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RESUMO

Os manguezais sao ecossistemas costeiros presentes em regides tropicais e
subtropicais. Por serem altamente produtivos, tornam-se fundamentais para a
biodiversidade. Sao associados a desembocadura de cursos d’agua como rios, delta
estuarinos e ao mar, sujeito a variacdo de maré. Os solos de manguezais s&o Unicos,
com caracteristicas fisico-quimicas distintas, rica biodiversidade microbiana e
potencial biotecnoldgico. A regido que circunda as raizes das plantas, rizosfera, € um
ambiente dindmico com interacbes complexas entre microrganismos e plantas,
promovendo reciclagem de nutrientes, fixagdo de carbono e resisténcia a estresses
ambientais. A cidade de Armacdo dos Buzios, Rio de Janeiro, abriga um raro
manguezal com destaque a nivel mundial, conhecido como Mangue de Pedra, que se
desenvolve em solo rochoso e ausente de rio. O abastecimento de agua doce é
viabilizado pelo afloramento de agua pluvial de um aquifero subterrdneo que se
mescla a agua marinha ao longo de uma estreita faixa de areia e blocos de rocha na
Praia da Gorda. Nesse cenario raro e pouco estudado, é indispensavel a compreensao
da diversidade microbiana e potencial biotecnolégico de bactérias e fungos
microrrizicos arbusculares associados a rizosfera. A identificacdo desses
microrganismos tem desafios devido a variedade morfolégica e variacao
intraespecifica. Ferramentas moleculares sdo essenciais para entender essa
diversidade e seu potencial biotecnologico. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar
a diversidade microbiana de FMAs e bactérias no sedimento rizosférico e raiz de
vegetais no Mangue de Pedra, Buzios, Rio de Janeiro, Brasil visando o potencial
desses microrganismos em uso biotecnolégico. Amostras de agua em quatro pontos
do manguezal foram realizadas destinadas para analise de nutrientes (nitrito, nitrato,
fosfato e amonio) e amostras de rizosferas e raizes para analises microbiolégicas
morfolégicas e moleculares. Os acidos nucleicos dos FMAs foram extraidos usando o
Kit DNeasy PowerSoil Pro, a regidao génica rRNA 18S foi analisada pela PCR dos
genes universal de fungos e do filo Glomeromycota: NS1/NS4 e AML1/AML2,
respectivamente, e encaminhadas ao sequenciamento Sanger. Adicionalmente,
esporos de FMAs encontrados na rizosfera foram identificados morfo-
taxondmicamente no microscopio. Para a analise bacteriana foi realizado, incialmente,
o cultivo e isolamento das colénias puras em Caldo Triptona Soja. Seguido das

analises moleculares de extracdo de DNA usando o Kit Wizard™ SV Genomic DNA



Purification System e realizada a PCR e sequenciamento Sanger da regido génica
rRNA 16S. Foram identificados onze géneros bacterianos pertencentes aos filos
Actinomycetoma, Deferribacteriota, Bacillota, Pseudomonadota e Proteobacteria e
cinco espécies de FMAs (Paraglomus occultum, Acaulospora spinosa, Funneliformis
mosseae, Scutellospora calospora e Acaulospora cavernata), incluindo espécies com
potencial biotecnoldgico para biorremediacdo de hidrocarbonetos e metais pesados.
A auséncia de FMAs na raiz do Unico e recente espécime jovem de Rhizophora
mangle neste manguezal sugere uma possivel ndo colonizagdo micorrizica. Esta
pesquisa microbioldégica pioneira nesta regido, destaca a necessidade de
investigagBes mais aprofundadas sobre microrganismos com potencial biotecnolégico

e a diversidade microbiana em outros manguezais com sedimentos semelhantes.

Palavras-chave: Mangue de Pedra; Rizosfera; Microbioma; Caracterizagéo Molecular;

Bactérias; Fungos micorrizicos arbuscular; Potencial biotecnolégico.



