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RESUMO

Os manguezais sao ecossistemas de extrema importancia ecoldgica e econémica
para a humanidade e tém sido eleitos como uns dos principais biomas responsaveis pelo
sequestro de carbono do planeta. No sul do Brasil, a Baia Babitonga abriga a maior parte
das florestas de manguezal de Santa Catarina (75%) e sofre com inumeras atividades de
degradacéao, sendo as principais: a ocupagao e supressao ilegal da vegetacao, o despejo
direto de esgoto doméstico (Praia do Lixo), a presenga e expansao de portos no estuario
(Porto) e o trafego intenso de embarcagdes (Iperoba) . Neste contexto, este trabalho teve
como objetivo avaliar atividades enzimaticas indicadoras de qualidade do solo e também
a abundancia e diversidade da comunidade bacteriana dos sedimentos de trés pontos sob
diferentes influéncias antrépicas do manguezal da Baia Babitonga. As anadlises das
enzimas evidenciaram uma maior atividade para Betaglicosidase na praia do Lixo,
arisulfatase teve aumento na area do porto e desidrogenase e fosfatase acida se
mantiveram constantes nos pontos avaliados. A concentragdo dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAs) apresentou valores maiores na regidao do Iperoba, para
praticamente todos os que foram analisados. Ja para a quantificacdo das bactérias, o
Iperoba registrou os menores valores em ambas as datas de coleta e uma maior
tendéncia na abundéancia de bactérias da Praia do Lixo. O sequenciamento massivo via
plataforma Illumina no nivel taxondmico de filo apontou os grupos de Proteobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Actinobacteria e Acidobacteria como os mais abundantes. As
classes Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Alphaproteobacteria foram as mais
evidenciadas como ja descrito na literatura. Vale ressaltar que as analises de
Betadiversidade bem como as inferéncias de riqueza (chao) e diversidade (shannon)
foram significativamente diferentes entre os pontos amostrados. De maneira geral, este
estudo fornece indicios sobre a abundancia e taxonomia microbiana nos distintos pontos
estudados, e indica que os grupos encontrados sao endémicos em relagao a perturbagao

antropica e bastante similares aos encontrados a outros ecossistemas de manguezais.

Palavras-chave: metagenémica, manguezal, Baia Babitonga



ABSTRACT

Mangroves are ecosystems of great ecological and economic importance for
mankind and these forests are one of the main biomes responsible for carbon
sequestration throughout the world. In southern Brazil, Babitonga Bay is home to 75% of
the mangrove forests from Santa Catarina state and suffers from numerous degradation
activities, such as: illegal occupation and suppression of vegetation, direct dumping of
domestic sewage (Praia do Lixo), the presence and expansion of ports in the estuary
(Porto) and the intense traffic of vessels (Iperoba). In this context, the main goal of this
work was to evaluate enzymatic activities as indicative of soil quality as well as the
abundance and diversity of the bacterial community from three areas under distinct
anthropogenic influence from Babitonga Bay's mangrove. The enzymatic analyses
showed a greater activity for Betaglicosidase in Praia do Lixo's point, while arisulfatase
increased in the Port mangrove and dehydrogenase and acid phosphatase remained
constant in the assessed points. The concentration of polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) showed higher values in the Iperoba region for practically all those analysed. As for
the quantification of bacteria, Iperoba recorded the lowest values in both sampling dates
and a tendency to have a greater abundance in Praia do Lixo. Massive sequencing by the
lllumina platform at the taxonomic level of phylum indicated the groups of Proteobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Actinobacteria and Acidobacteria as the most abundant. The
classes Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria and Alphaproteobacteria were the
most evidenced as already described in the literature. It is worth mentioning that the
Betadiversity analyzes as well as the inferences of species richness (chao) and diversity
(shannon) were significantly different among the points sampled. In general, this study
provides indications about the abundance and microbial taxonomy for Babitonga Bay
mangrove and indicates that the groups found are endemic to anthropic disturbance and

very similar to those found in other mangrove ecosystems.

Key words: metagenomic, mangrove, Babitonga Bay
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1 INTRODUGAO

As florestas de mangue servem como parte vital para a estabilidade e a saude de
muitos ambientes costeiros (VANNUCCI, 2001). Essas florestas sdo a transicdo do mar
para a terra e, dentro de suas inumeras fun¢des, sdo protegao natural ao longo da costa e
um ecossistema vital para a sobrevivéncia e reproducdo de mamiferos, aves, peixes e
vegetacdo (FAO, 2007; SANDILYAN; KATHIRESAN, 2015). Assim como outros
ecossistemas florestais, os manguezais estdo desaparecendo cerca de 2% ao ano
(ALONGI, 2002; SPALDING, 2010). Estes ecossistemas sdo areas de acumulo de
poluentes devido as caracteristicas tipicas de seus sedimentos anaerdbicos, compostos
essencialmente por graos finos e ricos em matéria organica (TAM; WONG, 2000). Esta
caracteristica associada ao crescimento constante dos processos de urbanizagdo nas
areas costeiras afeta diretamente os manguezais (LEE et al., 2006). A reteng&o e acumulo
de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), excesso de matéria organica e outros
poluentes altera as caracteristicas de seus sedimentos e criam um ambiente bioquimico
especifico que pode induzir mudancas no funcionamento do ecossistema
(CHAKRABORTY et al.,, 2015; FELLER et al.,, 2010; MEZIANE; TSUCHIYA, 2000;
SCHIMEL; BALSER; WALLENSTEIN, 2007).

A comunidade microbiana € um componente chave para a manutengcdo do
funcionamento dos ecossistemas, principalmente manguezais (ALONGI, 2005). As
bactérias ocupam uma ampla variedade de nichos e sao essenciais para processos
quimicos, como fixacdo de nitrogénio, fotossintese e decomposi¢cdo (IMCHEN;
KUMAVATH; BARH; AVEZEDO,; et al., 2017; JESSUP et al., 2004). Estudos moleculares
indicam que até 1 milhdo de espécies bacterianas e de arquéias estdo presentes em 10 g
de solo (ALONGI, 1990). Esta diversidade em pequenas escalas é um dos desafios da
ecologia microbiana em determinar os fatores que moldam as comunidades microbianas
do solo, sua resposta as mudangas ambientais e suas interagdes fisico-quimicas e
biolégicas (ALONGI, 2009; BALTAR et al.,, 2015). De maneira geral, a comunidade
bacteriana é afetada diretamente por alteragées na concentragcdo de matéria organica
(COLARES; MELO, 2013; MAHMOUDI et al., 2017) e pelo grau de antropizagdo de seu
entorno respondendo a contaminagdes por derrame de 6leo (DOS SANTOS et al., 2011;
TIRALERDPANICH et al., 2018), metais pesados (DE LA ROSA- ACOSTA et al., 2015),
desmatamento (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN, 2001), entre outros. Naturalmente, em
escala local, os microhabitats dentro do proprio ecossistema do manguezal, registram

uma microbiota diversa e distinta entre si (ROCHA et al., 2016). Quando comparadas em
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escalas regional e global, a tendéncia € que estas comunidades sejam compostas por
grupos taxondmicos semelhantes entre si (IMCHEN; KUMAVATH; BARH; AZEVEDO et
al., 2017; TAKETANI et al., 2018). A principal resposta da comunidade microbiana frente
as alteracdes antropicas se da por uma alteragdo na composigao dos taxons dominantes,
porém com uma manutengido das fungdes microbianas (redundéancia funcional), quando
comparados a ambientes ndo impactados (CABRAL et al., 2018; COTTA et al., 2019;
FERNANDES et al., 2014). Diante destes resultados, ainda s&o necessarios mais estudos
em escala local e, posteriormente, global para se compreender a influéncia de fatores
naturais e das mudangas ambientais em uma comunidade microbiana e sua contribuicao
para a biogeoquimica dos solos de manguezais (PROSSER, 2015).

Sendo assim, os manguezais compdem um bioma com caracteristicas distintas de
outros ecossistemas, o que confere a este ambiente uma biota composta por espécies e
condi¢cdes adaptativas altamente especializadas. A hipétese deste trabalho pressupde que
a tendéncia da comunidade microbiana observada nos bosques de manguezais do Brasil
e outros paises também ocorrera no manguezal da Baia Babitonga, Santa Catarina.
Sabe-se que diferentes locais e condigbes especificas podem sugerir algum tipo de
endemismo e grupos distintos responsaveis pelos processos envolvidos na ciclagem dos
nutrientes e funcionamento do ecossistema. Com amostras de trés ares do manguezal da
Baia Babitonga, espera-se registrar um aumento nos valores de descritores de
diversidade local (alfa diversidade), acompanhado de valores de diversidade funcional

semelhantes (redundancia funcional).
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2 INTERDISCIPLINARIDADE

Os micro-organismos sao extremamente importantes para o equilibrio ambiental, uma vez
que participam de processos ecoldgicos tais como a fotossintese oxigénica, a ciclagem de
nutrientes por meio da formagdo e decomposicdo da matéria organica, dos ciclos
biogeoquimicos e da manutengao da fertilidade dos solos. Em manguezais, a microbiota
mostra padrbes diferenciados, podendo depender da localizagdo geografica do bosque,
suas caracteristicas naturais, intensidade e tipo de agdo antrépica e até presenca de
espécies invasoras. Por depender de -caracteristicas especificas, a descricdo da
composic¢ao, distribuicdo e ecologia da microbiota é de extrema importancia para a
conservagao de manguezais. Um desequilibrio na microbiota pode causar sérios
transtornos a saude humana, como por exemplo a proliferagdo de microrganismos
patogénicos. Além disso, a prospeccado da diversidade microbiana em ambientes de
manguezal, potencializa as chances de sucesso na busca por novas moléculas bioativas.
Com isso, conhecimento das habilidades e potenciais bioquimicos, fisiolégicos e
estruturais da microbiota permite o aprofundamento de estudos na area farmacéutica, de
saude e Dbiorremediacdo, visto seu potencial biodegrativo para componentes

petroquimicos.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a abundancia e diversidade da comunidade bacteriana dos sedimentos de trés

pontos sob diferentes influéncias antrépicas do manguezal da Baia Babitonga.

3.2. Objetivos especificos

» Descrever as caracteristicas fisico-quimicas e detectar a presenca de HPAs nos

sedimentos de manguezais amostrados
* Avaliar os indicadores ambientais por meio da atividade de enzimas (Arilsufatase, B-
glicosidase, Fosfatase Acida e Desidrogenase) associadas ao ciclo do Carbono, Enxofre,

Fosforo e Nitrogénio;

* |dentificar e quantificar os microrganismos encontrados nas amostras de manguezais

por PCR quantitativo e sequenciamento de nova geragao.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Manguezais

O manguezal é um ecossistema de transicao entre o ambiente marinho e terrestre
e necessita de condigbes especificas para sua existéncia (SCHAEFFER-NOVELLI et al.,
1990). As florestas de mangue ocorrem em sedimentos lodosos de zonas estuarinas e
sao compostas por espécies vegetais altamente adaptadas a imersdo e exposi¢cao
periddica a marés altas, flutuagdes de salinidade e baixas concentragdes de oxigénio
(CINTRON-MOLERO; SCHAEFFER-NOVELLI, 1984; JIMENEZ; LUGO; CINTRON-
MOLERO, 1985; ROVAI et al., 2012). No Brasil, as florestas de manguezal atingem seu
desenvolvimento maximo na regido Norte e Nordeste (ALONGI, 2008; SANDILYAN;
KATHIRESAN, 2015), enquanto a regiao Sul é o limite austral de ocorréncia deste
ecossistema devido sua baixas médias de temperatura e pequena amplitude térmica
(CHAVES; BOUCHEREAU, 2000; LUTHER; GREENBERG, 2009). A costa do Brasil
concentra a terceira maior area de manguezal do mundo e responde por metade do total
de areas deste ecossistema para a América do Sul, cobrindo cerca de 1.400.000 ha de
sua costa (ALONGI, 2014). Dentro dos bens e servigos fornecidos pelos manguezais,
pode-se destacar a protecdo a impactos fisicos nas zonas costeiras (ALONGI, 2015;
MMA, 2010), area de reproducao de organismos marinhos (FAO, 2007), manutencao da
pesca e sustento de comunidades ribeirinhas (BEZERRA, 2008; DA NOBREGA ALVES;
NISHIDA, 2003; SEVERINO-RODRIGUES; PITA; GRACA-LOPES, 2001), além de serem
eficientes sumidouros de carbono (KJERFVE; LACERDA, 1993). Por mais que seja um
ecossistema naturalmente resiliente, o0 manguezal tem sofrido impactos permanentes
decorrentes da agcdo humana (CAVALCANTE et al., 2009; GODOY; DE LACERDA, 2015).
O rapido crescimento urbano e industrial, atividades de aquicultura e extragao de recursos
madeireiros sdo alguns dos principais fatores que tornam o ecossistema de manguezal
um dos mais degradados nas zonas costeiras tropicais (HARITASH; KAUSHIK, 2009). No
Brasil, € estimado que cerca de 50.000 ha foram perdidos nos ultimos 25 anos
(FERREIRA; LACERDA, 2016) e a tendéncia é que estas estimativas aumentem (ROVAI
et al., 2012). Apenas na regido do nordeste brasileiro a area de manguezal diminuiu cerca
de 26% como resultado da atividade de cultivo de camardes (QUEIROZ et al., 2013). Em
areas portuarias, estes ecossistemas estdo constantemente sob risco iminente de
poluicdo aguda causada por acidentes com embarcagdes e sofrem com a poluicao
cronica advinda de derrames constantes de petroleo ou combustivel (MACIEL-SOUZA et
al., 2006).
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4.2 Caracteristicas fisico-quimicas de sedimentos de manguezal

