diferentes
fragmentos de DNA de uma amostra irdo parar de migrar no gel em posicdes diferentes,
gerando um padrdo de bandas caracteristico de cada comunidade estudada (Fig. 3)
(MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993).
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Figura 3: Esquema indicando as etapas de realizagdo de estudos de comunidades microbianas
do solo pela técnica de DGGE (adpatado de NAKATSU, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo desvendar a estrutura das comunidades
microbianas habitantes do solo superficial da rizosfera de Rhizophora mangle do
manguezal do Rio Pacoti - CE, visando conhecer o padréo dessas comunidades e os fatores

que governam sua distribuigéo.

3.2.  Objetivos especificos

m  Aplicar a técnica de DGGE (Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante)
para analise de diversidade;

m Verificar a ocorréncia de variag0es na estrutura das comunidades microbianas
entre 0s pontos e entre os periodos de coleta (seco e chuvoso);

m Relacionar ocorréncia dos micro-organismos com os fatores ambientais

acessados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Areade estudo

O Manguezal do Rio Pacoti localiza-se na regido metropolitana de Fortaleza
(RMF), entre os municipios de Fortaleza, Aquiraz e Eusebio, litoral leste do estado do Ceara.
Sua bacia hidrogréfica € a maior da RMF. Atualmente, sofre impactos ambientais tais como a
poluicdo da agua, desmatamento da vegetacdo nativa, principalmente vegetacdo de dunas e de
mangue, extracdo de areia, argila, pedra e langcamento de efluentes industriais causando, erosao
assoreamento e a consequente diminuicao da biodiversidade local (CAMPOS et al., 2003). A
especulacdo imobiliaria na foz do rio é grande, principalmente na regido do Porto das Dunas
(Fig. 4) (COSTA, 2004). O estuario possui aproximadamente 15 km de extensdo e o
manguezal, 160 hectares. Em 15 de Fevereiro de 2000: foi criada da APA do Rio Pacoti, com
2.915 hectares.

Figura 4: Impactos sofridos na &rea do Manguezal do rio Pacoti. A — Empreendimentos
imobiliarios as margens do rio, B —Assoreamento na foz do Rio Pacoti. Foto A: Acervo
pessoal. Foto B: CAMPOS et al., 2003.
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4.2. Coleta

O solo foi coletado de trés pontos distintos do manguezal do Rio Pacoti (Fig. 6)
em mareé baixa de amplitude de 0.0 a 0.3 na rizosfera de Rhizophora mangle na profundidade
de 0 a 10 cm. Foram feitas quatro coletas, duas no periodo seco (S1, em outubro de 2007 e
S2, em novembro de 2008) e duas no periodo chuvoso (C1, em maio de 2008 e C2, em junho
de 2009). O primeiro ponto de coleta situa-se 0 mais proximo ao mar, enquanto o terceiro
ponto encontra-se principalmente sob a influéncia do rio, sendo o segundo ponto
intermediério aos dois. O solo foi coletado de cada ponto, com auxilio de um amostrador
cilindrico de PVC, de acordo com o seguinte procedimento: um quadrado de 2 m de lado foi
demarcado e foram coletadas amostras de seus vértices e de um ponto central, perfazendo 5
amostras de cada ponto de coleta. As amostras de solo destinadas as analises moleculares
foram armazenadas em frascos estéreis (Fig. 5) e postas em caixa térmica com gelo. O solo
destinado para analises fisico-quimicas foi acondicionado em sacos plasticos. As amostras de
solo coletadas foram imediatamente levadas ao Laboratério de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (LemBiotech), onde uma parte do solo foi centrifugada para a retirada da agua
intersticial, da qual foram medidos pH e salinidade e as outras partes foram armazenadas em
congelador para as analises moleculares e secas em estufa para as analises de granulometria e

matéria organica.

Figura 5: Procedimento de coleta do solo, mostrando a retirada do solo com o amostrador de
PVC e acondicionamento das amostras em frascos estéreis.
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Figura 6: Localizacdo dos pontos de coleta no manguezal do Rio Pacoti — CE.

4.3.

Analises granulométricas

O solo, apds secagem em estufa a 60°C, foi pesado em duplicatas de 100 g cada e

lavado em peneira de abertura de malha de 0,062 mm para a separagédo da fracéo silte-argila

da areia. A areia retida na peneira foi retirada e posta em frascos para secagem em estufa a
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60°C. A areia seca foi submetida a agitacdo em um conjunto de peneiras de decrescente
abertura de malha (de 4,75 a 0,062 mm). As fracdes retidas em cada peneira foram pesadas e
esses dados serviram de entrada para o programa de andlise granulométrica ANASED 5j,
desenvolvido pelo Laboratério de Geologia Marinha e Aplicada — UFC. A classificacdo
nominal foi dada segundo Folk e Ward (1957) e as porcentagens de areia, silte e argila na
escala de Wentworth (1922).

4.4.  Teor de matéria organica

A determinacdo do teor de matéria organica foi feita pelo método de perda de
peso por ignicdo (PPI), descrita por Schulte e Hopkins (1996), na qual as amostras de solo
secas em estufa a 60°C foram postas em cadinhos, previamente secos em dessecador, em
triplicatas de 0,5 g. As amostras foram colocadas em mufla a 550°C por 4 horas. Apos
resfriamento, as amostras foram novamente pesadas e o teor de matéria organica foi
calculado pela formula: M.O. (g/Kg) = [(Mi — Mf)/Mi] * 1000, na qual M.O. é a matéria

organica, Mf é a massa apds combustdo e Mi, a massa inicial.