ABSTRACT

The mangroves are coastal ecosystems found in tropical and subtropical regions. Due
to their high productivity, they are crucial for biodiversity. They are associated with the
mouths of watercourses such as rivers, estuarine deltas, and the sea, subject to tidal
fluctuations. Mangrove soils are unique, with distinct physicochemical characteristics,
rich microbial biodiversity, and biotechnological potential. The region surrounding plant
roots, the rhizosphere, is a dynamic environment with complex interactions between
microorganisms and plants, promoting nutrient recycling, carbon fixation, and
resistance to environmental stresses. In the city of Armacdo dos Buzios, Rio de
Janeiro, there is a rare mangrove of global significance known as Mangue de Pedra,
which develops on rocky soil without a river. Freshwater supply is provided by the
emergence of rainwater from an underground aquifer that mixes with seawater along
a narrow strip of sand and rock at Beach of the Gorda. In this rare and understudied
scenario, understanding the microbial diversity and biotechnological potential of
bacteria and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) associated with the rhizosphere is
essential. Identifying these microorganisms is challenging due to morphological variety
and intra-specific variation. Molecular tools are essential for understanding this
diversity and its biotechnological potential. Therefore, the objective of this study was
to evaluate the microbial diversity of AMF and bacteria in the rhizospheric sediment
and plant roots in Mangue de Pedra, Buzios, Rio de Janeiro, Brazil, aiming to explore
the biotechnological potential of these microorganisms. Water samples from four
points in the mangrove were collected for nutrient analysis (nitrite, nitrate, phosphate,
and ammonium), and rhizosphere and root samples were collected for morphological
and molecular microbiological analyses. For AMF, nucleic acids were extracted using
the DNeasy PowerSoil Pro Kit, and the 18S rRNA gene region was analyzed by PCR
using universal fungal genes (NS1/NS4) and Glomeromycota-specific genes
(AML1/AML2), followed by Sanger sequencing. Additionally, AMF spores found in the
rhizosphere were morpho-taxonomically identified under a microscope. For bacterial
analysis, pure colony isolation was initially performed in Tryptone Soy Broth, followed
by DNA extraction using the Wizard™ SV Genomic DNA Purification System. PCR
and Sanger sequencing of the 16S rRNA gene region were then conducted. Eleven
bacterial genera were identified, belonging to the phyla Actinomycetoma,

Deferribacteriota, Bacillota, Pseudomonadota, and Proteobacteria. Five AMF species



were also identified, including species with biotechnological potential for hydrocarbon
and heavy metal bioremediation (Paraglomus occultum, Acaulospora spinosa,
Funneliformis mosseae, Scutellospora calospora, and Acaulospora cavernata). The
absence of AMF in the roots of the only recent young specimen of Rhizophora mangle
in this mangrove suggests a possible lack of mycorrhizal colonization. This pioneering
microbiological research in the region highlights the need for further investigation into
microorganisms with biotechnological potential and microbial diversity in other

mangroves with similar sediments.

Keywords: Stone Mangrove; Rhizosphere; Microbiome; Molecular Characterization;

Bacteria; Arbuscular Mycorrhizal Fungi; Biotechnological Potential.



1. INTRODUCAO
1.1 MANGUEZAIS: SERVICOS AMBIENTAIS E VULNERABILIDADE

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros geradores de bens e servicos,
com grande relevancia ecoldgica, social e econémica (LEE et al., 2020). As florestas
de mangue, principalmente as mais jovens, desempenham um papel crucial na luta
contra o aquecimento global por sequestrar e armazenar cerca de 3 a 5 vezes mais
carbono do que florestas temperadas ou tropicais, favorecendo sua notoriedade
mundial para a mitigagdo das mudancas climaticas com a iniciativa do Carbono Azul
(SAFWAN AZMAN et al., 2023). Aléem disso, os manguezais também contribuem com
a reducdo da vulnerabilidade da zona costeira ao promoverem a retencdo de
sedimentos oriundos dos processos erosivos da elevacao do nivel do mar (ALONGI,
2008; KIRWAN; MEGONIGAL, 2013; LOVELOCK et al., 2015).

Figura 1- Servigos ecossistémicos dos manguezais e biodiversidade.
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Fonte: Adaptado de LAI et al. (2022).