Os sedimentos de manguezal sédo caracterizados pela combinacdo de varios
fatores fisicos, quimicos e biolégicos, que podem variar consideravelmente entre os
diferentes locais que ocorrem (FERREIRA et al., 2007; OTERO; MACIAS, 2002;
SHERMAN; FAHEY; HOWARTH, 1998). Sao essencialmente aluviais, sendo
transportados e depositados nos bosques de manguezal pela acédo de rios e mar. A
composicdo dos sedimentos €& areia, silte e argila em diferentes combinacoes,
dependendo principalmente da hidrodindmica e estrutura do manguezal. As florestas de
mangue sao geralmente ambientes fechados e protegidos, com aguas de baixa energia o
que é favoravel a sedimentagdo de particulas de argila (FURUKAWA; WOLANSKI;
MUELLER, 1997; KATHIRESAN, 2003); no entanto, solos contendo particulas de areia
mais grossa também foram relatados (CLOUGH, 1992). O estudo de Ferreira e
colaboradores (2010) em um manguezal no sudeste do Brasil, aponta que particulas de
areia foram dominantes sobre as particulas de argila e silte, exceto em camadas mais
profundas das amostras, nas quais a argila era a fracdo de tamanho dominante. A
mineralogia da argila, teor de carbono organico total e oxigenagdo sdo algumas das
caracteristicas que variam significativamente em diferentes profundidades de amostragem
(SIVASOTHI; NG, 2002). A camada superficial se forma livremente e pode ter uma textura
mais arenosa, apresentando tons mais claros e textura mais porosa, o que facilita a
percolagdo e a aeragdo da agua durante a maré baixa, mas com altas concentragdes de
matéria organica (HOSSAIN; NURUDDIN, 2016). O estrato abaixo da superficie
corresponde a sedimentos constantemente alagados e pouco aerados. Os sedimentos de
caracteristica lodosa, tipicos destes ecossistemas, apresentam um odor forte devido a
presenca de sulfeto de hidrogénio resultante da presenca e agao de bactérias anaerdbias
redutoras de enxofre, organismos abundantes em condi¢cdes de anoxia (SIVASOTHI; NG,
2002). O acumulo e a degradacédo de compostos toxicos (KE et al., 2002) e a mobilizagao
e disponibilidade de oligoelementos também influenciam significativamente os sedimentos

e a composicao dos bosques de manguezais (MACHADO et al., 2004)

4.3 Contaminantes em manguezal — os HPAs

Uma das maiores preocupacgdes atualmente é a contaminagdo dos manguezais por
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) (DAT, CHANG, 2017; ALMEIDA et al.,
2018; ANDRADE et al., 2010). Estes compostos sdo extremamente recalcitrantes, toxicos,

carcinogénicos e apresentam alta mutageneicidade (MUMTAZ et al., 1995). As fontes
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destes contaminantes podem ser naturais como erupg¢des vulcanicas (UMAR MAIGARI;
UMAR MAIGARI, 2015) e incéndios espontaneos (JIA; BATTERMAN, 2010), ou
provenientes de atividades humanas como resultado da combustdo incompleta de
combustiveis fosseis, derramamento de oleo e queimadas (SCHMIDT et al., 2015).
Devido aos diversos arranjos que as moléculas e os anéis aromaticos dos HPAs podem
tomar, estima-se que existam mais de 100 tipos destes compostos (IUPAC). No entanto,
para estudos de impacto aos ecossistemas a Agéncia Nacional de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA), referéncia para estudos deste género, recomenda
considerar somente 16, por sua importancia industrial, ambiental e toxicolégica
(SCHMIDT et al., 2015). Os HPAs nao sao sintetizados artificialmente para uso industrial,
porém ha registros de alguns deles com utilidade comercial. Em geral sao utilizados em
industria farmacéutica, na producdo de plasticos e compostos da industria quimica
(ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2016). Apesar de serem os principais poluentes do ar, é
majoritariamente nos solos que estes compostos sdo depositados (MUMTAZ et al., 1995).
Os solos de manguezais concentram grandes quantidades de HPAs em comparacao a
outros ecossistemas marinhos (BAYEN, 2012; LEWIS; PRYOR; WILKING, 2011). O
contato inicial das comunidades microbianas de manguezais com estes contaminantes
altera drasticamente sua composicao, favorecendo grupos degradadores de moléculas de
alto peso molecular (LI et al., 2015; MACIEL-SOUZA et al., 2006; ZHOU, H. W. et al.,
2009). Na porgédo vegetal destes ecossistemas, os HPAs causam desorganizagdo das
células meristematicas e do tecido condutor das raizes, e ainda alteram organelas
criticas, como nucleos, cloroplastos e mitocondrias, responsaveis pela vitalidade celular e
pela transformacdo de energia (NAIDOO; NAIDOO, 2016). Por serem extremamente
lipofilicos, estes contaminantes tendem a bioacumular em organismos de niveis tréficos
superiores como caraguejos-uga (NUDI et al., 2007) e inibir e interferir no equilibrio da
producao de enzimas envolvidas na defesa antioxidante de ostras de mangue (RAMDINE
et al.,, 2012). No Brasil, os bosques de manguezal sofrem especialmente em areas
urbanizadas ou portuarias, onde ha descarga de efluentes domésticos e industriais e
passagem constante de embarcacdes (CAVALCANTE et al., 2009; MARTINS et al., 2011).
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4.4 Diversidade bacteriana em manguezais

Apesar de serem ambientes extremos, 0s manguezais abrigam uma grande
diversidade bacteriana. Em amostragens de sedimentos o0s principais grupos
sequenciados sao semelhantes, independentemente da regido (NIKOLAKI; TSIAMIS,
2013) pertencendo aos filos Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes.
Estes sao os grupos que em geral perfazem mais de 80% da diversidade bacteriana das
amostras de manguezal em paises como india (CHAKRABORTY et al., 2015;
FERNANDES et al.,, 2014), Brasil (DIAS et al., 2010), China (TONG et al., 2019). De
maneira geral, Proteobacteria é o filo mais encontrado nos manguezais, porém os
vinculos entre os organismos do filo e as variaveis ambientais no ecossistema de
manguezais ainda ndo estdo completamente claros. A dominéncia do filo ocorre em
ambientes com altas concentracées de HPAs (DOS SANTOS et al., 2011), de metais
pesados (ALMEIDA et al.,, 2009) e também é relacionada a concentragdo de matéria
organica (TONG et al., 2019). Outros filos como Bacteroidetes e Firmicutes parecem ter o
grau de profundidade e oxigenagcdo do sedimento como fator limitante para sua
distribuicdo e abundancia (SU et al., 2018; TONG et al., 2019). A estrutura e composigao
das comunidades microbianas em solos de manguezais € influenciada por fatores como a
concentracdo de nutrientes, biogeografia, profundidade no sedimento, atividades
antropogénicas, sazonalidade, agdo de marés e inclusive pela quantidade de raizes do
préprio mangue ou as espécies que compdem os bosques (BEHERA et al., 2018;
CHAMBERS et al., 2016; CHEN et al., 2012; DIAS et al., 2012; LUO et al., 2018; WU et
al., 2019). O que se sabe é que parece nao haver um padrao especifico na determinacao
da dominadncia das comunidades bacterianas, uma vez que estudos revelaram
consideraveis diferengcas dentro dos proprios manguezais na estrutura da comunidade
(BASAK et al., 2015; GOMES et al., 2014; ZHOU et al., 2017; ZHU et al., 2018). Porém,
varios outros estudos também relataram uma diferengca entre bosques de manguezais
(BIBI et al., 2017; FERNANDES et al., 2014; YUN; DENG; ZHANG, 2017). Isto sugere que
a estrutura da comunidade bacteriana dos manguezais seja especifica para cada
localidade. Os habitats unicos de mangue em diferentes locais geograficos parecem
hospedar bactérias com estruturas comunitarias distintas.

O reconhecimento de caracteristicas determinantes na presenca ou auséncia de
certas espécies da comunidade bacteriana em manguezais sé foi possivel por meio das

técnicas independentes de cultivo (ANDREOTE et al.,, 2012). Por permitir a extragao
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direta de material genético de amostras ambientais, estas técnicas impulsionam os
trabalhos cientificos na compreensao da complexidade microbiana e permitem trabalhos
que comparem diferentes situagdes de impacto ambiental em manguezais (DIAS et al.,
2010), localidades e estados de preservacgao diferentes (DIAS et al., 2011; DIAS et al.,
2012) e, inclusive, ecossistemas diferentes (IMCHEN et al., 2017). Estudos utilizando
sequenciamento de alto rendimento em sedimentos de manguezais no Brasil, China e
india ampliaram o conhecimento sobre a diversidade taxondmica microbiana e seu
potencial funcional (AHMED et al.,, 2011; ALVES DE CASTRO LOPES et al., 2013;
ANDREOTE et al, 2012; BASAK et al, 2014, 2015; CABRAL et al., 2016;
CHAKRABORTY et al., 2015; CHAKRABORTY et al., 2014; CHEN; YE, 2011; DIAS et al.,
2012; LIN et al., 2018; PRAMANIK; SENGUPTA; BHATTACHARYYA, 2019; REN et al.,
2008; TAKETANI et al., 2010; WU et al., 2016; YAO et al., 2017; ZHU et al., 2018). Porém
ainda existem desafios a serem superados em relagdo aos fatores envolvidos na
modelagem da biogeografia microbiana em manguezais. Com o advento das tecnologias
de sequenciamento de nova geracdo, a identificacdo molecular de microrganismos
substituiu a tradicional, dependente de cultivo, ampliando o conhecimento sobre a
diversidade de comunidades microbianas (SHOKRALLA et al.,, 2012). A maioria desses
estudos é baseada no sequenciamento do gene 16S rRNA, que é composto de regides
altamente conservadas intercaladas com regides hipervariaveis (YANG; WANG; QIAN,
2016). As regides conservadas servem como bases para a criacdo de primers de reagao
em cadeia da polimerase (PCR), enquanto o sequenciamento das regides hipervariaveis
identifica taxonomicamente as bactérias presentes nas amostras. O gene 16S rRNA
possui 9 regides hipervariaveis (V1-V9), que sao escolhidas de acordo com o grupo alvo
que sera avaliado juntamente da plataforma de sequenciamento escolhida (e.g. lllumina,
lonTorrent, Roche 454). As regides V1, V2 e V3 sdo amplamente utilizadas para a
identificacao de bactérias patogénicas (CHAKRAVORTY et al., 2007), enquanto a regiao
V1-V3 pode ser utilizada para identificagdo de bactérias da mucosa bucal humana
(KUMAR et al., 2011) bem como em amostras ambientais de sedimentos (LI et al., 2009).
A regido V4 foi apontada como a ideal para avaliar a comunidade bacteriana de um lago
ao indicar boa especificidade de dominio, maior cobertura e um espectro mais amplo no
dominio Bacteria (ZHANG et al., 2018). De maneira geral, a regido V3-V4 do gene é
amplamente utilizada nos sequenciamentos bacterianos de amostras de origem
ambiental, humana (GRASPEUNTNER et al., 2018) e alimenticia (POIRIER et al., 2018).