4.5. Extracdo de DNA

Antes do procedimento da extracdo, as 5 amostras de solo coletadas de cada ponto
foram homogeneizadas e feitas subamostras compostas de cada ponto de coleta. A extracdo de
DNA total foi feita em triplicata utilizando-se o kit comercial PowerSoil™ DNA Isolation kit
Sample (MoBio, USA), seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante que se resume
na pesagem de aproximadamente 0,25 g de solo, sendo adicionadas a microtubos contendo
esferas em solucdo e homogeneizados. A lise celular ocorre por mecanismos fisicos e
guimicos. Nas etapas que seguem, o DNA gendmico total de cada amostra é capturado por
uma membrana de silica contida em uma coluna do tipo spin. O DNA ¢ lavado e, entdo,
eluido da membrana utilizando-se 100 pL de agua estéril ausente de DNAse. A quantificacéo
do DNA extraido foi feita em espectrofotdmetro tipo nanodrop (NanoDrop Technologies,

USA). As amostras foram armazendas a -20 °C.
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46. PCR-DGGE

Para analise das comunidades de bactérias por DGGE, primeiramente foi feita uma
reacdo de amplificacdo utilizando os iniciadores 338F GC (5 GCC CGC CGC GCG CGG CGG
GCG GGG CGG GGG CAC GGA CTC CTA CGG GAG GCA GCA 37) e 518R (5’ATT.ACC
GCG GCT GCT GG 3’) especificos para a regido variavel V3 do rRNA 16S. A amplificacdo foi
realizada em um termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) nas seguintes condices:
95°C por 5 min, 30 ciclos de 92°Cpor 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min, e um periodo de
extensdo final a 72°C por 10 min. Ja para arquéias, foi feita uma primeira amplificagdo com os
iniciadores universais para 0 rRNA 16S, 20F (5 TTC CGG TTG ATC CYG CCR G 3’) e 958R
(5’-YCC GGC GTT GAM TCC AAT T-3), nas condigdes de 95°C por 5 min, 30 ciclos de 95°C
por 30 s, 53°C por 30 s e 72°C por 1 min; e uma extensdo final de 72°C por 10 min. O volume de
1 pL dos produtos dessa amplificacdo foram utilizados como molde para uma nova amplificacdo
utilizando os iniciadores especificos para a regido V3 do rRNA 16S, 340F GC (5’ CGC CCG
CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC CTA CGG GGY GCA
SCA 3’)e519R (5> TTA CCG CGG CKG CTG 3°), sob as seguintes condicdes: 95°C por 5 min
e 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos, 72 °C por 1 min e um periodo de
extensdo final a 72°C por 6 minutos. Todas as reacdes foram feitas usando de 10 a 20 ng/uL de
DNA total do solo, o que correspondia a um volume de 1 pL. Todas as rea¢des foram de 25 uL e
continham: 2,5 pL de tampéo para PCR 10X; 1,5 pL de MgCl, 50 mM; 0,5 uL de dNTP 10 mM,;
0,2 uL de Taq Polimerase 5U (Invitrogen); 1 uL de cada primer a 5 pmol e agua ultrapura (Milli-
Q) esterilizada, completando o volume final. Os produtos gerados foram visualizados através
de eletroforese em gel de agarose 2%, marcado com SYBR® Safe DNA (Invitrogen) em TBE
0,5X, utilizando-se um sistema de fotodocumentacdo ultravioleta (UVP). Como padrdo de
tamanho de DNA, foi utilizado um marcador de massa molecular de DNA de 1Kb (Invitrogen).
Os amplicons gerados foram separados por DGGE. Os géis de acrilamida 8% foram preparados
com gradientes desnaturantes de 30 a 65%, usando uma solucdo desnaturante 100% (7M uréia e
40% formamida) e uma solucdo 0% (sem uréia e formamida) (JVREAS et al., 1997). A
eletroforese foi realizada a 60°C e a 200V constantes por 4h, em um sistema DCode (BioRad),
utilizado a solugdo tampdo TAE 0,5X. Apos a eletroforese, o gel foi imerso em solucdo de
SYBR-Green | (Molecular Probes) na concentracdo de 1:10.000 (v/v) por 1h, utilizando-se um
agitador horizontal. A imagem do gel foi capturada em um sistema de fotoducumentagdo
ultravioleta (UVP).
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4.7.  Analise dos dados

Para analise dos géis de DGGE a plataforma GelCompar 1l do programa
BioNumerics (Applied Maths, Beélgica) foi utilizada para normalizacéo, conversao e comparacao
das imagens em matrizes de presenca/auséncia e intensidade de bandas. A normalizacdo e
selecdo de bandas, feita pelo programa, foram cuidadosamente avaliadas e corre¢des manuais
foram feitas quando necessarias. Com o auxilio do programa, foram gerados agrupamentos
hierarquicos, analises de Escalonamento Multidimensional Nao-Métrico (NMDS) e matrizes
considerando presenca ou auséncia das bandas, as quais foram utilizadas para analises
subsequentes de indices de diversidade, usando o programa Primer versdo 6.0 e de correlagdo
dos dados ambientais com a ocorréncia das bandas, determinada pela Analise de Componentes
Principais (PCA), realizada pelo programa Canoco (Canoco 4.5, Biometris, Wageningen,
Holanda).
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5. RESULTADOS