As florestas de mangue geralmente ocorrem em regioes costeiras abrigadas
como estuérios, baias e lagunas, propiciando condi¢bes favoraveis a alimentacao,
protecdo e reproducdo de muitas espécies de animais (AKRAM et al., 2023). Além de
promover a diversidade de flora e fauna, esses ecossistemas oferecem bens

essenciais, tais como alimentos em termos de aquicultura e agricultura, lenha,



materiais de construgdo, medicamentos tradicionais e turismo local (Figura 1)
(AKRAM et al., 2023; LAl et al., 2022).

A composicdo das espécies de manguezais esta sujeita a mudancas
geocronologicas e a distribuicdo da cobertura ao redor do mundo é desigual, ndo
podendo ser explicada por um anico fator de influéncia (LAI et al., 2022). Os solos séo
formados por sedimentos de caracteristicas variaveis devido as diferencas de origens,
podendo ser originados no proprio ambiente a partir dos produtos de decomposicao
de rochas de diferentes naturezas, associados a materiais vulcanicos, graniticos,
gndissicos ou sedimentares, além da propria cobertura vegetal que pode modificar as

caracteristicas do substrato pela retencdo da matéria organica (SCHAEFFER-
NOVELLI; VALE; CINTRON, 2015).

A distribuicdo dos manguezais no mundo ocorre apenas ha zona intertropical,
com incursdes ao norte do tropico de Céncer e ao sul do trépico de Capricornio
(OSBORNE, 2012). Atualmente estéo distribuidos em 118 paises, ocupando uma area
total de 147.000 km? na distribuicdo global, onde a regido do Sudeste Asiatico possui
a maior concentracdo de manguezais (OCHIAI et al., 2022; ZHANG et al., 2023)
(Figura 2). Quinze paises concentram aproximadamente 75% da popula¢éo global de
manguezais, no entanto, a maioria desses manguezais estao vulneraveis, pois apenas
6,9% estdo em areas protegidas (XIMENES et al., 2023).

Figura 2- Distribuicao global das florestas de mangue em uma éarea total no mundo.
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No Brasil, atualmente existem 120 Unidades de Conservacdo (UC) que
englobam manguezais brasileiros de diferentes niveis administrativos (55 federais, 46
estaduais e 19 municipais), sendo 83% de uso sustentavel e 17% de protecéao integral
(ICMBIO, 2018). Apesar das diferentes tipologias como parques, areas de protecao
ambiental, reservas ecoldgicas, entre outras, 0s manguezais estdo habilitados a
insercéo ou ndo em unidades de protecédo integral e sustentavel (OBRACZKA, 2018).
Aproximadamente 578 mil hectares (ha) dos manguezais brasileiros sdo incluidos
preponderantemente em Areas de Protecdo Ambiental (APA), enquanto que as
Reservas Extrativistas integram 226 mil ha (ICMBIO, 2018).

A zona costeira brasileira perfaz 7408 km de contato com as aguas do Oceano
Atlantico, sendo o segundo pais com a maior extensao de manguezais ho mundo
(aproximadamente 14000 km?) possuindo também o (nico manguezal oceanico do
Atlantico Sul, em Fernando de Noronha (ICMBIO, 2018). As florestas de mangues se
distribuem ao longo do litoral brasileiro desde o Estado de Amapa no municipio de
Oiapoque (latitude de 04° 20’ N) até o Estado de Santa Catarina no municipio de
Laguna (latitude de 28° 30’ S), com diferentes padrdes de desenvolvimento estrutural
da diversidade exibidos pelas florestas de mangue (ICMBIO, 2018).

Os manguezais brasileiros apresentam seis espécies tipicas de
bosques/florestas mangue: o mangue vermelho ou “sapateiro” género Rhizophora,
(com as espécies R. mangle, R. harrisonii e R. racemosa); o0 mangue-branco ou
“tinteira” (Laguncularia racemosa, género com uma Unica espécie), e 0 mangue-preto,
siriba ou sereiba (género Avicennia, com as espécies A. schaueriana e A. germinans)
(SCHAEFFER-NOVELLI; VALE; CINTRON, 2015). A distribuicdo da zonac&do das
espécies em manguezais, descreve que espécies como Rhizophora suportam canais
em sedimento com salinidade até 65%, e Avicennia e Laguncularia dominam em
sedimento entre 65% a 100% da relacdo do gradiente salino (COELHO JUNIOR,
1998).