Estudos anteriores mostraram que a escolha de uma regido hipervariavel especifica
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direcionada no sequenciamento de 16S rRNA pode alterar significativamente a estrutura
percebida da comunidade microbiana (CAl et al., 2013; KLINDWORTH et al., 2013). Além
disso, a escolha dos conjuntos de primers especificos para levantamento da diversidade
bacteriana também deve ser considerada, uma vez que o uso de diferentes primers afeta
0 grau de cobertura e especificidade das analises (KLINDWORTH et al., 2013). Portanto,
a avaliagao critica da escolha de regides hipervariaveis é importante, de modo a

minimizar distor¢coes e conflitos na analise sequencial e na comparag¢ao da microbiota.

4.5 Atividade de enzimas como indicador ambiental

A manutencgao da ciclagem dos nutrientes nos sedimentos é realizada por meio da
degradacado dos compostos organicos através da secre¢ao de enzimas extracelulares da
parcela microbiana e da proépria atividade enzimatica do solo, que consiste em enzimas
imobilizadas nos coléides do solo e materiais humicos (CALDWELL, 2005; SRINIVASA
RAO et al., 2016). A atividade enzimatica em solos fornece informagdes sobre o potencial
bioquimico e sua capacidade de se recuperar frente a adversidades. Ainda, sao
indicadores da qualidade do solo, no sentido de que mudancas em fungdes-chave do
sedimento podem fornecer informacdes sobre o avancgo de iniciativas de biorremediacao
ou sobre o andamento do manejo dos solos estudados. A atividade enzimatica microbiana
€ uma caracteristica usualmente explorada em trabalhos que descrevem ou comparam o
estado de conservagdo de amostras de solos terrestres (MENDES; SOUSA; REIS
JUNIOR, 2015). Porém, avaliar esta caracteristica deveria ser frequente em solos de
qualquer ecossistema, ja que solos representam um recurso dinamico e n&do renovavel,
sao reservatorios de diversidade genética microbiana e abrigam os organismos-base das
cadeias troficas e ciclos biogeoquimicos (DORAN; ZEISS, 2000). A quantificagdo de
enzimas especificas permite inferir sobre a dindmica dos principais ciclos biogeoquimicos
como os ciclos do Carbono, Nitrogénio, Fosforo e Enxofre. Neste sentido, as principais
enzimas analisadas séo as B -glucosidases, as desidrogenases, as fosfatasess acidas e
as arilsulfatases.

As desidrogenases (E.C. 1.1.1) desempenham um papel importante nos estagios
iniciais da oxidagdo da matéria organica do solo, transferindo hidrogénio ou elétrons de
substratos para aceptores (MOESKOPS et al., 2010; ZHANG et al., 2010). A mensuragao
da atividade de desidrogenase (DHA) de um solo depende das atividades de varias
desidrogenases, que sdo parte fundamental do sistema enzimatico de todos os

microorganismos vivos, como enzimas do metabolismo respiratorio, ciclo do citrato e
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metabolismo do nitrogénio (SUBHANI et al.,, 2001). Assim, a DHA serve como um
indicador dos sistemas redox microbioldgicos e pode ser considerado uma medida
adequada das atividades oxidativas microbianas no solo. Devido a sua importancia nos
processos de transformagdo da matéria organica e ao seu potencial para indicar a
atividade microbioldgica disponivel no solo, a desidrogenase tem sido uma ferramenta
bioquimica escolhida em varios campos das investigagcdes da ciéncia agricola e do solo.
A producdo desta enzima em bactérias do solo é relacionada em grande parte a
organismos pertencentes ao filo Proteobacteria. Neste sentido, a presenga de
desidrogenase em amostras permite concluir que ha atividades de bactérias no solo
(WOLINSKA; STEPNIEWSKA, 2012) e podem dar indicagcdes do potencial do solo para
manter os processos biolégicos, que sdo essenciais para a sua fertilidade e
sustentabilidade (BALOTA et al., 2013).

As B -glucosidases (E.C.3.2.1.21) estdo incluidas no grupo das glucosidases, que
compreendem as enzimas mais comuns e predominantes no solo. A enzima desempenha
o papel de catalisar a hidrolise de B-glucosideos presentes em detritos vegetais em
decomposicéo no solo. Registra-se a produgéo de B-glucosidase ndo somente na parcela
microbiana dos sedimentos, como também em plantas, animais e leveduras (VEENA et
al., 2011). Com base nestes estudos, considera-se que uma parte da atividade enzimatica
de B-glucosidase dos sedimentos seja associada a enzimas de origem bioldgica, porém
nao mais associadas a células vivas. Desta forma, a atividade de B-glucosidase mede
também as enzimas excretadas na solu¢cdo do solo além das de origem microbiana
adsorvidas a argilas ou humus coloides (BUSTO; PEREZ-MATEOS, 2000). Por este
motivo, os valores de atividade de B-glucosidase sao utilizados para detectar o efeito de
manejo nos solos, ja que refletem a atividade biologica passada e a capacidade do solo
de estabilizar a matéria organica (BANDICK; DICK, 1999; NDIAYE et al., 2000). Ainda, é
uma enzima limitante da taxa de degradacéo microbiana de celulose para glucose, uma
importante fonte de carbono para a vida de microrganismos no solo (TABATABAI, 1994).
Geralmente, a atividade da B -glucosidase pode fornecer evidéncias avangadas de
mudangas no carbono organico muito antes de poderem ser medidas com precisao por
outros métodos de rotina (MAKOI; NDAKIDEMI, 2008). Ela também tem relagdo com o
teor de matéria organica do solo, sendo utilizada para se definir protocolos de adubacgao,
comparar tipos de plantio, ou direcionar atividades de manejo em solos terrestres
(FERREIRA; STONE; MARTIN-DIDONET, 2017; PORTILHO et al., 2015). Uma maior

compreensao das atividades da enzima B-glucosidase e dos fatores que as influenciam
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pode contribuir significativamente para os estudos do estado do ecossistema do solo
(DAS; VARMA, 2011).

As fosfatases (E.C. 3.1.3) constituem um grupo diverso de enzimas que hidrolisam
ésteres de fosfato presentes em varios tipos de substratos, sob diversas condigdes
(VINCENT, CROWDER; AVERILL, 1992). As enzimas do grupo das fosfatases catalisam
0 processo de mineralizagao do fosforo organico para formas que possam ser absorvidas
por plantas e comunidade microbiana (CONDRON; TURNER; CADE-MENUN, 2005).
Assim como as enzimas descritas anteriormente, as fosfatases nos sedimentos também
se originam de multiplas fontes como animais, plantas e bactérias. A atividade das
fosfatases sao influenciadas por flutuagdes na temperatura, salinidade, razdo fosfato-
fosforo, pH além das propriedades dos solos e acdo humana (ACOSTA-MARTINEZ;
TABATABAI, 2000; OPRICA et al., 2011; TRIPATHI et al., 2007). Sao 6timas indicadoras
de qualidade do solo e, em sistemas em equilibrio, espera-se que suas concentragcdes
sejam mais altas devido a maior quantidade de carbono organico presente no sedimento
(AON; COLANERI, 2001). Compreender a dindmica das atividades da fosfatase nos
ecossistemas do solo é crucial para predizer suas interacdes, pois suas atividades podem
regular a absorc¢ao de nutrientes e o crescimento das plantas (DAS; VARMA, 2011).

As enzimas do grupo das Arilsulfatases (E.C. 3.1.6) catalisam a hidrdlise de
ligacdes éster de arilsulfato liberando sulfonato livre (STRESSLER et al., 2016). Fazem
parte da ciclagem de enxofre (S) nos solos, atuando principalmente na mineralizagao
deste nutriente para o ion sulfato, absorvido por plantas. Parte consideravel das
arilsulfatases nos solos é secretada por bactérias em resposta a limitagdo do enxofre e
normalmente, sua ocorréncia nos solos & correlacionada com a biomassa microbiana e o
nivel de imobilizacdo do enxofre (VONG et al., 2003). Sabe-se que o processo de
mineralizagao do sulfato é afetado pela presenga de metais pesados no solo, alteragoes
no pH, teor de matéria organica. Até agora, sabe-se pouco sobre géneros ou espécies
microbianas especificas que desempenham um papel importante no ciclo do enxofre do
solo (KERTESZ; MIRLEAU, 2004) em que arilsulfatase € a enzima chave. Considerando a
importancia do enxofre na nutricdo de plantas, uma maior compreensao do papel das
arilsulfatases e da comunidade microbiana na mobilizagao de enxofre nos sedimentos em

solos agricolas € extremamente necessario.
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4.6. A Baia Babitonga

A Baia Babitonga compde o maior complexo estuarino do litoral de Santa Catarina,
com uma area de aproximadamente 160 km2 O estuario € composto por 4 bacias
hidrograficas: Palmital, Parati, Cachoeira e Cubat&o, e € rodeado pelos municipios de Séao
Francisco do Sul, Araquari, Joinville, Itapoa, Barra do Sul e Garuva. Historicamente, ao
longo de um processo de ocupacgao desordenada, a regido sofreu degradagdes de seus
ecossistemas, especialmente os manguezais (CREMER ; MORALES; OLIVEIRA, 2006). A
ocupacéo ilegal, o assoreamento acelerado por supresséo ilegal da vegetagao, a pesca
predatéria e caga clandestina, a ocupacéo ilegal das areas publicas, a poluigdo hidrica por
esgotos domésticos e industriais e o despejo de materiais sélidos sdo algumas das
atividades que mais ameagam o equilibrio da regiao (MMA, 2007). O estuario sofreu uma
alteragdo drastica em sua hidrodindmica em 1935 com o fechamento do canal do
Linguado (CREMER; MORALES; OLIVEIRA, 2006). Por conta disto, a regi&o acumula o
sedimento e poluentes dos municipios vizinhos ha 83 anos. Este assoreamento levou a
diminuicdo de cerca de 92% da profundidade do canal e, consequentemente, a impactos
ambientais e econdmicos para a regido (KNIE, 2002). Em geral a concentragao de metais
pesados nos sedimentos da Baia esta abaixo dos valores para ser considerado
contaminado, porém atencao é necessaria ao revolvimento de sedimentos na regido do
Canal do Linguado, que oferece riscos se houver a redisponibilizacdo de Cadmio,
Chumbo e Zinco a coluna d’agua (DEMORI, 2008). A regido € candidata a criagcado de
uma area protegida de uso sustentavel (MMA, 2007). A iniciativa se da pelo estimulo ao
ecoturismo na regido, pela forca da pesca artesanal ainda presente e para a preservagao
das espécies de importancia comercial e ecolégica. Seu entorno é rodeado por florestas
de mangue e importantes remanescentes de Mata Atlantica e restinga (KNIE, 2002).
Cerca de 75% dos bosques de manguezais do estado de Santa Catarina pertencem a
regidao que, em termos de cobertura vegetal, € o limite austral deste ecossistema no
Oceano Atlantico. Nas margens da Baia também esta inserido o maior polo industrial do
Estado de Santa Catarina, na cidade de Joinville; os portos de Sao Francisco do Sul e
Itapoa; e um terminal de transporte de petréleo em Sao Francisco do Sul. Atualmente uma
das maiores ameacas que a regiao sofre vem da construgdo de um terminal graneleiro na
regido da Ponta do Sumidouro, entre as praias do Capri e do Forte. A obra suprimira
114,43 hectares de vegetacdo nativa que compreende o manguezal, restinga arborea e
restinga arbustiva. De acordo com os grupos de pesquisa da regido, a Ponta do

Sumidouro é uma das regides mais produtivas da Baia. Nesta area ha ampla atividade de