5.1.  Variaveis ambientais e caracteristicas do solo

Os valores das variaveis ambientais (pH e salinidade) e caracteristicas do solo
(matéria orgénica, fracdo silte-argila e classificagdo granulométrica do solo) dos solos da
rizosfera de Rhizophora mangle do manguezal do Rio Pacoti nos 3 pontos de coleta e nos

periodos seco (S1 e S2) e chuvoso (C1 e C2) estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Variaveis ambientais dos pontos e periodos de coleta e caracteristicas gerais dos solos.

Ponto / pH Salinidade Matéria Organica  Silte + Argila  Classificacéo do

Periodo (9/Kg) (%) solo
181 7,49 47 39,04 21,45 Areia
281 7,26 53 99,48 43,84 Areia lamosa
3951 6,41 40 107,11 94 Lama
1C1 7,43 34 105,22 71,86 Lama arenosa
2C1 7,65 35 70,82 35,81 Areia lamosa
3C1 7,27 8 114,88 92,47 Lama
1582 6,80 47 32,91 18,38 Areia
2S2 7,36 46 57,66 33,08 Areia lamosa
352 6,70 34 155,31 93,98 Lama
1C2 6,98 26 32,63 16,17 Areia
2C2 7,69 25 55,16 27,77 Areia lamosa

3C2 7,57 6 124,13 93,21 Lama
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Através da observacdo dos dados da tabela 1 é possivel afirmar que o ponto 3
apresentou teores de matéria organica e silte-argila mais elevados do que nos pontos 1 e 2, mais
proximos ao mar. Também se observa que nos periodos chuvosos, houve uma reducdo na
salinidade, sendo esta reducdo bastante acentuada no ponto 3, por estar sob menor influéncia do
mar. O pH do solo pode ser considerado de ligeiramente acido a neutro, com valores de pH dos
trés pontos variando de 6,4 a 7,7 ndo ocorrendo variacOes significativas nos valores entre 0s

pontos e periodos analisados.

A figura 7 apresenta o agrupamento com base na matriz de distancia euclidiana para
fatores abidticos dos pontos 1, 2 e 3 em todos os periodos de coleta. Observa-se que o ponto 3,
por apresentar teores mais elevados de matéria orgénica e silte-argila, ficou mais distante dos
pontos 1 e 2. E possivel notar que o ponto 1 na primeira coleta do periodo chuvoso (1 C1)
agrupou-se com as amostras do ponto 3 por ter apresentado um alto teor de matéria organica e

de silte-argila, mais semelhantes com os valores encontrados para o ponto 3.
Distancia

0
0z
o

108
08
o0}

Amostras

Figura 7. Agrupamento com base na matriz de distancia euclidiana para fatores abi6ticos dos
pontos (1, 2 e 3) e periodos (seco e chuvoso) de amostragem do solo do manguezal do Rio Pacoti
- CE.
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5.2.  Analise dos padrdes de bandas gerados por DGGE

Os perfis das comunidades de Bacteria e Archaea de solos da rizosfera de
Rhizophora mangle dos pontos 1, 2 e 3 nos periodos seco (S1 e S2) e chuvoso (C1 e C2) do
manguezal do Rio Pacoti derivados da analise por Eletroforese em Gel de Gradiente
Desnaturante (DGGE) estdo representados na figura 8. Através da andlise dessa figura pode-se
inferir que os solos dos diferentes pontos de coleta diferem com relacdo as comunidades de
bactérias e arquéias que abrigam, tendo os pontos 1 e 3 se agrupado mais proximamente nas

comunidades de bactérias e os pontos 1 e 2 se agrupado mais proximamente nas comunidades de

arqueias.
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Figura 8. Agrupamentos hierarquicos com base nas distancia de Jaccard e no algoritmo UPGMA
e Escalonamento Multidimensional N&o-Métrico (NMDS) definidos a partir dos padrdes de
bandas obtidos por DGGE para Bacteria (A) e Archaea (B) nos pontos e periodos amostrados.
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Através dos dados de presenca e auséncia de bandas em perfis de DGGE foram
feitas analises de Escalonamento Multidimensional Ndo-Métrico (NMDS). A analise de NMDS
é uma técnica de ordenagdo utilizada em andlises ecol6gicas que tem por objetivo descrever a
estrutura de uma matriz complexa, ordenando objetos em um gréfico. Essa técnica tem por
objetivo gerar uma proporcionalidade entre as distancias dos objetos no espaco plotado e as
distancias entre os objetos no espaco multidimensional original, dessa forma, pontos que foram
plotados proximos apresentam maior similaridade entre si. Desta forma, pode-se perceber que 0s
pontos ficaram separados no espaco plotado, mostrando que a estrutura de comunidades
microbianas difere entre os pontos de coleta (Fig. 8).