Algumas espécies de mangue possuem “raizes-escora” — rizoforos
caracteristicas da espécie de mangue vermelho, outras possuem pneumatéforos
caracteristicas da espécie de mangue preto e branco que crescem em sentido oposto
ao da forca da gravidade - geotropismo negativo (SRIKANTH; LUM; CHEN, 2016).
Essas raizes sado providas de pequenas lenticelas (pneumatddios) que funcionam na
oxigenagcdo em substratos anaerobicos e pela entrada de ar atmosférico (LU et al.,
2018; LU; IMLAY, 2021).



As plantas tipicas de manguezal apresentam adaptacfes nas raizes para as
trocas gasosas entre planta e ambiente durante a flutuacdo das marés (HUNTLEY,
2023). A graminea Spartina sp., muito comum em manguezais, apresenta adaptacéo
ao meio ambiente inundado e com pouca oxigenacgao, sendo portadoras de cavidades
proprias para armazenar ar nas partes aéreas da planta e tais estruturas auxiliam
adicionalmente, a flutuacdo (KOOP-JAKOBSEN; FISCHER; WENZHOFER, 2017).

A diversidade das raizes em manguezais revela suas adaptacoes ecoldgicas
desempenhando um papel crucial na sobrevivéncia, como também nos ecossistemas
circundantes (SUNKUR et al., 2023). Em ecossistemas de manguezais, a interacéo
entre as aguas doces terrestres e as aguas marinhas das marés geram um ambiente
salobro fisico-quimico Unico, proporcionando uma zona de sedimentos exclusiva que
abriga uma diversidade significativa de microrganismos com funcdes e metabolismo
distintos (LAl et al.,, 2022). A adaptacdo e sucessdo dos manguezais estdo
possivelmente ligadas a diversidade microbiana nos sedimentos e nas raizes
(LUNDBERG et al., 2012; MAl et al., 2021). Os microrganismos associados a raiz das
plantas de mangue contribuem para o crescimento e estabelecimento desses
vegetais, no entanto, a diversidade das comunidades microbianas, ao longo de um
nicho continuo permanece elusiva (SEHOANE et al., 2023; ZHUANG et al., 2020).
Uma vez que certos padrdes de exsudatos de raizes, assim como diferentes
microambientes de rizosfera e substratos de manguezais, podem influenciar
profundamente na diversidade das popula¢des microbianas (ZHUANG et al., 2020).

A distribuicdo de microrganismos no sedimento pode variar dependendo da
amplitude das marés, inclinacao topogréfica, salinidade da agua, pH, bem como o tipo
de solo e suas propriedades fisico-quimicas (BOURGEOIS et al., 2019). A retencéo
de sedimentos carreados pelos rios e as vegetacdes de mangue funcionam como um
filtro bioldgico propiciando um nicho de microrganismos e matéria organica (NGUYEN
et al., 2016). Assim, ha uma necessidade e muito potencial de pesquisa na area de
microbiologia de manguezais com referéncia a ecologia, biogeoquimica e
geomorfologia para fins biotecnologicos (LAI et al., 2022).

Apesar de serem reconhecidos amplamente como importantes ecossistemas
marinhos, potenciais biotecnolégicos e de multiplos servicos ecossistémicos, a
destruicdo das florestas de mangue continua a ser uma preocupacéo global, tornando-
0s um dos ecossistemas mais ameacgados e vulneraveis em todo o mundo (WAHYUNI
et al., 2021). Taxas alarmantes apontam o desaparecimento funcional dentro de 100



anos, e embora ndo possamos perder todas as arvores de mangue, 0S manguezais
tenderdo a serem reduzidos ao ponto da perda de seu propdésito ecoldgico
(CARUGATI et al., 2018; POLIDORO et al., 2010).

No Brasil, cerca de 25% dos manguezais foram destruidos desde o comeco
do século XX (ICMBIO, 2018). As principais ameac¢as dos manguezais ho mundo
estdo relacionadas a especulagéo imobiliaria, agricultura maritima, poluicéo e a rapida
expansao de atividade petroliferas como a exploracéo e producao de petroleo e gas
natural (CARVALHO, 2011). O impacto por poluentes em florestas de mangue
também tem sido uma grande preocupacdo na fauna e flora em areas afetadas,
principalmente pelas alteragbes ocasionadas por derivados de hidrocarbonetos
(ROBIN; MARCHAND, 2022; MAGALHAES et al., 2022; THACHARODI et al. 2023).