23



pesca, registros frequentes de botos-cinza, toninhas, tartarugas, entre outras espécies. A
seguir um trecho do manifesto do “Projeto Toninhas” a respeito deste empreendimento:
“Segundo a LAI, a dragagem devera ocorrer 24 horas por dia, € a derrocagem das rochas
devera ocorrer por meio de 12 explosdes diarias, com remog¢ao das rochas acontecendo
24 horas por dia. Estas atividades s&o de altissimo impacto, comprometendo toda a
fauna. Somadas a elas, ainda estao previstas varias outras atividades associadas, como a
fixacdo de estacas para a construgcdo do pier. Naturalmente, a dragagem sera uma
necessidade constante nesta regido para manter a profundidade do canal de acesso dos
navios, o que representaria um impacto permanente para a regido.” O estuario é destino
de aves migratdrias nearticas (BISINELA; ANDRADE; CREMER, 2014; GROSE;
HILLEBRANT; CREMER, 2013); € area de vida do mero (GERHARDINGER et al., 2009) e
de espécies ameacgadas de extingdo como a toninha (Pontoporia blainvillei), a tartaruga-
verde (Chelonia mydas) e o boto-cinza (Sotallia guianensis) (CONSEMA/002, 2011). O
estuario também sustenta a atividade pesqueira local que realiza a captura de camardes
(Farfantepenaeus paulensis, Farfantepenaeus brasiliensis e Litopenaeus schimitti),
caranguejos (Ucides cordatus), peixes (GERHARDINGER, L.C. et al., 2006; MUNIZ;
CUNHA CHAVES, 2008; SOUZA-CONCEICAO et al., 2013), além de ser uma &area
propicia para o cultivo de moluscos (LOPES et al., 2013; TURECK et al., 2004). Apesar de
sua importancia, pouco se sabe sobre e biota da regido da Baia da Babitonga,
especialmente quando se trata de pequenos invertebrados e comunidade microbiana. A
auséncia de conhecimento basico sobre a regido, dificulta o desenvolvimento de politicas
adequadas de gestdo de conservagdo. Esta situagdo ndo € exclusiva da Baia da
Babitonga, mas € representativa na maioria das areas protegidas do Brasil, as quais
faltam estudos para fauna e flora tanto terrestres quanto aquaticas (AGOSTINHO et al.,
2005).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta de amostras

As amostras deste trabalho foram coletadas no manguezal da Baia Babitonga
(26°02" — 26°28'S e 48°28 — 48°50'W) em Dezembro dos anos de 2015 e 2016. Os
pontos de coleta selecionados estao localizados na mesma margem da baia, a fim de
minimizar os efeitos de possiveis diferencas de salinidade pela agdo das marés e aporte
dos rios, sendo a influéncia ambiental a mais semelhante possivel (Figura 1).

Figura 1 - Mapa da Baia Babitonga, com os locais selecionados para amostragem. (Fonte: Autor)

South
America

Os locais foram selecionados por meio de visita para reconhecimento da area. Um

esta localizado na Praia do Lixo (L), que sofre com a influéncia da construgao de
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moradias e despejo constante de esgoto doméstico (Figura 2A,B), outro esta localizado
proximo ao Porto de Sao Francisco do Sul (P), uma area com intenso fluxo de
embarcacdes e que passa por dragagens a cada 22 meses (PETCON, 2003) (Figura
2C,D). O ultimo local selecionado esta na regido do Saco do Iperoba (I) (Figura 2E,F),
onde nao houve supressao recente de vegetagcdo e ndo ha moradias em seu entorno,

sendo o local com o menor impacto possivel dentro dos requisitos estabelecidos.

Figura 2 — Imagens dos locais de coleta de amostras de sedimento no manguezal da Baia Babitonga. A e B:
Area da Praia do Lixo; C e D: Area do Porto; E e F: Area do Saco do Iperoba (Fonte: Autor)
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Para cada local foram selecionados trés pontos na zona de franja do bosque. De
cada ponto foram retiradas trés amostras da camada superficial do sedimento (0-10 cm)
para analise da comunidade bacteriana e das caracteristicas fisicas e quimicas do
sedimento. Assim, cada amostra era constituida de uma quantidade de sedimento, obtida
por amostrador de 10 cm de altura por 7 cm de didametro, introduzido no sedimento dos
manguezais e retirado contendo o material a ser analisado. Para se diminuir a agao da
variabilidade do ambiente, cada amostra foi composta de 3 sub-amostras
homogeneizadas in situ e armazenadas em tubos Falcon devidamente etiquetados. As
amostras foram imediatamente transportadas para congelamento e posterior analise em

laboratorio.

5.2. Extragcao de DNA das amostras do sedimento
A partir de cada uma das amostras, o DNA total foi extraido de acordo com a

metodologia descrita para o DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen).

5.3. Preparo da biblioteca de sequenciamento

A preparagao da biblioteca de sequenciamento foi executada de acordo com um
protocolo de PCR de duas etapas. As reagbes de PCR foram sempre realizadas em
triplicatas usando Platinum Taq (Invitrogen, EUA) com as condigbes: 95 °C por 5 min, 25
ciclos de 95 °C por 45 s, 55 °C por 0 s e 72 °C por 45 s e uma extensao final de 72 °C por
2 min para PCR 1. Na PCR 2, as condigdes foram 95 °C por 5 min, 10 ciclos de 95 °C por
45 s, 66 °C por 30 s e 72 °C por 45 s e uma extensao final de 72 °C por 2 min. Na
primeira reagao foram utilizados os primers 314F-806R (WANG et al., 2009; CAPORASO
et al., 2011) para a regido V3-V4 pois cobrem amplamente a identificacdo taxonémica de
Bacteria e Archaea (TAKAHASHI et al., 2014). Para a segunda reagao foram escolhidos
os primers V3-V4 com as seguintes condigdes: os primeiros primers de PCR continham
as sequéncias lllumina baseadas no adaptador de estrutura TruSeq (lllumina, San Diego,
CA), permitindo este segundo PCR com sequéncias de indexagéo. Esta ultima reacéo de
PCR foi purificada utilizando esferas AMPureXP (Beckman Coulter, Brea, CA) e as
amostras foram reunidas nas bibliotecas de sequenciamento.

Foi realizada a rarefacdo dos fragmentos obtidos e a unidade taxonémica (OTU)
‘Classe’ foi o menor nivel taxondmico analisado, para se garantir confiabilidade nos

resultados das analises estatisticas apresentadas neste trabalho.
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5.4. Analises fisico-quimicas do sedimento
5.4.1. Porcentagem de matéria organica, carbonato de calcio e granulometria

Parte do sedimento foi desidratado em estufa a 60 °C e depois de seco, foram
analisadas a porcentagem de matéria organica (M.O.) e de carbonato de calcio (CaCO3)
seguindo o método de Dean (1974). Apos o processamento das amostras, os valores de

porcentagem foram obtidos pela equacéao 1.

% (M.O. ou CaCOs) = [(Massa inicial — Massa final) x 100] / Massa inicial

O restante do sedimento seco em estufa foi queimado em solucdo de perdxido de
hidrogénio para as analises de pipetagem (GALEHOUSE, 1971) e peneiramento (escala

¢) (SUGUIO, 1973) para determinar as propor¢des dos diametros dos graos.

5.4.2. Determinagao da concentragcao de HPAs

Pesou-se 10 g de amostra em papel filtro com o solvente diclorometano marca
Sigma-Aldrich grau de pureza CGMS, na extragc&o via Soxhlet por 4 h. A extracdo das
amostras foi realizada em duplicata. Para a quantificacdo dos HPAs foi utilizado o
cromatografo gasoso marca Agilent, modelo 7890A com detector de espectrometria de
massa modelo 5975C. Foi adicionado a amostra 25 uL da solugdo estoque de HPA de
20,0 pg/mL e 25 yL de uma solucgdo de 20 pg/mL de padréo interno de HPAs deuterados.
A coluna cromatografica utilizada possuia fase estacionaria composta de 5% Fenil e 95%
Dimetilpolisiloxano, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro e 0,25 m de
espessura do filme. A temperatura da coluna era de 70 °C, com rampa de aquecimento de
15 °C/min até 190 °C, permanecendo por 0 min, 20 °C/min até 300 °C, permanecendo por
2 min e 25 °C/min até 310 °C, permanecendo por 5 min. O modo de injegao utilizado foi o
pulsed split, a uma temperatura de 280 °C, enquanto a temperatura da interface era de
290 °C. O tempo de corrida cromatografica foi de 17 min, o fluxo do gas de arraste na
coluna foi de 1,0 mL/min e o volume de injecdo, 1 pL. Nas condi¢cbes do Detector de
Massas o modo de detecgcdo é o SIM (selected ion monitoring), cuja finalidade € de

detectar apenas os ions principais de cada composto (Tabela 1).
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Tabela 1 - Principais ions dos compostos detectados no Detector de Massas.

Composto ion de quantificacao
Naftaleno 128
Acenafetileno 152
Acenafteno 154
Fluoreno 166
Antraceno 178
Fenantreno 178
Fluoranteno 202
Pireno 202
Criseno 228
Benzo(a)antraceno 228
Benzo(b)fluoranteno 252
Benzo(k)fluoranteno 252
Benzo(a)pireno 252
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276
Dibenzo(a,h)antraceno 276
Benzo(ghi)perileno 278
Acenafteno-d10 162
Antraceno-d10 188
Criseno-d12 240
Perileno-d12 264

5.5. Determinacao da atividade das enzimas associadas aos Carbono, Enxofre,
Fésforo e Nitrogénio.

A medida da atividade das enzimas B-glucosidase, arilsulfatase e fosfatase acida
baseou-se na determinacéo colorimétrica do p-nitrofenol liberado quando o sedimento é
incubado com uma solugédo tamponada do substrato especifico para cada enzima (Tabela
2).

Tabela 2 — Listagem das enzimas avaliadas neste estudo e seus respectivos substratos

Enzima Substrato
B-Glucosidase P-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo
Avrilsulfatase P-nitrofenil-sulfato
Fosfatase acida P-nitrofenil-fosfato

Foi pesado 1 g de sedimento livre de residuos organicos de cada amostra e
separado mais uma aliquota para controle. Para isso, o solo foi peneirado em malha de 4
mm e pedacos de raizes, plantas e outros materiais organicos grosseiros foram retirados.

Foram adicionados 4 mL de solugdo-tampao universal modificada (MUB) e 1 mL de
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solugdo tampédo. As amostras foram incubadas a 37 °C em frascos com rolhas de
borracha e, apds este tempo, foi adicionado 1 mL de CaCl, 0,5 M e 4 mL de Tris
(hidroximetil) aminometano (THAM) pH 12. Nos controles foi adicionado 1 mL de cada
substrato. As amostras foram filtradas em papel filtro n° 2. Ap6s serem filtradas foram
diluidas em 10x e a absorbancia da solucédo foi medida em espectrofotbmetro a 420 nm
(TABATABAI, 1994). A andlise foi realizada em duplicata e os resultados expressos em ug
de paranitrofenol liberado por grama de sedimento, por hora (ug PNP g™ h™).

Para a determinac&o da atividade das desidrogenases foi utilizada a metodologia
descrita por Casida et al. (1964) que se baseia na redugao catalisada pela desidrogenase
do corante cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolium (TTC) para 2,3,5-trifenilformazan (TTF), de
coloragao vermelha. Foi pesado 5 g de sedimento peneirado em malha de 2 mm para
cada amostra. Foram adicionados 5 mL de solugdo aquosa (20 g L™) de TTC em cada
amostra, que foram tampadas e incubadas a 37 °C por 24 h. Apds este periodo foi
adicionado 10 mL de metanol para a extragdo do TTF. As amostras foram centrifugadas
por 10 min a 3400 rpm, sobrenadante foi diluido em 10x e a absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 485 nm. A analise foi realizada em duplicata e os resultados

expressos em ug TPF g’ h™'.

5.6. Anadlises estatisticas dos dados

A fim de avaliar as respostas dos principais filos e classes sequenciados, foram
selecionados aqueles que ocorreram em pelo menos 1% das amostras. As principais
tendéncias de distribuicdo e a composi¢cdo da comunidade bacteriana foram descritas
através dos valores de alfa e beta-diversidade. A primeira corresponde ao numero de
classes na amostra, calculada através do indice de Shannon e de Chao (CHAO et al.,
2006; SHANNON, 1948) e foi ilustrada em graficos de box-plot. A segunda reflete a
heterogeneidade da estrutura da comunidade amostrada, sendo ilustrada neste trabalho
por meio de uma analise de coordenadas principais (PcoA). Estes resultados foram
obtidos por meio do Sistema Operacional do Brazilian Microbiome Project, utilizando-se o
pacote QIIME e a base de dados Greengenes para reconhecimento dos fragmentos
obtidos no sequenciamento (PYLRO et al., 2016)

Os parametros granulométricos foram determinados com a matriz das propor¢des
dos tamanhos dos gréos. Esta matriz foi analisada no programa SYSGRAN pelo método
de FOLK & WARD (FOLK; WARD, 1957) e com isso foram determinadas a média, a

selecdo, a assimetria e a curtose de cada amostra (CAMARGO, 2006).
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Os testes de homocesticidade (testes de Levene) e normalidade (testes de
Shapiro-Wilk) foram primeiramente executados como pré-requisitos para os testes
estatisticos.