Quanto aos periodos de coleta ndo foi possivel encontrar um padrdo na variagdo das
comunidades, embora nas comunidades de arquéias tenha havido uma tendéncia de agrupamento

anual e ndo sazonal.

Também com os dados de presenca e auséncia de bandas em perfis de DGGE
foram criadas matrizes binarias para comparagdes quantitativas entre as comunidades.
Primeiramente foi analisada a riqueza de UTOs das comunidades de bactérias e arquéias. (Fig.
9). Pode-se observar que as comunidades de arquéias apresentaram maior riqueza em relacéo

as de bactérias.

Com excecdo dos pontos 1 S1 e 2 S2 que apresentaram riquezas maiores, no geral,
a riqueza das comunidades bacterianas entre pontos e periodos foi semelhante. J4 em arquéias,
0 ponto 2 apresentou maior riqueza do que ponto 1 que, por sua vez, teve maior riqueza que o

ponto 3.

Os diagramas de Venn (Fig. 9) foram construidos para a melhor visualizacdo de
UTOs exclusivos e compartilhados entre os pontos, reunindo os UTOs de todos os periodos
analisados. A andlise desses diagramas mostra que 0s 3 pontos compartilham a maioria dos

UTOs tanto de bactérias como de arquéias, apresentando poucos exclusivos.
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Figura 9. Riqueza de Unidades Taxonémicas Operacionais (UTOs) detectadas com a técnica de
DGGE e Diagramas de Venn baseado nas UTOs para os grupos Bacteria (A) e Archaea (B).

5.3.  Indices de diversidade de Unidades Taxondmicas Operacionais

As matrizes de presenca e auséncia de UTOs nas amostras de solos obtidas através
das andlises de DGGE foram também analisadas por indices ecoldgicos (Tabelas 2 e 3). Os
indices apontaram similaridades em termos de riqueza, equitabilidade e diversidade entre as

comunidades de bactérias e arquéias dos pontos e periodos analisados.
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Tabela 2. indices de diversidade para as comunidades de Bacteria de amostras de solos do
manguezal do Rio Pacoti, CE.

Amostra S d J Itk A

1S1 28 3555 0,972 3,239 0,04098
1C1 17 2,111 09791 2,774 0,0651
182 18 2,289 0,9811 2,836 0,0656
1C2 18 23 09626 2,782 0,06758
251 21 2,669 0,9699 2,953 0,05437
2C1 20 2,609 09711 2,909 0,05682
252 25 3,028 09723 3,13 0,04563
2C2 19 242 09589 2,824 0,06382
381 19 2,598 0,9587 2,823 0,0633
3C1 18 2,493 0,9595 2,773 0,0668
382 20 2,493 0,9466 2,836 0,06385

3C2 20 2,606 0,9465 2,835 0,06406

S: ndmero de UTOs; d: riqueza de Margalef; J*:equitabilidade de Pielou;
H’: diversidade de Shannon e A: diversidade de Simpson.
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Tabela 3. indices de diversidade para as comunidades de Archaea de amostras de solos do
manguezal do Rio Pacoti, CE.

Amostra S d J Itk A

1S1 26 3,242 0,9879 3,219 0,04092

1C1 22 2,748 0,9859 3,047 0,0488

1S2 24 2944 0,9908 2,149 0,04362

1C2 25 3,083 0,9885 3,182 0,04245

281 29 3,523 0,9539 2,212 0,0446

2C1 28 3,401 09652 3,216 0,0431

252 27 3,251 0,9798 3,229 0,04119

2C2 26 3,128 09823 3,2 0,04219

381 18 2,191 0,9533 2,755 0,06923

3C1 14 1805 0,906 2,391 0,1064

352 17 2,064 0,965 2,734 0,06912

3C2 20 2,389 0,971 2909 0,05721

S: ndmero de UTOs; d: riqueza de Margalef; J*:equitabilidade de Pielou;
H’: diversidade de Shannon e A: diversidade de Simpson.

5.4. Relagdo das comunidades microbianas com as variaveis ambientais e caracteristicas

do solo

Para correlacionar os dados de presenca e auséncia de UTOs obtidos por DGGE com
as variaveis ambientais e caracteristicas do solo, utilizou-se a matriz de ordenagdo gerada pela
analise de NMDS para o célculo da anélise de componentes principais (PCA) complementando
0s dados obtidos através da anélise da estrutura de comunidade microbianas por DGGE (Fig. 10).
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Para Bacteria e Archaea, a dimensdo 1 ou componente principal 1, explicou 52,8 e 59,6% da

variabilidade dos dados, respectivamente, enquanto a dimensdo 2 ou componente principal 2

explicou a variabilidade restante, totalizando juntas 100% da variabilidade total dos dados. De

maneira geral, evidenciou-se a disposi¢do dos pontos de coleta em quadrantes separados.