Embora a poluicdo petrolifera ameace 0s manguezais, seu frisco €
considerado baixo em comparacdo com 0s impactos significativos causados pelo
desenvolvimento costeiro, pela expansdo da aquicultura e da agricultura, e pela
extragdo de madeira (AKRAM et al., 2023; PRAKASH et al.,, 2021). Além das
atividades humanas, as mudancas climaticas também aceleram a perda de
manguezais por meio da erosdo do solo, inundacdes e tempestades (HANLEY;
BOUMA; MOSSMAN, 2020; SAFE’l et al., 2022).

1.2 MANGUEZAIS DE PEDRA NO MUNDO E NO BRASIL

O substrato no qual ocorre a fixagdo dos manguezais € uma das principais
caracteristicas de formacédo desses ecossistemas, sendo classificados em quatro
tipos: pantanoso, turfoso, rochoso e arenoso (RITCHIE, 2005). Os dois primeiros
possibilitam a existéncia de bosques bem desenvolvidos, enquanto em substratos
areno-rochoso as arvores costumam ser de baixa estatura e bosques
subdesenvolvidos, distribuindo-se sobre rocha vulcanica sélida, pedras e recifes de
corais (FRANGCA et al., 2020; OHNO et al., 2022).

Manguezais que crescem em sedimento rochoso s&o poucos descritos no
mundo. Devido a escassez de estudos pouco se conhece sobre sua dinamica
ecologica, interacdes biologicas e associacdes das comunidades microbianas
(GOMEZ-ACATA et al., 2023).

No municipio de Armacao dos Buzios, estado do Rio de Janeiro, Brasil existe

um manguezal que prosperou sobre um substrato rochoso (areia grossa, granulos,



seixos blocos e pedregulhos) onde a 4gua doce € alimentada por um sistema de agua
subterrédnea, dai a designacdo Mangue de Pedra ou 'Stone Mangrove’ (MANSUR,
2010; OBRACZKA, 2018).

Apesar de raros globalmente, outros exemplares de manguezais sobre pedra
sdo encontrados (Figura 3). As llhas Galdpagos, dispfe de manguezais que crescem
diretamente sobre campos de lava solidos, em um ambiente indspito, com uma
topografia costeira abrupta que estreita a zona entre marés. Exposto as atividades de
ondas e com auséncia de rios e estuarios permanentes, nesses manguezais podem
ser encontradas as plantas de mangue: Rhizophora mangle, Avicennia germinans e

Laguncularia racemosa, porém subdesenvolvidos (MOITY et al, 2019).

Figura 3- A) Manguezal em quépagos, Foto: Hans Johnson (CC BY 2.0). B) Arvores de mangue situado
na llha Shaheed, Andaman, India. Foto: Vyacheslav Argenberg. C) Mangues sobre pedra, Clairview,
Queensland, Australia. Foto: Paul Asman e Jill Lenoble (CC BY 2.0).

Fonte: Eos Consultants, pt Speed & Service.

Nas Ilhas de Andaman e Nicobar, india, apresenta uma vegetacéo que se
estende por diversas areas costeiras, incluindo vastas florestas de mangue que se
distribuem sobre rochas igneas - abrangendo 15% da regido e por formacgbes
coralinas e calcarias (BANDOPADHYAY et al, 2017). A 4gua doce subterranea é
predominantemente encontrada em aquiferos de rochas igneas fraturadas, onde a
densidade de fraturas favorece uma maior disponibilidade de agua subterranea, como
em Rutland Island, Panchavati Hills (Médio Andaman) e Saddle Peak, ao Norte
Andaman. (BANDOPADHYAY et al, 2017). Em Queensland, Australia, sao
encontrados outros exemplares de manguezais sobre pedra.