Analises de componentes principais (PCA) foram realizadas para se testar se as
caracteristicas fisico-quimicas do sedimento, HPA e os valores de abundancia relativa da
comunidade bacteriana apresentaram alguma relagdo com as estagdes de coleta. Para se
compreender o efeito das variaveis ambientais (caracteristicas dos sedimentos e
concentracbes de HPAs) sobre os grupos selecionados, foram realizadas analises de
correlagdo de Spearman das seguintes combinagbes de matrizes: Filo x Sedimento;
Classe x Sedimento; Filo x HPAs; Classe x HPAs. A significancia dos coeficientes de
correlagao foi considerada quando p<0,05.

Para examinar a relacdo entre os fatores fisico-quimicos dos sedimentos e
concentracdo de HPAs sobre a similaridade na composicdo das comunidades foram
realizados Testes de Mantel padrao, utilizando-se o indice de bray-curtis para produzir as
matrizes a serem comparadas. A significancia das diferencas entre as matrizes foi
considerada quando p<0,05. Os testes de Mantel e correlagdes foram realizados
utilizando-se a rotina Vegan e Corrplot respectivamente, incorporadas no software R (R
Development Core Team, 2009).

Para se verificar a existéncia de padrbes nos valores de atividade enzimatica e
HPAs obtidos para cada estacdo de coleta, foram realizadas analises de variancia
(ANOVA) e Kruskall-Wallis respectivamente, utilizando-se o programa Past (HAMMER et
al., 2001).
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6 RESULTADOS

As analises in situ dos sedimentos registraram caracteristicas uniformes para a
maioria das variaveis avaliadas. A Unica exceg¢dao foi para os valores de oxigénio
dissolvido, que registrou a menor média na estagdo de coleta do Porto (8,85 mg L") e o

maior valor na estagdo da Praia do Lixo (14,75 mg L") (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores médios e desvios-padrao dos dados fisico-quimicos do sedimento nas estagdes

de coleta do manguezal da Baia Babitonga

Analise Porto Lixo Iperoba
Condutividade (uS/cm) 39.525,0+1590,99 40700+£4355,77 39490+£3917,37
Temperatura (°C) 18,70+1,41 18,9510,21 18,95+0,77
O, Dissolvido (mg L") 8,85+0,63 14,75+0,21 12,80+1,55
Salinidade 25,6310,52 27,23+1,46 25271279
pH 7,00£0,28 7,800 7,2040
Alcalinidade 100,004£28,28 100,004£28,28 8010
Dureza (ppm) 45010 45010 45010

O tamanho médio dos graos se manteve entre areia fina e areia média, sendo que
areia média ocorreu para todos os pontos da estacdo do Iperoba e os outros pontos

registraram ambos os tamanhos (Figura 3).

Figura 3 - Histograma representando a média dos tamanhos de gréaos para cada estagao de coleta do

manguezal da Baia Babitonga.
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Praticamente todos os pontos das estagbes de coleta apresentaram graos
pobremente selecionados. A Unica excegao foi registrada para o ponto da Praia do Lixo,

onde os graos foram moderadamente selecionados (Figura 4).
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Figura 4 - Histograma representando o grau de selegéo de gréos para cada estagao de coleta do manguezal

da Baia Babitonga.
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A classificagdo da assimetria dos grédos nos pontos de amostragem variou entre
muito positiva, positiva, aproximadamente simétrica e negativa. A maioria dos pontos da
estagdo do Porto registrou valores dentro da classificagdo aproximadamente simétrica,
enquanto na Praia do Lixo a maioria foi muito positiva. Os pontos da estacdo do Iperoba
registraram classificagcdo aproximadamente simétrica (11), muito positiva (I12) e negativa
(13) (Figura 5).

Figura 5 - Histograma representando o grau de assimetria de gréos para cada estacdo de coleta do

manguezal da Baia Babitonga.
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Com relagao a curtose, todos os pontos da estacdo da Praia do Lixo registraram
graos com distribuigdo leptocurtica. Os sedimentos da estagao do Porto variaram entre as
classificagdes muito platicurtica e platicurtica. E Iperoba apresentou um ponto com graos

de distribuicdo muito leptocurtica (I11) e o restante platicurtica (Figura 6).

Figura 6 - Histograma representando o grau de curtose de grdos para cada estacéo de coleta do manguezal

da Baia Babitonga.
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As maiores médias dos valores de porcentagem de matéria organica e carbonato
de célcio foram registradas para a estacdo do Porto. A estagdo do Iperoba registrou o
menor valor para carbonato de calcio, enquanto a Praia do Lixo apresentou o menor valor

de porcentagem de matéria organica (Figura 7).

Figura 7 - Histograma dos valores das médias percentuais de a) Matéria Organica e b) Carbonato de Calcio

(CaCO0:s) registrados para as estagdes de coleta do manguezal da Baia Babitonga.
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Foram analisados os 16 HPAs listados como prioritarios pela agéncia de protecao
ambiental dos Estados Unidos (USEPA) e somente Benzeno nao foi detectado nos
sedimentos das trés estacdes de coleta da Baia Babitonga. A analise de Kruskal-Wallis
nao evidenciou nenhuma diferenga estatistica significativa para as concentragbes dos
HPAs analisados (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores médios (ug/kg) e desvio-padrao dos HPAs analisados e respectivos resultados da analise
de Kruskal-Wallis

HPA Estacoes de coleta Kruskal-Wallis

PT LX IP H (Chi?) P
Naftaleno 28,20+0,41 324712 55 31.38i6 96 2 0,3679
Acenaftaleno 42 1743 67 39,49+2 78 60,69+24 07 069 0,7066
2-Bromonaftaleno 30,62+2 69 39,1543,19 63,49+26,84 425 01194
Acenafteno 43,89+0,46 44 27+2 72 64,87+24,50 0,69 0,7066
Fluoreno 54 56+7 21 55,26+2 84 87,95+41,35 055 15
Fenantreno 54,98+19,26 47,00+£3,32 99,33+73,23 0,55 10,7575
Antraceno 48,94+10,61 41,93+2 50 70,03+37,30 069 0,7066
Fluoranteno 82,15+31,84 55,42+3,13 122,83+96,46 2 0,3679
Benzo(a)antraceno 94 08+23,96 74,8613 20 1394249423 111 05738
Criseno 73,95+19,82 58,1943, 27 104,44+6801 1,13 0,5658
Benzo(b)fluoranteno 106,24+29,60 69,6414,05 131,59488,78 2 0,3679
Benzo(a)pireno 101,16£30,66 68,73+2,79 124 86+89 47 2 0,3679
Indeno(1,2,3-de)pireno 108,25+34,31 83,9716,01 243,02+239,33 0,69 0,7066
Dibenzo(a,h)antraceno 79,98+25 27 11414452 1351519599 055 0755
Pireno 76,06+28,72 57,31+3,85 127,46+104,63 0,69 0,7066

As analises de PCA foram aplicadas nos dados ambientais para se avaliar a
distribuicdo e possiveis relagdes das variaveis do sedimento e concentracbes de HPAs
nos 9 pontos de coleta deste estudo. Para as variaveis do sedimento, o PCA revelou que
os dois componentes principais (PC1 e PC2) explicaram 84,61% da variagao dos dados. A
analise revelou dois agrupamentos consistentes, sendo um formado pelos pontos P1, 11 e
I3 e o outro por L1, L3 e 12. O primeiro agrupamento foi associado aos valores de
assimetria, sendo composto por todos os pontos onde houve valores negativos para esta
variavel. O segundo agrupamento foi associado principalmente aos valores de selecéo e
as porcentagens de silte e argila dos sedimentos. Os pontos P2, P3 e L2 mostraram-se
distanciados de todos os outros. O ponto 3 da estagdo do porto (P3) ndo apresentou
nenhuma relagdo forte com as varidveis dos sedimentos, enquanto P2 se mostrou

influenciado pelos valores médios dos graos, porcentagem de matéria organica e areia. O
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ponto 2 da praia do Lixo (L2) se mostrou relacionado com a porcentagem de carbonato de

calcio (Figura 8).

Figura 8 - Representagao grafica da analise de componentes principais (PCA) das variaveis dos sedimentos

encontrados nas amostras.
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O PCA de HPAs explicou cerca de 92% da variagdo dos dados. Os pontos 11, 12 e
P1 nao foram agrupados ou relacionados a nenhum hidrocarboneto especifico. No
primeiro quadrante da representacao grafica observou-se um agrupamento dos pontos L1
e L2, relacionados as concentracbes de Bromonaftaleno, Acenafteno, Acenaftileno e
Fluoreno. O segundo quadrante exibiu o agrupamento dos pontos L3 e P2, relacionados
as concentragcbes de Naftaleno. O restante dos vetores gerados pelos valores de
concentracdo de HPAs apresentaram uma configuracdo colinear, sem ter relacao

graficamente visivel com os pontos coletados (Figura 9).
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Figura 9 - Representagao grafica da analise de componentes principais (PCA) dos HPAs encontrados nas

amostras.
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Com relagéo a atividade enzimatica nos sedimentos, a ANOVA realizada com todas

as amostras nado apresentou diferenga significativa para nenhuma enzima analisada
(Tabela 5).

Tabela 5 - Resultados da Analise de Variancia para a atividade enzimatica nas esta¢des de coleta

Enzima Estag&o de coleta ANOVA
Iperoba Lixo Porto g F MS  Tukey
/?;gs;};l';agﬁf? 37,00¢30,17 986641907 202,69+14144 2 2966 210385 ns

B-ﬁgﬁgiﬂﬁfe 69441528  124,94+4356 81,50£30,10 2 2523 2556,02 ns

Desidrogenase g 10+1859  84,99+19,96 80,97¢12,49 2 151 40,6488 ns
(g TTFg'h') —

Fosfatase acida 1118016849  134,05t43,56 178,56+48,19 2 1113 1547,87 ns
(ug PNP 1)

ns — néo significativo
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A aplicacdo da metodologia de PCR em tempo real permitiu quantificar as
comunidades alvo nas amostras de sedimentos dos distintos manguezais analisados.
Este sistema foi utilizado para quantificar o numero de cépias da regidao 16S usando este
valor como referéncia para atribuir abundancia as comunidades bacterianas. O tamanho
das regides amplificadas foi de 193 pb, e as regides foram amplificadas com uma
eficiéncia média de 92,6% e um valor de R? igual a 0,99. Todos os valores foram muito
semelhantes, mas foi observada uma maior tendéncia na abundancia de bactérias da

Praia do Lixo (Figura 10).

Figura 10 - Representacdo grafica das médias em log de cépias do gene 16S por grama de sedimento.