Desta forma é possivel observar que as comunidades de Bacteria e Archaea nos

diferentes pontos amostrados diferem em estrutura e essas diferencas estdo relacionadas aos

fatores abioticos analisados. As amostras do ponto 2 se relacionaram com altos valores de pH e

salinidade enquanto as amostras do ponto 3 com altos valores de matéria organica e silte-argila.
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Figura 10: Analise de Componentes Principais das comunidades de Bacteria (A) e Archaea (B)

dos solos estudados.
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6. DISCUSSAO

As medidas das variaveis ambientais dos solos do manguezal do Rio Pacoti
mostraram que o ponto 3 apresentou maiores valores de matéria organica e silte-argila e menores
valores de salinidade e maior variacdo na salinidade do periodo seco para o chuvoso. Esses
resultados podem ser explicados pela maior distancia do ponto 3 do mar, tendo menor salinidade,
sujeito a um menor hidrodinamismo, e , consequentemente, seus solos possuem textura mais
fina, retendo, por sua vez, mais matéria organica. A maior variacdo nos valores de salinidade se
deve a maior influéncia de 4gua doce no periodo chuvoso advinda de um aumento no volume do

rio.

Os valores de pH encontrados para o solo de rizosfera de Rhizophora mangle neste
trabalho foram semelhantes aos encontrados para 0 manguezal do Rio Jaguaribe também na zona
leste do litoral cearense (6,63 e 7,34 para 0s periodos seco e chuvoso, respectivamente)
(NOGUEIRA et al., 2009) como também do Rio Mucuri, na Bahia (7,5 e 7,4 para bosque
ribeirinho e bosque de bacia, respectivamente) (CUZZUOL; CAMPOS, 2001).

Cintron e Schaeffer-Novelli (1983) salientam que o pH do solo é uma funcdo do
contetdo de umidade e das flutuagdes do nivel fredtico. Como os solos da rizosfera de
Rhizophora mangle estdo constantemente sujeitos a inundacdo, por estarem proximos a
margens dos rios, ndo houve uma variacdo significativa nos valores de pH nas amostras

analisadas.

A salinidade das amostras de agua intersticial dos solos de rizosfera de
Rhizophora mangle do manguezal do Rio Pacoti foi maior nos pontos 1 e 2 do presente
estudo. A maior proximidade do mar e a evapora¢do acentuada nos periodos secos
contribuiram para a alta salinidade encontrada nesses pontos. Segundo Soto e Jiménez (1982),
a salinidade pode estar relacionada as condic¢des climaticas e edaficas. Em lugares aridos, os
periodos prolongados de seca, como é o caso dos manguezais de regides do nordeste semi-

arido, temperaturas altas e substrato arenoso favorecem a elevagédo do gradiente salino.

Os pontos 1 e 2 também apresentaram maiores teores de areia devido ao maior
hidrodinamismo das areas, confirmando observacgdes de que salinidades mais altas coincidem

com os sitios mais ricos em particulas arenosas sustentadas por Soto e Jiménez (1982).
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Quanto aos valores de matéria organica, estes sdo funcdo das caracteristicas dos
solos, estando em maior quantidade em solos de granulometria fina, e a granulometria, por sua
vez, ¢ influenciada pelo hidrodinamismo do ambiente, quanto menor for o hidrodinamismo,
menor serdo as particulas do solo. No caso deste estudo, como pontos de coleta estavam numa
distancia crescente da influéncia do rio, os valores de matéria organica e granulometria

responderam de acordo com essa variagdo, sendo essas variaveis maiores no ponto 3.

Schaeffer-Novelli, Lima-Mesquita e Cintron-Molero (1990) comentam que na
regido de Cananeia, estado de Sao Paulo, quando da influéncia mais pronunciada das aguas
dos rios os solos contém mais matéria organica (145 g/Kg) e sdo na maioria de granulometria

fina e muito fina, resultados semelhantes ao que foram encontrado neste estudo.

Locais sujeitos as variagdes da maré possuem solos anaerdbicos e redutores
combinados com elevados teores de M.O., como foi constatado no solo de Rhizophora.
mangle. Desse modo, essa espécie parece ser mais adaptada a parte inferior do estuario,

caracterizada por solos encharcados e anaerébicos (TOMLINSON, 1986).

E notavel, ao analisar essas variaveis ambientais e as caracteristicas do solo, que o
ponto 3 é mais diferente dos pontos 1 e 2, observacdo que foi confirmada pela matriz de
distancia feita com os fatores abioticos analisados, na qual os pontos 1 e 2 apresentaram uma

menor distancia entre si e ambos distantes do ponto 3.

Para estudar as variacdes na estrutura e diversidade das comunidades de bactérias
e arquéias do solo da rizosfera de Rhizophora mangle do manguezal do Rio Pacoti nos trés
pontos amostrados e nos periodos seco e chuvoso a técnica de DGGE foi utilizada. Esta
técnica consiste na separacdo, através da utilizacdo de desnaturantes que rompem as ligacoes
entre os nucleotideos, de fragmentos de PCR de mesmo tamanho obtidos do DNA total de
uma comunidade, porém com composi¢des nucleotidicas diferentes, gerando um padrdo de
bandas caracteristico de cada comunidade, permitindo comparagdes entre 2 ou mais

comunidades distintas.

Essa técnica vem sendo eficientemente utilizada em estudos como uma
abordagem simples de obtenc¢éo de perfis de comunidades microbianas e pode ser usada para
identificar diferengas espaciais e temporais na estrutura de comunidades ou para monitorar

mudangas na estrutura que ocorrem em reposta a impactos ambientais (MURRAY;
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HOLLIBAUGH; ORREGO, 1996; MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993;
WAWER et al, 1995). Alem disso, como cada fragmento de DNA no perfil é derivado de
populacdes distintas filogeneticamente, se pode obter uma estimativa do nimero de UTOs e
abundancia baseadas no numero e na intensidade dos fragmentos amplificados nos perfis
(DVREAS et al., 1997).