(BOMFIM, 2019) citam outros exemplares de manguezais de pedra no Japao
e no Recife (Brasil). Ainda no Brasil, no municipio de Sao José do Ribamar, estado do
Maranhdo um manguezal de caracteristicas do tipo franja, se desenvolve em uma
praia arenosa na presenca de pedras e blocos de rocha, e substrato aluvial (lamoso),

conhecida localmente como praia do Unicamping-Jucatuba (Figura 4). Neste local, €



possivel observar plantulas e arvores de mangue branco Laguncularia racemosa,
Rhizophora sp. e Avicennia sp. se desenvolvendo entre rochas e pedregulhos.

Além das praias Unicamping, Jucatuba, dos Prazeres e Ariubal, banhadas
pelas aguas da Baia de Séo José, sua formacao é composta por sedimentos arenosos
e argilosos cobertos por cascalho lateritico, oriundo de processos erosivos abrasivos
das falésias, compondo um ambiente com alto potencial turistico (BANDEIRA, 2020).
O municipio de Sao José de Ribamar abriga trés importantes bacias hidrograficas, a

do rio Tibiri, rio Guarapiranga e rio Geniparana (RABELO, 2020).

Figura 4. Plantas de mangue sobre solo rochoso localizado na Praia de Jugatuba, Sao José doRibamar-
MA.

Fonte: Autora (junho/2023).



1.3 MANGUEZAIS DE PEDRA EM ARMACAO DE BUZIOS, RJ

O municipio de Armacao dos Buzios, RJ, dispde de trés manguezais sobre
pedra (Figura 5) situados na: Ponta da Sapata, Manguinhos; Praia da Foca; e na Praia
da Gorda-Rasa, ocupando uma area total de 0,014 km? e de bacia contribuinte de
0,180 km? (BOMFIM, 2019).

Conforme o Decreto 1059/2018 criou-se a Area de Protegdo Ambiental (APA)
Mangue de Pedra onde engloba uma area de 75 hectares (ha) constituida pela Falha
Pai Vitorio e a Praia da Gorda (CAMARA MUNICIPAL DE ARMACAO DOS BUZIOS,
2018). Este manguezal esté situado na parte do territério americano que se manteve
colado ao continente africano apds o rifteamento mesozdico, evento que recebeu a
denominacéo de Orogenia Buzios (SCHMITT, 2001).

Figura 5- Mapa das localiza¢Bes geograficas dos manguezais sobre pedra em Armacéo de Buzios, Rio
de Janeiro.
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Os manguezais sobre pedra do municipio de Armacdo dos Bulzios, sdo
caracterizados por substrato areno-rochoso pela presenca de &gua salobra sem
aporte fluviais, viabilizados pelo afloramento de 4gua doce subterranea proveniente
de aquiferos de aguas pluviais (ALBUQUERQUE et al., 2022; MANSUR, 2010).

Na Praia da Foca (Figura 6A) é observado um pequeno manguezal de

aproximadamente 100m?2. Devido a alta energia oceanica dificilmente um manguezal



de borda poderia se desenvolver na Praia da Foca, porém a concavidade da praia e
barreira de pedras, e a presenca de aquifero granular, formado por material arenoso,
marinho ou de paleodunas, permitiu o estabelecimento de propagulos de mangue-
preto Avicennia schaueriana, sendo considerado um manguezal monoespecifico
(MANSUR, 2010; SOFFIATI, 2011).

Na extremidade da Praia de Manguinhos, conhecido como Ponta da Sapata
(Figura 6B) exibe um manguezal de caracteristicas do tipo franja, apresentando
arvores de mangue branco e mangue-preto bem enraizadas e de grande porte
(SOFFIATI, 2011). O local € bastante protegido da energia oceénica, com rochas
formadas no fundo do oceano que existiu antes do Atlantico e pela formacao de
Barreiras (MANSUR, 2010; SOFFIATI, 2011).

Figura 6- A) Manguezais sobre pedras, Praia da Foca. B) Manguezal Ponta da Sapata, Praia de
Manguinhos.

Fonte: Imagem (A), Autora (julho/2022). Imagem (B), Rota Verde, Blog Ambiental. Data de acesso:
(12/09/2023).