12

10

=)

=

@

E

B 8-

w

-

= W Porto
3 6 M Lixo
% Iperoba
[=2]

o

=]

w

&

(=9

0

Q

A tabela 6 apresenta os valores de abundancia relativa dos filos encontrados nas
amostras do ano de 2015. Proteobacteria foi o filo mais abundante em todos os pontos,
sendo os maiores valores registrados para a area do Porto (P1: 53,6%; P2: 57,8%; P3:
65,5%). Bacteroidetes (15,9%) e Chloroflexi (24,5%) foram o 2° e 3° filos mais
abundantes. Cyanobacteria praticamente ocorreu somente na area de Iperoba, mais
conservada (11: 3,6%; 12: 2,1%; 13: 1,2%). Spirochaetes foi mais abundante para Iperoba e
praia do Lixo. Esta ultima também registrou valores de abundancia relativa de Firmicutes
mais altos que os outros pontos (L1: 2,15; L2: 2,2%; L3: 2,7%).
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Tabela 6 — Valores de abundancia relativa de bactérias calculada para filos de cada ponto amostrado (I -

Iperoba; P — Porto; L — Praia do Lixo)

11 12 13 P1 P2 P3 L1 [ 2 L3
GNO4 0,9 15 13 0,9 0,6 0,3 0,5 0,5 0,4
Firmicutes 0,8 0,9 0,6 1 0,8 0,6 2.1 2.2 2.
Nitrospirae 1.1 0,3 0,2 11, 14 0,5 0,3 0,3 0,2
Spirochaetes 1,6 2,6 3 1,4 0,9 0,3 1,8 2,6 1,8
Caldithrix 19 1,7 2,7 16 0,9 0,6 1,6 1,7 13
Gemmatimonadetes 1.7 1,2 1,4 1.3 1.1 19 1.4 13 i &
Chlorobi 2 0,7 1,4 13 11 13 13 0,9 i i
Cyanobacteria 3,6 2.1 12 0,3 0,2 19 0,3 0,4 04
Acidobacteria 3,6 34 23 3.1 2.7 45 31 2.3 25
Actinobacteria 2,4 4 2 2,3 43 43 5 41 52
Chloroflexi 7.9 24,5 155 125 9,4 6,6 121 13,7 13.5
Bacteroidetes 15 9,6 15,9 13,3 14,4 9,3 14,2 15,9 14,6
Proteobacteria 51,6 36 435 53,6 57,8 65,5 48,9 46,7 50,9

Para os valores de abundancia relativa para classe, Gammaproteobacteria e
Alphaproteobacteria foram os grupos mais encontrados em todos os pontos. Spirochaetes
foi uma classe mais abundante para Iperoba e Praia do Lixo. Na Praia do Lixo se registrou
valores de abundancia relativa mais altos também para Clostridia. A area do porto
apresentou uma constancia nas propor¢cdes de abundancias relativas para praticamente

todas as classes quando comparadas as outras areas de coleta (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores de abundéncia relativa de bactérias calculada para classes de cada ponto amostrado (| -

Iperoba; P — Porto; L — Praia do Lixo)

11 12 13 P1 P2 P3 L1 L2 L3
OP8_1 0,3 1.4 0,7 04 0,2 0 1 1 0.8
Clostridia 0,8 0,8 06 09 0,7 0,6 19 1,9 2.5
0S-K 1 0,6 0,7 12 1 1,5 1,4 1 1,1
Cytophagia 1,8 1,1 1.3 09 13 1.2 0,7 0,7 06
Nitrospira 1.4 03 02 1,1 1.4 0:6 0,3 0,3 0.2
Gemm-2 1 06 09 0.7 0,5 1 09 0,8 06
Caldithrixae 1,9 2T 16 0,9 0,6 16 3 Jir 4 1.3
Ignavibacteria 1,9 06 1.3 1.2 11 1.2 1.1 0,7 08
Spirochaetes 1,4 21 25 1.2 0,8 0,3 1,6 2.4 1,5
PRR-12 1,8 1,6 1.2 1:5 1.3 0,8 14 1.1 1.1
Dehalococcoidetes 1 11,2 73 1,9 0,5 0 2.7 4 2,3
Acidimicrobiia 2.1 2 1.3 1.2 3,2 29 2 e Z
Flavobacteriia 3,8 1,8 2.8 29 6 3.1 3.5 3,1 3,3
Bacteroidia 7.4 6,2 10,7 8.8 57 2.8 89 1 94
Anaerolineae 6,8 120 79 104 8,8 54 9 94 8,7
Epsilonprotecbacteria 1.4 1.3 1,9 82 34 1,2 52 6 6,1
Alphaproteobacteria 85 57 6,7 65 8 195 11,2 10 128
Deltaproteobacteria 201 18,4 199 21,4 22 .4 17,2 17,6 17 174

Gammaproteobacteria 213 10.5 14,8 17,3 235 26,1 14,8 13,5 14,2
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A andlise de beta-diversidade mostrou que o padrao de distribuicdo das amostras

diferiu entre os locais de coleta. As amostras da Praia do Lixo estiveram mais agregadas

entre si do que as amostras do Porto e Iperoba (Figura 11).

Figura 11 - Representacao grafica de analise de Beta-diversidade para as classes de bactérias encontradas

nas estagbes amostradas.
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Este padrdo péde ser reconhecido também nos indices de diversidade ecologica

de Shannon (p = 0,004) e Chao (p = 0,01), calculados para as classes encontradas. Os

maiores valores de diversidade foram registrados para a area do Porto em ambos os

casos (Figuras 12 e 13).
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Figura 12 — Representacao grafica dos indices de diversidade Shannon para as classes encontradas nas

amostras.
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Figura 13 - Representagao grafica dos indices de diversidade Chao para as classes encontradas nas

amostras.
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Na analise de componentes principais, para filo e classe respectivamente, o
componente principal 1 explicou 40,34% e 46,23% da variabilidade dos dados (Figuras 16
e 17). O componente principal 2 explicou a variabilidade restante (Filo: 32,92%;
Classe:24,71%). De maneira geral, evidenciou-se uma disposi¢cao espalhada dos pontos
de coleta, sem um padrao especifico, evidenciando que as amostras sao diferentes entre

si. Somente a area da Praia do Lixo, foi representada de forma mais agrupada tanto para
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filo quanto para classe. As amostras desta area se relacionaram aos valores de
abundancia relativa dos filos Firmicutes e Bacteirodetes e a classe Clostridia. As amostras

da area do Iperoba e Porto ndo responderam a uma classificagao taxonémica especifica.

Figura 14 - Representacgao grafica da analise de componentes principais (PCA) dos filos encontrados nas

amostras.
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Figura 15 - Representacgéao grafica da analise de componentes principais (PCA) das classes encontradas

nas amostras.
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O teste de Mantel indicou que as concentracées de HPA foram significativamente
correlacionadas com a comunidade microbiana no nivel de filo (p=0,0124), significando
que areas com concentragdes semelhantes de HPAs apresentaram comunidades com
filos parecidos. Para o restante dos dados dos sedimentos e para o nivel taxonémico de
classe, os resultados nao exibiram qualquer padrdo de ocorréncia espacialmente

previsivel (Tabela 8).

Tabela 8 - Resultados do Teste de Mantel para a comparagao de matrizes de similaridade de Bray-Curtis

para HPA, Sedimento, Filo e Classe.

Matrizes Valor de R Valor de significancia (p)
Hpa x Classe 0,4773 0,0635
Hpa x Filo 0,7323 0,0124
Sedimento x Classe 0,0169 0,4484
Sedimento x Filo 0,0391 0,4013
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Ao correlacionar os valores de concentracido de HPA com os dados da comunidade
microbiana, os filos Cyanobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi e Bacteroidetes
apresentaram valor significativo com ao menos 3 dos 16 HPAs analisados (Tabela 9). O
filo com o maior numero de correlagdes significativas foi Bacteroidetes, que apresentou
majoritariamente correlacdo negativa com Naftaleno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno,
Antraceno, Fluoranteno, Benzoa-a-antraceno, Criseno, Benzo-b-fluoranteno, Benzo-a-
pireno, Indeno-1,2,3-de-pireno, Dibenzo-a,h-antraceno e Pireno. Para o filo Acidobacteria
houve menos correlagdes, porém praticamente todas registraram os valores de R mais
altos, indicando fortes correlacdes com Acenaftaleno, Acenafteno, Fluoreno e Antraceno.
Ao se analisar o nivel taxondmico de classe, Gammaproteobacteria registrou valor
negativo em relagdo a Naftaleno, enquanto OP8_1 registrou valor positivo para o mesmo
HPA. PRR 12 correlacionou positivamente com Bromonaftaleno e Acenafteno.
Dehalococcoides registrou um valor fraco, porém significativo, de correlagéo positiva com
Indeno[1,2,3-c,d]pireno. A classe Anaerolinae registrou um maior numero de correlagdes
significativas, sendo todas positivas e com os seguintes HPAs: Fenantreno, Fluoranteno,
Benzo[a]lantraceno, Criseno, Benzo[b]fluoranteno, Benzo[a]pireno, Indeno[1,2,3,c-
d]pireno, Dibenzo[a,h]antraceno e Pireno (Tabela 10). Para os dados de
sedimentos, os filos Actinobacteria e Firmicutes registraram correlagbes negativas
significativas com o tamanho médio dos grdos das amostras, enquanto Chlorobi e
Cyanobacteria apresentaram valores positivos para o mesmo parametro. Os grupo s
GNO04 e Gemmatimonadetes registraram correlagdes negativas com as porcentagens de
matéria organica (Tabela 11). Para as Classes, Clostridia, Cytophagia e Ignavibacteria
foram negativamente correlacianadas aos valores de tamanho médio dos graos. Clastridia
também registrou correlagcdo positiva com a os valores de assimetria dos graos (Tabela

12). Nenhum valor estatisticamente significativo foi registrado para Classes.
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Tabela 9 - Valores do coeficiente de correlagdo de Spearman entre as variaveis de valores de abundancia de filos e concentragdo de HPAs das amostras.

Valores significativos em negrito.

Filos NAP APT BrNAP ACE FLU PHE ANT FOR BaA CHR BbF BaP INP DBA PYR
GNO04 -0.168 0.228 0.156 0.301 0.337 0337 0301 0481 0445 0445 0481 0481 0409 0.337 0409
Firmicutes 0.658 -0.131 0.083 -0.119 0.131 0.131 0.095 -0.131 -0.107 -0.047 -0.131 -0.131 0 0.131 0
Nitrospirae -0.555 0457 -0.185 0.481 0.308 0.308 0284 0.667 0.568 0568 0.667 0.667 0.469 0.308 0
Spirochaetes 0.433 -0.373 0.397 -0.349 -0.12 -0.12 -0.301 -0.445 -0.337 -0.361 -0.445 -0.448 -0.204 -0.12 -0.204
Caldithrix -0.204 -0.192 0409 -0.096 0.18 0.18 -0.048 -0.096 0.048 -0.036 -0.096 -0.096 0.156 0.18 0.156
Gemmatimonadetes -0.481 -0.108 0.277 -0.843 0.216 0.216 -0.06 -0.012 0.18 0.096 -0.012 -0.012 0.24 0216 0.24
Chlorobi -0.742 -0.167 -0.203 -0.071 -0.131 -0.131 -0.119 -0.155 -0.059 -0.119 -0.155 -0.155 -0.107 -0.137 -0.107
Cyanobacteria 0.024 0.216 0.674 0.204 0409 0409 0373 0.072 024 0108 0.072 0.072 0325 0409 -0.203
Acidobacteria -0.048 0.831 0494 0.927 0.843 0843 0.879 0831 0927 0867 0.831 0831 0867 0.843 0867
Actinobacteria 0.452 0.261 0.166 0.142 -0.119 -0.119 0 -0.19 -0.142 -0.166 -0.19 -0.19 -0.166 -0.119 -0.166
Chloroflexi 0.547 -0.309 0.119 -0.214 0.071 0.071 -0.119 0 -0.047 0.047 0 0 0.047 0.071 0.047
Bacteroidetes -0.455 0506 -0.095 -0.682 -0.586 -0.586 -0.682 -0.766 -0.694 -0.79 -0.766 -0.766 -0.61 -0.588 -0.61
Proteobacteria -0571 0.118 -0571 0.071 -0.119 -0119 0071 019 0.071 0095 019 0.19 -0.047 -0.119 -0.047

Siglas: NAP = Naftaleno, APT = Acenaftileno, BrNAP = Bromonaftaleno, ACE = Acenafteno, FLU = Fluoreno, PHE = Fenantreno, ANT = Antraceno, FOR = Fluoranteno, BaA = Benzo[alantraceno,

CHR= Criseno, BbF = Benzo[bjfluoranteno, BaP = Benzo[a]pireno, INP = Indeno[1,2,3-c,d]pireno, DBA = Dibenzo[a, h]antraceno, PYR = Pireno
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Tabela 10 - Valores do coeficiente de correlagdo de Spearman entre as variaveis de valores de abundancia de classe e concentragao de HPAs das amostras.

Valores significativos em negrito.