Zhang e coloboradores (2009) estudando comunidades bacterianas de solos de um
manguezal da China verificaram que o numero de bandas por amostra variou entre 24 e 29
(com média de 26), indicando uma comunidade bacteriana diversa em solos de manguezal.
Resultado semelhante foi encontrado neste trabalho, com um ndmero de bandas de
comunidade de bactérias variando de 17 a 28 com média de 20.

Walsh, Papke e Doolitle (2005) estudando comunidades de arquéias em solos com
gradiente de salinidade também encontraram riquezas semelhantes entre os pontos de coleta,
porém a estrutura das comunidades era diferente. Os autores afirmam que esse resultado
indica uma mudanca clara na estrutura da comunidade de arquéias ao longo de um gradiente

de salinidade.

A riqueza de arquéias encontrada neste trabalho foi maior que a de bactérias,
resultado diferente dos demais trabalhos que estudaram comunidades de bactérias e arquéias
na camada de 1-10 cm de solo de manguezal (CURY, 2002; NUNES, 2006; MENDES, 2009),
Este fato pode ser explicado por uma limitagcdo da técnica de DGGE que uma comunidade
complexa, como, por exemplo, a do solo, pode ter numerosas populacdes (de >100 a
possivelmente >10%) em proporcdes relativamente equivalentes, deste modo, resultando em
um “borrado” de bandas o que torna dificil a identificacdo de populacdes individuais
(NAKATSU; TORSVIK; @VREAS, 2000).

No presente estudo, os géis de Bacteria apresentaram muitas bandas que nédo se
resolveram havendo uma subestimacdo da riqueza de UTOs, enquanto que nos géis de
Archaea as bandas ficaram mais bem resolvidas, pela menor quantidade de UTOs, dando a

impressdo de que a riqueza de Archaea seria maior.

Porém, ao contrario do que se pensava, as arquéias, como as bactérias, ocorrem
em uma ampla variedade de ambientes e somente alguns deles sdo considerados extremos de

alguma forma. Na maioria dos ambientes as arquéias tendem a ter uma diversidade menor do
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que bactérias. Entretanto arquéias contribuem com uma grande proporcdo dos organismos
procarioticos presentes na maioria dos ambientes estudados até agora (ALLER; KEMP, 2008)

Isso explica porque h&a uma grande riqueza de arquéias em solos de manguezal.

Gans, Wolinsky e Dunbar (2005) e Torsvik, Sorheim e Goksoyr (1996) discutem
que, apesar de os solos abrigarem comunidades microbianas complexas com a riqueza da
populagéo estimada excedendo centenas de UTOs, apenas de 20 a 40 bandas em um perfil de
DGGE podem ser claramente resolvidas em um gel, sendo impossivel para este método
detectar a diversidade completa na maioria da amostras de solo. Somente produtos de PCR
que tém representatividade de no minimo 1% da amostra total sdo observados como bandas
em um perfil de DGGE (GELSOMINO et al., 1999).

Em relagdo aos periodos estudados, ndo foi encontrado um padrédo de variacdo das
comunidades de bactérias. Ja em arquéias houve a tendéncia de agrupamento anual e ndo
sazonal. Isso pode ser explicado pela forma como as arquéias interagem e fazem uso do
ambiente de formas mais restritivas do que as bactérias. Por exemplo, as arquéias podem viver
em micronichos enquanto as bactérias vivem em ambientes mais amplos ou em micronichos
diferentes no mesmo ambiente (ZHANG et al., 2009), deste modo as bactérias sdo mais

suscetiveis a variagdes no ambiente do que as arquéias .

Walsh, Papke e Doolitle (2005) estudando comunidades de arquéias em solos com
gradiente de salinidade discutem que é pouco provavel que um declinio na salinidade resulte
na extingdo de uma comunidade inteira de arquéias e que muitas sao capazes de sobreviver a
periodos de salinidade reduzida em micronichos com maior salinidade mantida pela natureza
heterogénea do solo. Entretanto os autores especulam que arquéias migratorias recolonizem
prontamente o solo se a sua populacdo é reduzida depois da estacdo chuvosa anual, o que
reforca o fato de que as comunidades de arqueias resistem a mudancas de condi¢des no

ambiente.

Embora os solos estudados apresentem caracteristicas abidticas diferentes, muitos
UTOs, tanto de comunidades de bactérias como de arquéias, foram comuns a todos 0s pontos
de coleta. Este resultado pode ser atribuido ao fato de que todas as amostras foram coletadas
de solo de rizosfera de Rhizophora mangle e ja se sabe de estudos anteriores que a estrutura de

comunidades microbianas da rizosfera € influenciada pela espécie de planta, por conta das
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diferencas no que é exudado pelas raizes e a deposicdo em diferentes zonas das raizes
(JAEGER et al., 1999; BRIMECOMBE; DE LEIJ; LYNCH, 2001).