O Mangue de Pedra, localizado na Praia da Gorda, area deste estudo, (Figura
8), esta inserido em um cenéario litologico de um importante sistema de falhas
geoldgicas dentro de um arcaboucgo tectbnico, o Graben de Sdo Jodo da Barra
(MOHRIAK et al, 1990). Esse Graben favoreceu a formacédo da Falha geoldgica Pai
Vitorio responsavel em colocar em contato as rochas ortognaisses e ortoanfibolitos
paleoproterozéicos de cerca de 2 bilhdes de anos, com o0s sedimentos
conglomeraticos de origem fluvial da Formacdo Barreiras cuja idade é atribuida ao
Mioceno de cerca de 20 a 2 milhdes de anos (DIAS et al., 2019; SCHMITT, 2001). A
Falha geoldgica Pai Vitério (Figura 9), oferece armadilhas e barreiras para compor o
aquifero Mangue de Pedra e a presenca de um canal menos salino (ALBUQUERQUE
et al., 2022). A escarpa da Falha Pai Vitério condicionou a deposicdo em leque
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aluvionar de sedimentos compostos por intercalacées de cascalhos, areias e argilas
que resultou na formagéo do aquifero Mangue de Pedra (CICCO, 2018).

Estudos recentes revelaram que o nivel da agua do aquifero varia de 25m
acima do nivel do mar (ALBUQUERQUE et al., 2022). Estas falhas forneceram
requisitos para a existéncia do manguezal como a canalizagdo das aguas menos
salinas e agua doce pela formacgdo de aquifero, e blocos de brechas de calcedénia
resistentes a erosdo, protegendo o meio ambiente local do impacto das ondas do mar
(ALBUQUERQUE et al., 2022).

O Mangue de Pedra é estabelecido sobre substrato de conglomerado de
arenito de Formacdao de Barreiras e viabilizado pela presenca do Aquifero Mangue de
Pedra (Figura 7), existente na encosta das paleofalésias e na base da praia
(MANSUR, 2010). Ha presenca de muitas conchas misturadas nos sedimentos
arenosos em toda faixa de areia. Este raro manguezal é sustentado pelo afloramento
de agua pluvial subterranea que ocorre ao nivel do mar alterando a salinidade da agua
localmente, propiciando a existéncia desse peculiar ecossistema (ALBUQUERQUE et
al., 2022; MANSUR, 2010).

Figura 7- Mapa da paleofalésia em 3D realizado pelo CICCO (2018) com o0s possiveis trajeto da agua
doce pluvial destacado em azul em direcdo ao Mangue de Pedra.

Fonte: Cicco, (2018)
A associacdo da geodiversidade local proporciona um ecossistema unico de

condicdes propicias para fauna e flora nesse manguezal (Figura 8).

Figura 8- Blocos de rochas na linha da costa em baixa maré e disposicao da vegetacdo no Mangue de
Pedra, Praia da Gorda, Armacéao dos Buzios, RJ.
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Fonte: Autora (agosto/2023).
Figura 9. Falha geoldgica Pai Vitério, localizada no limite sul do Graben da Barra de S&o Jodo e
desempenha um papel importante na formacao do substrato Mangue de Pedra onde os sedimentos da
Formacao Barreiras na area sao interpretados como depositos de leques aluviais condicionados pela
escarpa da falha Pai Vitorio (OBRACZKA et al. 2018).

Fonte: Autora (agosto/2023)
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No entorno deste manguezal, as paleofalésias da Formacdo Barreiras na
Praia da Gorda apresentam vegetacao tipica da regido de clima semiéarido, sendo sua
preservacao fundamental na protecdo contra erosao e protecado do aquifero evitando
a contaminacao da agua subterranea (OBRACZKA, 2018).

A restinga de Buzios/Cabo Frio, a mais rica em espécies no Estado do RJ,
abriga 26 das 32 espécies endémicas das restingas do Rio de Janeiro (ARAUJO,
D.S.D.,1997). Conhecida como "savana estépica”, a regido possui muitos cactos de
até 4 metros de altura e mata baixa de 3 metros nas areas expostas ao spray marinho
e aos ventos, com arvores de copas adensadas (ESTADO DO RIO DE JANEIRO,
2017).