Classes NAP APT BrNAP ACE FLU PHE ANT FOR BaA CHR BbF BaP INP DBA PYR

OP8_1 0.874 0012 0587 0.096 0323 0323 012 -0.012 0.096 0.12 -0.012 -0.012 0.228 0.323 0.228
Clostridia 0.578 -0.096 0.145 -0.06 0.193 0.193 0.157 -0.133 -0.06 -0.024 -0.133 -0.133 0.048 0.193 0.048
0OSK 0.049 -0.171 -0.317 -0.049 0 0 0 -0.073 -0.049 0.024 -0.073 -0.073 -0.049 0 -0.049
Cytophagia -0.747 0313 0.048 0289 0.072 0072 009 0301 0.301 0205 0301 0301 0.205 0.072 0.205
Nitrospira -0.556 0457 -0.185 0.482 0.309 0.309 0.284 0667 0568 0568 0.667 0.667 0.469 0.309 0.469
Gemm.2 -0.361 -0.217 0.325 -0.048 0.157 0157 -0.0¢6 -0.205 0.024 -0.072 -0.205 -0.205 0.12 0.157 0.12

Caldithrixae -0.205 -0.193 041 -0.096 0.181 0.181 -0.048 -0.096 0.048 -0.036 -0.086 -0.096 0.157 0.181 0.157
lgnavibacteria -0.814 -0.18 -0.311 -0.108 -0.156 -0.156 -0.108 -0.108 -0.06 -0.108 -0.108 -0.108 -0.12 -0.156 -0.12

Spirochaetes 0.381 -0.429 0.381 -0.381 -0.143 -0.143 -0.381 -0476 -0.357 -0.381 -0.476 -0476 -0.214 -0.143 -0.214
PRR.12 -0.216 0695 0.395 0.826 0.778 0778 0755 0826 0.898 0.85 0826 0.826 0.838 0.778 0.838
Dehalococcoidetes 0.643 -0.214 0429 -0.143 0.095 0095 -0.095 -0.167 -0.095 -0.071 -0.167 -0.167 0.024 0.095 0.024
Acidimicrobiia -0.22 0756 0.366 0.586 0.073 0.073 0244 0195 0268 0122 0195 0195 0.146 0.073 0.146
Flavobacteriia -0.524 0286 -0.095 019 -019 -0.19 -0.095 -0.071 -0.024 -0.119 -0.071 -0.071 -0.119 -0.19 -0.119
Bacteroidia 0.19 -0.833 -0.095 -0.786 -0.405 -0.405 -0.595 -0.762 -0.69 -0.667 -0.762 -0.762 -0.524 -0.405 -0.524
Anaerolineae 0.619 0119 0.048 0.238 0452 0452 0286 0.548 0429 0.571 0.548 0.548 0.476 0.452 0.476
Epsilonproteobacteria  0.143 -0.571 -0.643 -0.524 -0.262 -0.262 -0.238 -0.262 -0.381 -0.238 -0.262 -0.262 -0.333 -0.262 -0.333
Alphaproteobacteria 0.095 -0.167 0.095 -0.238 -0.31 -0.31 -0.286 -0.595 -0.452 -0.524 -0.595 -0.595 -0.405 -0.31 -0.405
Deltaproteobacteria -0.667 0.262 -0.452 0.262 0 0 0.167 0452 0.31 0.333 0452 0452 0.143 0 0.143
Gammaproteobacteria -0.85 0.096 -0.491 0.084 -0.216 -0.216 -0.084 0.108 0.048 0.024 0.108 0.108 -0.096 -0.216 -0.096

Siglas: NAP = Naftaleno, APT = Acenaftileno, BINAF = Bromonaftaleno, ACE = Acenafteno, FLU = Fluoreno, PHE = Fenantreno, ANT = Antraceno, FOR = Fluoranteno, BaA = Benzolalantraceno,
CHR= Criseno, BbF = Benzo[b]fluoranteno, BaP = Benzo[a]pireno, INP = Indeno[1,2,3-c,d]pireno, DBA = Dibenzol[a, hlantraceno, PYR = Pireno
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Tabela 11 - Valores do coeficiente de correlagdo de Spearman entre as variaveis de valores de abundancia de filos e analises de sedimentos das amostras.

Valores significativos em negrito.

Filo Média Mediana Selecdao Assimetria Curtose Areia Silte Argila Carbonato de Calcio Matéria Organica
GNO4 043 0.378 -0.143 -0.378 -0.109 -0.127 0.092 0.076 -0.303 -0.092
Firmicutes -0.641 -0.689 0.319 0.605 0.311 -0.219 0.185 0.311 -0.261 -0.361
Nitrospirae 0.408 0.393 -0.342 -0.205 -0.368 0.528 -0.445 -0.462 0.308 0.351
Spirochaetes -0.329 -0.185 0.008 0.025 0.462 -0.338 0.269 0.286 -0.244 -0.176
Caldithrix 0.219 0.378 -0.134 -0.412 0.521 -0.177 0.134 0.294 -0.176 -0.084
Gemmatimonadetes 0.46 0504 -0.067 -0.462 0.244 0.038 0.076 O 0.118 0.092
Chlorobi 0.664 0.695 -0.017 -0.593 0.136 0.119 -0.085 0.203 0.051 -0.068
Cyanobacteria 0.464 0.37 0.252 -0.269  0.403 -0.515 0.487 0.403 -0.277 -0.126
Acidobacteria 0.536 0.168 0.403 0.025 -0.143 -0.325 0.429 0.168 -0.353 -0.261
Actinobacteria -0.66 -0.778 0.46 0.854 0.126 -0.223 0.251 0.151 -0.126 -0.276
Chloroflexi -0.243 -0.2 -0.133 -0.033 -0.017 -0.176 0.133 0 -0.233 -0.083
Bacteroidetes -0.197 0.234 -0.368 -0.251 0.611 0.256 -0.351 0.075 0.343 0.243
Proteobacteria 0.326 0.283 -0.117 -0.15 -0.417 0.46 -0.417 -0.317 0.4 0.283
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Tabela 12 - Valores do coeficiente de correlacdo de Spearman entre as variaveis de valores de abundancia de classes e analises de sedimentos das amostras.

Valores significativos em negrito.

Classe Média Mediana Selecdo Assimetria Curtose Areia Silte Argila Carbonato de Calcio Matéria Organica

OP8_1 -0.563 -0.628 0.293 0.485 0.377 -0.513 0.502 0.343 -0.51 -0.435
Clostridia -0.559 -0.633 0.405 0.582 0.405 -0.28 0.253 0.43 -0.329 -0.456
OS.K -0.043 -0.186 0.254 8 I 7 -0.153 0.094 0 0 0.068 -0.136
Cytophagia 0.696 0.79 -0.353 -0.597 -0.101 0.257 -0.244 -0.21 0.227 0.336
Nitrospira 0.408 0.393 -0.342 -0.205 -0.368 0.528 -0.445 -0.462 0.308 0.351
Gemm.2 0.39 0.447 0.051 -0.405 0.439 -0.076 0.16 0.186 0.059 -0.008
Caldithrixae 0.219 0.378 -0.134 -0.412 0.521 -0.177 0.134 0.294 -0.176 -0.084
Ignavibacteria 0.764 0.815 -0.126 -0.714 0.008 0.224 -0.21 0.092 0.168 0.076
Spirochaetes -0.368 -0.183 -0.05 0.017 05 -0.268 0.217 0.233 -0.183 -0.133
PRR.12 0.445 0.218 0.218 -0.059 0.084 -0.277 0.31 0.343 -0.552 -0.427
Dehalococcoidetes -0.343 -0.317 0.083 0.133 0.283 -0.41 0.367 0.25 -0.383 -0.267
Acidimicrobiia 0 -0.068 0.136 0.356 0 0 0.051 -0.102 0.085 0.085
Flavobacteriia -0.155 -0.067 0.05 0.326 0.276 0.248 -0.209 0.025 0.184 0

Bacteroidia -0.427 -0.15 -0.117 -0.05 0.517 0.008 -0.083 0.217 0.067 -0.05
Anaerolineae -0.351 -0.45 -0.05 0.3 -0.217 -0.05 0.067 -0.133 -0.267 -0.133
Epsilonproteobacteria -0.343 -0.267  -0.05 0.117 -0.033 0.243 -0.3 0.05 0.067 -0.1
Alphaproteobacteria -0.351 -0.3 0.267 0.35 0.35 -0.05 0.083 0.133 0.183 -0.033
Deltaproteobacteria 0552 0.467 -0.167 -0.333 -0.433 0.251 -0.267 -0.083 -0.067 -0.017
Gammaproteobacteria 0.517 0.527 -0.209 -0.368 -0.351 0.466 -0.402 -0.318 0.402 0.31
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7 DISCUSSAO

Assim como a maior parte das areas estuarinas no mundo, a Baia Babitonga vem
sofrendo alteracbes em sua paisagem, regime hidrografico, qualidade de agua e
sedimento resultantes da ocupacdo humana na costa. O impacto de atividades como a
construgcdo de estradas e empreendimentos imobiliarios, atividade portuaria, trafego de
embarcacgdes, atividade industrial, pesca intensiva, aquicultura e praticas agricolas séo
registrados para a regidao (KILCA et al.,, 2019). Boa parte destes estudos destaca a
influéncia da atividade antropica sobre a megafauna marinha residente na regido
(CREMER et al., 2013; HARDT et al., 2010; TURECK et al.,, 2006), ou ainda sobre a
saude humana (BERTOLI; ZANOTELLI, 2009). Apesar de desempenhar um papel
primordial para a manutengcdo dos ecossistemas, pouco se sabe sobre as comunidades
microbianas da regido, especialmente as bactérias associadas aos sedimentos de
manguezal. Nestes ecossistemas, as comunidades microbianas garantem a manutencéo
e produtividade dos bosques de mangue e de niveis troficos superiores por meio de suas
atividades nos ciclos biogeoquimicos. Desta forma, descrever a diversidade da
comunidade bacteriana dos sedimentos do manguezal da Baia Babitonga € primordial
para se avaliar o estado de preservacdo dos bosques, bem como para se definir
estratégias de manutencéo ou recuperacao deste ecossistema. Este estudo caracterizou
a microbiota dos sedimentos de trés estagdes de coleta do manguezal da Baia Babitonga
expostas a diferentes perturbacdes decorrentes da ocupacédo humana no estuario.

Os sedimentos e a geomorfologia das areas da regido do entremarés dependem
do suprimento de sedimentos, alcance das marés, forca das ondas e outros fatores
(EISMA et al.,, 1998). De maneira geral, a complexidade estrutural dos bosques de
manguezais levam ao aumento da sedimentacdo nas zonas em que ocorrem estes
ecossistemas (QUARTEL et al., 2007; VAN SANTEN et al., 2007). A rede densa e rigida
de hastes, galhos e raizes aéreas causa aumento da rugosidade do fundo que resulta na
reducdo de correntes e atenuagdo das ondas (QUARTEL et al., 2007). Apesar da
ocorréncia generalizada desses ambientes costeiros tropicais e de sua capacidade
relatada de promover sedimentagdo, poucos estudos descreveram sua sedimentologia
em detalhes (WALSH; NITTROUER, 2004). Os resultados da analise granulométrica do
programa Sysgran para este estudo revelaram valores de curtose variando entre as
classificacbes platicurtica e leptocurtica. Sedimentos com curvas platicurticas refletem
areas com menor movimentacao de sedimentos de fundo, enquanto curvas leptocurticas

parecem estar associadas a areas com maior transporte e movimentagcao de sedimentos



(CAMARGO, 2006). A classificagédo leptocurtica foi registrada para todos os pontos da
praia do Lixo, onde também ocorreram os maiores diametros médios de graos. Este pode
ser um indicativo de perturbacdo no ecossistema, levando-se em consideragao que
camadas arenosas em manguezais podem ser o resultado da acdo de erosao, acao
hidrica ou acdo edlica de areas proximas a estes ecossistemas (SOUZA-JUNIOR et al.,
2007). No entanto, os valores de selecdo de praticamente todos os pontos indicaram
graos pobremente selecionados. Esta caracteristica € tipica de areas com distribuicao de
sedimento heterogéneas, sujeitas a deposicdo dos sedimentos e de baixa energia
hidrodindmica como manguezais e planicies estuarinas (VIEIRA et al., 2008). Somado a
isto os valores de assimetria, em grande parte positivos ou aproximadamente simétricos,
também indicam areas de baixo grau de energia, tipicamente estuarinas. Ainda, registrou-
se altos valores médios de matéria organica ecarbonato de calcio, tipicas de sedimentos
de manguezais. Sedimentos do ecossistema de manguezal sdo tipicamente compostos
por graos finos, de caracteristica aquosa e predominantemente andxicos devido a fraca
drenagem em seus bosques (HOGARTH, 2007). Devido a grande producdo acima do
solo, o sedimento é caracterizado pelo alto conteudo de matéria organica (KRISTENSEN,
2008) derivado da serapilheira depositada na superficie, como propagulos e folhas e
crescimento extensivo de raizes abaixo da superficie (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN,
2001). A analise de componentes principais confirmou estas observagdes ao agrupar os
pontos que apresentaram somente uma variavel com valores ligeiramente diferentes do
restante dos outros pontos, como o caso do ponto L2 que foi relacionado ao maior valor
de porcentagem de carbonato de calcio, porém apresentou todas as outras caracteristicas
semelhantes aos demais pontos.