Em seu trabalho, Costa e colaboradores (2006), estudando comunidades
bacterianas de solo por DGGE, observaram que indiferentemente do local de coleta, solos que
ndo eram de rizosfera e de rizosfera abrigavam comunidades microbianas diferentes em
abundancia de UTOs (efeito rizosférico) e que a abundancia de algumas populagdes
bacterianas na vizinhanca das raizes estava condicionada a espécie de planta. Os autores ainda
afirmam que tipo de planta e o local de amostragem, agem em conjunto determinando a
composicao microbiana na rizosfera. E importante enfatizar que o que esta sendo chamado de
“local de amostragem” se refere a areas com grandes variagdes de fatores ambientais e
bidticos, tais como a estrutura do solo e variaveis fisico-quimicas, disponibilidade de
nutrientes, conteldo de matéria organica, condi¢des climaticas locais, historico de uso da terra
e manejo. Todos esses fatores foram demonstrados como tendo papel na dindmica de
comunidades do solo (LATOUR et al., 1996; HORWATH; ELLIOTT; LYNCH, 1998;
LUPWAYI; RICE; CLAYTON, 1998; MARSCHNER et al., 2001; SESSITSCH et al., 2001;
SCHONFELD et al., 2002; GARBEVA; VAN VEEN; VAN ELSAS, 2004; SALLES; VAN
VEEN; VAN ELSAS, 2004) e podem estar agindo simultaneamente na determinagdo da
composic¢do da microbiota indigena.

Marschner et al. (2001) propuseram ainda que ha uma interacdo complexa entre o
tipo de solo e a espécie de planta que afeta a composicdo da comunidade bacteriana e a

contribuicdo de cada fator varia em cada caso.

Neste estudo as comunidades de bactérias e arquéias apresentaram estruturas
diferentes, ocasionadas pelas diferentes caracteristicas do solo e variaveis ambientais
encontradas nos pontos de coleta, porém a grande quantidade de UTOs compartilhados pelos
pontos pode ser explicada pela atuacdo do efeito rizosferico que determina a ocorréncia de

determinados grupos de micro-organismos.

Os indices de diversidade sdo Uteis como uma abordagem inicial para estimar a
diversidade de comunidades microbianas, por exemplo, quanto maiores os valores de H’,
maior a diversidade da comunidade microbiana. Os indices de diversidade consistem em dois
componentes: 0 numero total de espécies ou riqueza de espécies e a distribui¢cdo do nimero de
individuos dessas diferentes espécies, a equitatividade (KENNEDY;;SMITH, 1995).
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Estudando comunidades bacterianas do solo do manguezal da Barra Grande — CE,
Rocha (2008), pela técnica de polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo
terminal (T-RFLP), constatou que os valores dos indices de diversidade Simpson e Shannon,
riqueza de Margalef e equitabilidade de Pielou observados foram semelhantes em todas as
amostras, o qual confirma que a diferenca em quantidade de UTOs nos solos dos trés pontos
do manguezal estudado pela autora ndo foi significativa. A autora atribuiu esses resultados a

um estagio de equilibrio dessa comunidade bacteriana.

De fato, Atlas (1984) comenta que comunidades instaveis sao caracterizadas pela

dominéncia de alguns poucos organismos e, consequentemente, uma baixa diversidade.

Em éreas poluidas e em monoculturas, a diversidade de substratos que pode ser
utilizados pelos micro-organismos é bastante reduzida. Em areas poluidas por compostos
organicos como solos de areas impactadas por fazendas de camarao, a maioria dos substratos
é representada por carboidratos prontamente degradaveis, proteinas e lipideos em contraste
com solos de areas ndo impactadas nas quais a componente organico mais abundante é o &cido
hdmico. A reducdo de nichos resulta em uma reducgdo na diversidade bacteriana. Alteracdes
podem também dar uma vantagem seletiva a algumas populacdes bacterianas as quais se
adaptam e crescem rapidamente nas novas condicdes. As analises de DGGE revelam reducéo
na diversidade e que populacfes tornam-se dominantes em ambientes impactados (TORSVIK
etal., 1998).

Em solos ricos em matéria organica, como os deste estudo, o nimero de diferentes
substratos é muito grande. As bactérias ndo se especializam em um Unico substrato, mas a
diversidade delas tem a habilidade de utilizar combinagdes de substratos em diferentes
condicdes fisico-quimicas (BROCK; MADIGAN, 1988). Portanto a ndo dominancia de UTOs
e uma semelhanca nos indices de diversidade entre pontos e periodos analisados, revelam um

estagio de equilibrio das comunidades microbianas do solo neste manguezal.

Por causa das limitacGes inerentes a técnica de DGGE, os indices de diversidade
calculados pelo padrdo de bandas obtidos por DGGE devem ser interpretados apenas como
uma indicacdo e ndo uma medida absoluta do grau de diversidade em uma comunidade
microbiana (EICHNER et al., 1999).
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Um organismo pode produzir mais de uma banda no DGGE devido a presenca de
multiplas cdpias do operon do rRNA (NUBEL et al., 1996; RAINEY, et al., 1996; CILIA;
LAFAY; CHRISTEN, 1996). Por outro lado, sequéncias parciais do rDNA 16S nem sempre
permitem a discriminagdo entre espécies, fazendo com que uma banda do DGGE possa
representar varias especies com sequéncias parciais do rDNA 16S idénticas (VALLAEYS et
al., 1997). E, ainda, em uma mistura de rDNAs alvo presentes em varias concentracdes, as
sequéncias menos abundantes ndo sdo amplificadas suficientemente para serem visualizadas
como bandas em um gel de DGGE. Portanto, o padrédo de bandas obtido no DGGE reflete
apenas o0s tdxons mais abundantes de uma comunidade microbiana (MUYZER; DE WAAL;
UITTERLINDEN, 1993). Essas limitacdes da metodologia dificultam a interpretacdo dos
resultados no que se refere a estimativa de diversidade, porém ndo invalidam sua utilizacédo

para detectar alteracfes das comunidades.

Uma razdo importante para se utilizar indices de diversidade € que muita
informacgdo pode ser descrita por um numero. Porém também pode esconder informacdes
importantes, pois os indices de diversidade indicam somente se as comunidades sdo
diferentes, mas n&o o que contribui para essas diferencas (3VREAS; TORSVIK, 1998).

Varidveis ambientais afetando comunidades de bactérias no solo tém sido
detalhadas ha varios anos (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001). Os resultados de
Alexander (1971) mostraram que a presenca e auséncia de géneros particulares de bactérias
cultivaveis dependeriam de atributos do solo. Embora se conheca como bactérias cultivaveis
respondem a variaveis ambientais em manguezais (TAKIZAQA; COLWELL; HILL, 1993;
WU, 1993; WANG; HONG, 2005), pouco se conhece sobre como essas variaveis influenciam

a estrutura de comunidades microbianas em solos de manguezal.

Considerando a diversidade de fatores relacionados com a distribuicdo de espécies
em um ecossistema tdo complexo como o de manguezal, a aplicacdo de uma analise multifatorial
torna-se desejavel para uma interpretacdo mais precisa sobre a distribuicdo de espécies nesse tipo

de ambiente.

Em geral a relagdo entre a composi¢cdo da comunidade bacteriana e os fatores
ambientais € complicada em manguezais. A composi¢do da comunidade bacteriana varia com

as condicGes ambientais e a variacdo na composi¢cdo da comunidade bacteriana pode gerar
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uma mudanca nas concentracdes de nutrientes em ecossistemas de manguezal (ZHANG et al.,
2009).

Neste trabalho, as analises multivariadas apresentaram-se como importantes
ferramentas no estudo de diversidade microbiana e permitiu aumentar a sensibilidade da resposta
da analise de perfis de DGGE de comunidades de bactérias e arquéias, sendo as variaveis

ambientais e caracteristicas do solo Uteis para a interpretagdo dos resultados obtidos.

Através da utilizacdo da analise de PCA, foi possivel relacionar a ocorréncia das
comunidades microbianas com as variaveis ambientais, viabilizando identificar quais fatores
ambientais estdo relacionados com as diferencas de estrutura de comunidades microbianas

encontradas entre os pontos de coleta.

Os resultados revelaram que a composicdo da comunidade microbiana variou em
areas diferentes do manguezal e estavam fortemente correlacionados com a matéria organica,
contetdo de silte-argila, salinidade e pH, indicando que essas variaveis influenciariam a
estrutura de comunidades microbianas em solos de manguezal. Semelhante resultado foi
encontrado para comunidades bacterianas de um manguezal na China, no qual a matéria
organica, o pH e o fésforo disponivel foram as varidveis que influenciaram na estrutura de

comunidades bacterianas nos solos de manguezal (ZHANG et al., 2009).

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se afirmar que as comunidades
de bactérias e arquéias do solo da rizosfera de Rhizophora mangle do manguezal do Rio
Pacoti — CE apresentaram composicao e estruturas diferentes, devido as diferentes variaveis
ambientais e caracteristicas em que habitam. Apesar das diferencas de condi¢des ambientais
as quais essas comunidades estavam submetidas, muitas UTOs sdo compartilhadas pelos
pontos e este fato pode ser explicado pelo efeito rizosférico, ja que todas as amostras foram
coletadas de rizosfera de Rhizophora mangle. As andlises de diversidade mostraram que entre
0s pontos e periodos de coleta ndo houve diferengas entre os indices analisados e que esses

resultados indicam o solo desse manguezal estd em equilibrio dindmico.

E possivel ainda afirmar que as técnicas moleculares e analises empregadas neste
trabalho podem ser utilizadas para monitoramento de areas, sendo este estudo uma primeira

analise das comunidades de bactérias e arquéias do solo do manguezal do Rio Pacoti — CE.
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7. CONCLUSAO

O solo superficial da rizosfera de Rhizophora mangle do manguezal do Rio Pacoti
— CE abriga populacdes diversas e estaveis de micro-organismos. A composicao das
comunidades microbianas esta relacionada com as varidveis ambientais e as caracteristicas
dos solos e a estrutura das comunidades de bactérias e arquéias variou espacial e
sazonalmente. A partir dos resultados deste trabalho é possivel inferir que os impactos
decorrentes da urbanizacao da regido parecem nao estar afetando as populacdes microbianas,
ja que ndo se detectou predominancia de nenhum UTO, evidenciando que essa comunidade

esta em equilibrio.
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