O sequenciamento das amostras revelou a dominancia do filo Proteobacteria em
todas as estagdes de coleta, seguido de Bacteroidetes, Chloroflexi e Actinobacteria. Os
resultados apresentam um perfil taxonémico consistente e similar a outros estudos
realizados na costa do Brasil (ANDREOTE et al., 2012; CABRAL et al., 2016; DIAS et al.,
2010; DO CARMO et al., 2011) e em manguezais de paises asiaticos (FERNANDES et
al., 2014; IMCHEN et al., 2018; IMCHEN; KUMAVATH; BARH; AVEZEDO; et al., 2017;
LUO; GU, 2018; RAMPADARATH et al., 2018; WU, P. et al., 2016). Os maiores valores de
abundancia relativa de grupos pertencentes ao filo Proteobacteria ja eram esperados,
levando-se em consideragédo que este filo apresenta grupos bastante diversos em relagao
a atividade metabdlica (CHAKRABORTY et al.,, 2015, DO CARMO et al., 2011). A

ocorréncia do filo é bastante ampla, sendo que ha registros deste grupo para zonas



costeiras (PAISSE et al., 2008), plataforma continental (HUNTER; MILLS; KOSTKA, 2006)
e até sedimentos da regido antartica (REED et al., 2009). A classe Gammaproteobacteria
predomina em ambientes marinhos (BIBI et al., 2017) e parece ter uma preferéncia por
altas concentragbes de nutrientes (PINHASSI; BERMAN, 2003). Fernandes e
colaboradores (2014) registraram a classe como a mais abundante para um manguezal
antropizado na india e associaram esta dominancia com a capacidade deste grupo
modular o excesso de nitrogénio na area de coleta. A classe Deltaproteobacteria parece
dominar nos sedimentos anoxicos e apds eventos de derrame de éleo em manguezais,
portanto, altos valores de abundancia podem ser um indicativo de perturbacdo nestes
ecossistemas (COTTA et al., 2019; ANDREOTE et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2011;
DIAS et al.,, 2010) Em quatro manguezais do Brasil, as classes Deltaproteobacteria e
Gammaproteobacteria também foram dominantes e esta dominancia foi associada as
condigbes anaerdbicas do sedimento que levam a selecdo de grupos especificos
(ANDREOTE et al., 2012).

As bactérias pertencentes ao filo Bacteroidetes sdo uma parcela expressiva do
bacterioplancton dos sedimentos em areas costeiras (IKENAGA et al.,, 2010) e estdo
distribuidas em diversos ambientes marinhos como aguas oceanicas, sedimentos e fontes
hidrotermais (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 2013; STOKKE et al., 2015). E um filo com
ampla plasticidade funcional, destacando-se a degradagao de celulose (LINO et al., 2013;
SOARES et al., 2012), hidrocarbonetos (CABRAL et al., 2016), redugéo de nitrato (INOUE
et al., 2015) e produgao de antibiéticos (AL-AMOUDI et al., 2016). Ja Chloroflexi € um filo
tipicamente associado a ambientes de condigbes extremas (DOLAN et al.,, 2005),
frequentemente encontrado nas porgbes mais internas dos sedimentos de manguezal
(WU et al., 2016) onde realiza parte da decomposi¢do da matéria organica através de
processos anaerébicos (BIDERRE-PETIT et al., 2016). Em um estudo na China, ambos
os filos registraram altos valores de abundancias em manguezais desprotegidos (YUN;
DENG; ZHANG, 2017). Bacteroidetes e Chloroflexi foram dois filos dominantes
especialmente nos pontos da estacdo Iperoba. Este dado pode ser um indicativo da
interacdo complexa das diferentes variaveis ambientais as quais os manguezais estao
sujeitos, ja que se esperava que a regiao do Iperoba apresentasse uma comunidade mais
associada a ambientes conservados.

Apesar da dominéncia dos mesmos grupos principais em todos os pontos, as
analises de alfa e beta diversidade indicam uma composi¢cao da comunidade bacteriana

estatisticamente diferente entre as estacbes de coleta. Esta diferenca possivelmente se



deu pela composicao da biosfera rara (SOGIN et al., 2006), considerada como o grupo de
taxons menos abundantes encontrados em uma determinada amostra ambiental em um
determinado momento (LYNCH; NEUFELD, 2015). Estes organismos podem ser
indicativos das condigdes do ambiente e podem dominar caso as condigcdes ambientais se
tornem ideais para seu desenvolvimento. De maneira geral, os grupos com valores
menores de abundancia relativa dominaram exclusivamente ou com maior variadncia em
somente uma estagao. Dehalococcoidetes, por exemplo, ocorreu com valores mais altos
na estacédo do Iperoba, enquanto Clostridia dominou na Praia do Lixo. Novamente, estas
bactérias tém grande importancia no ciclo do nitrogénio convertendo nitrogénio organico
em amoénia (BIDERRE-PETIT et al., 2016).

As concentragdes dos 16 hidrocarbonetos policiclicos aromaticos foram
estatisticamente semelhantes em todas as esta¢des de coleta. Este resultado sugere que
as atividades humanas na Baia Babitonga possivelmente influenciam toda a regido. O
bom estado de preservagdo do bosque do Iperoba, ndo pdde ser utilizado como
parametro de conservagcdo da regido, ja que seus sedimentos registraram valores de
concentracao tao altos quando as estacdes da Praia do Lixo e Porto. Os HPAs tém baixa
solubilidade em agua e sedimentam rapidamente, o que impede sua utilizagdo por
bactérias na coluna d’agua e gera o acumulo destes poluentes nos sedimentos marinhos
(JOHNSEN; WICK; HARMS, 2005; LIN et al., 2017). As bactérias de sedimentos sao
extremamente sensiveis a poluentes, mesmo em baixas concentragbes, e fornecem
respostas rapidas sobre o grau ou o efeito das atividades antropicas nos ecossistemas
(AHMAD et al., 2019). Estes organismos apresentam uma ampla plasticidade funcional e
metabdlica, sendo utilizados como indicadores de saude ambiental (COTTA et al., 2019).
Estudos em diversos manguezais afetados pela deposicdo de HPAs indicam que
sedimentos contaminados contém grupos bacterianos semelhantes dominando os valores
de abundancia da comunidade (GHOSH et al., 2010; HEAD; JONES; ROLING, 2006;
IMCHEN et al., 2018). Este padrao também parece ocorrer na Baia Babitonga, visto que
os resultados do teste de Mantel apontam para a influéncia das concentracbes de HPA
sobre os filos identificados neste trabalho. A presenca dos HPAs pode modular a
comunidade favorecendo microrganismos que os utilizam como fonte de carbono (HEAD;
JONES; ROLING, 2006). Em contrapartida, poluentes organicos também representam
uma ameaga toxica aos microrganismos e, portanto, reduzem a abundancia de espécies
(JOHNSTON; LEFF, 2014). O filo Bacteroidetes tende a diminuir em solos contaminados

(ZHOU et al.,, 2009). Em manguezais da China, o numero de bactérias afiliadas a



Bacteroidetes diminuiu rapidamente apds acidentes de derramamento de petréleo,
havendo registros de que este grupo é rapidamente substituido por grupos de bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos (HARAYAMA; KASAI; HARA, 2004). Este padrao é
consistente com os resultados das analises de correlacdo para Bacteroidetes neste
estudo, ja que dos 16 HPAs analisados, 13 parecem influenciar fortemente a presenca
destes organismos. Outro grupo relevante foi Cyanobacteria, bastante comum em
sedimentos superficiais de manguezais, realizando parte dos processos de producao
primaria e fixacdo e disponibilizagado de nitrogénio (RIGONATO et al., 2018). De maneira
geral, as cianobactérias sao afetadas direta e negativamente ao entrarem em contato com
poluentes (ACOSTA-GONZALEZ et al., 2015), porém este trabalho registrou valores de
correlagao positivos do grupo quando comparados com Acenaftaleno, Bromonaftaleno e
Acenafteno. Rigonato e colaboradores (2018), indicam que os organismos pertencentes a
Cyanobacteria podem responder segundo modelos deterministicos, onde podem
apresentar dinamica temporal diferente da comunidade geral, mesmo em locais com
condicbes ambientais similares. Desta forma, pode haver alguma caracteristica dos
sedimentos n&o explorada neste trabalho que favorece o crescimento do grupo. Apesar
de ocorrer em menor abundancia nas amostras, o filo Acidobacteria registrou fortes
valores de correlagao positivos para 5 HPAs analisados (Acenaftileno, Bromonaftaleno,
Acenafteno, Fluoreno e Antraceno). Este registro € incomum, pois o filo parece ser
sensivel a diversos xenobidticos, por sua presenga raramente ser associada entre os
grupos microbianos dominantes de sedimentos contaminados (GEORGE et al., 2009).
Ainda, o grupo parece ser dominante em manguezais preservados (GONG et al., 2019).

A principal fungdo da comunidade microbiana em sedimentos se da no
processamento e recuperacao de nutrientes essenciais a partir do input de detritos e
matéria organica acumulada. A producdo de enzimas extracelulares pelas bactérias é
essencial para transformar compostos organicos complexos em nutrientes assimilaveis. A
atividade enzimatica em sedimentos pode ser um indicativo da diversidade funcional, ja
que é um descritor das condi¢cdes de qualidade dos sedimentos e das interagdes dos
microrganismos que habitam nos mesmos (DICK et al., 1997). As estac¢des de coleta no
manguezal da Baia Babitonga apresentaram perfis de atividade enzimatica semelhantes,
apesar da composi¢cao taxonémica das comunidades ser diferente. Este € um indicativo
de que pode haver uma redundéancia funcional no ambiente. Ou seja, a execug¢ao das
mesmas fungbes no ecossistema € realizada por diferentes grupos, assumindo-se que

mesmo com a perda de uma ou mais espécies, outras assumiriam suas funcdes



(JURBURG et al., 2017). Esta caracteristica € amplamente registrada em sedimentos de
diversos ecossistemas, como florestas tropicais (CHAER et al.,, 2009; CHAPMAN;
TOLHURST, 2007; COTTA et al., 2019) e regiao antartica (VINCENT, 2000). Mesmo com
forte perspectiva de se manterem estaveis, estudos demonstram que os sedimentos tém
limites de resposta a mudangcas ambientais e que seus microrganismos sao
frequentemente endémicos (DIAS et al., 2012; SOARES-JUNIOR et al., 2013). Neste
sentido, alguns ecossistemas funcionam em equilibrio somente no ambiente original,
resultante da coevolugédo de microrganismos e suas adaptagdes as condi¢des ambientais
(KEISER et al., 2011; PAGALING et al., 2014).



8 CONCLUSAO
Este trabalho avaliou a diversidade da comunidade bacteriana em trés areas de

coleta no manguezal da Baia Babitonga e gerou informagdes que permitem concluir que:

* As diferengas detectadas na comunidade microbiana do manguezal da Baia
Babitonga ja indicam que fatores abidticos naturais ou de origem humana
influenciam os grupos bacterianos dentro da mesma area de manguezal.

* O perfil taxondmico das amostras foi semelhante a de outros estudos realizados
em manguezais brasileiros e de outros paises, com dominancia dos filos
Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi e Actinobacteria.

* A diversidade funcional, mensurada aqui por valores de atividade enzimatica, nao
apresentou diferengas estatisticas, sendo um indicativo de redundancia funcional
no ecossistema.

* A concentragdo de HPAs foi similar em todos os pontos, independentemente do
tipo de interferéncia humana predominante em cada estagao de coleta.

» O filo Bacteroidetes registrou correlagées negativas com 14 dos 15 HPAs descritos
neste trabalho.

* Os filos Chloroflexi, Acidobacteria e Cyanobacteria também registraram valores de
correlagao significativos com alguns dos HPAs encontrados nas amostras.

» Para os dados de sedimento, os filos GNO4, Firmicutes, Chlorobi, Cyanobacteria e
Actinobacteria foram significativamente correlacionados com os atributos de Média,

Mediana e percentuais de matéria organica.

A determinacdo da composigdo microbiana dentro de um manguezal é
fundamental, pois os microrganismos podem ser usados como indicadores de mudancgas
ambientais. Os resultados gerados neste trabalho representam um avanco significativo
nesta diregdo, gerando dados iniciais para a caracterizagdo da microbiota do manguezal
da Baia Babitonga e ressaltando a importancia da realizagdo de mais trabalhos para
servir de subsidio a politicas de conservagao ou recuperagao do maior estuario de Santa

Catarina.
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