Além da importancia cientifica e alto valor cénico de relevancia turistica, o
Mangue de Pedra da Praia da Gorda, também agrega valores culturais na presenca
de comunidades de pescadores, marisqueiras e quilombolas (MANSUR; GUEDES;
ALVES, 2012). Apesar da relevante importancia tanto do ponto de vista ecolégico,
cientifico, econdmico e social, esse ecossistema é ameacado pela especulacéo
imobiliaria. Em 2012, foi aprovado a constru¢do do empreendimento Gran Riserva 95
com 221 casas geminadas em 5 vilas, o que infringe o Plano Diretor do municipio de
Buzios, e afetaria de forma desastrosa e irreversivel a manutencdo da APA Mangue
de Pedra, seja pela impermeabilizacdo do solo para a construcdo ou pela poluicdo
(OBRACZKA, 2018). Segundo (ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2017), a licencga foi
cassada pelo proprio municipio ap6s ONGs locais denunciaram o empreendimento ao
Ministério Publico exigindo que no local fosse criada uma Unidade de Conservacéo
de Protecao Integral.

Nesta area da Praia Gorda, o Mangue de Pedra e a Ponta do Pai Vitorio
(restinga, reserva de Pau-Brasil) sdo pontos considerados estratégicos para a
conservacgao considerados pelo Plano Diretor do municipio como AEIA-4 (Arpoador
da Rasa/Praia Gorda), tendo como diretriz a criacdo/implantacao do Parque Municipal
da Praia Gorda-Ponta do Pai Vitério e a regularizacédo fundiaria, urbanistica e edilicia
(ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2017).

Considerado o terceiro geossitio de maior importancia cientifica do DTCF
(Dominio Tectonico de Cabo Frio) o Mangue de Pedra, foi submetido a UNESCO
como proposta de Geoparque internacional, sendo uma das mais relevantes do pais
em termos de geologia integrado ao projeto do Geoparque Costdes e Lagunas do
Estado do Rio de Janeiro (MANSUR, 2010).
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A incidéncia de acdes antrdpicas significativas como o langcamento de
efluentes domésticos nédo tratados, retirada de pequenas conchas inadequadamente
e incidentes de derramamento de 6leo no Mangue de Pedra tem aumentado ao longo
dos anos. Em abril de 2019, pelotas de 6leo cru atingiram o Mangue de Pedra, Praia
da Gorda ap6s um acidente na plataforma P-53 situada no campo de Marlim Leste,
Rio de Janeiro (ANP/SSM; IBAMA, 2020). Outra ocorréncia relevante ocorreu em
janeiro de 2022, apo6s o grande despejo de efluentes no Rio Una atingindo a Praia da
Gorda (Figura 10), onde representantes da sociedade civil de Buzios realizaram um
ato de repudio ao incidente. Essas atividades impactam negativamente o ambiente,
causando efeitos adversos na qualidade da agua, na biodiversidade e na saude do

manguezal.

Figura 10. Manchas escuras na Praia Gorda, atingindo o Mangue de Pedra apds o grande despejo de
efluentes no Rio Una.

Fonte: Autora (24/01/2022).

1.4 FUNQOES ECOLOGICAS MICROBIANAS EM MANGUEZAIS E POTENCIAIS
BIOTECNOLOGICOS

As comunidades microbianas dos manguezais sao participantes ativos dos
ciclos biogeoquimicos, como o ciclo do carbono e o ciclo do nitrogénio, fornecendo
nutrientes para plantas e animais (LAl et al., 2022). O ecossistema “Carbono Azul"
como sao conhecidos os manguezais, além da estocagem de carbono da atmosfera
possui procariontes como bactérias e arqueias que regulam o fluxo de carbono por
metanogénese removendo o carbono inorganico (HILMI et al., 2021).

Uma ampla diversidade de comunidades microbianas encontradas em raizes
de mangue, como por exemplo, bactérias diazotroficas podem realizar a fixagéo
biolégica de nitrogénio e fornecer cerca de 40 a 60% do nitrogénio total utilizados
pelos proprios manguezais (REEF; FELLER; LOVELOCK, 2010).
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A escassez de nutrientes como nitrogénio e fésforo (P) nos sedimentos de
manguezais, combinada com o processo de alagamento das marés préximo a
rizosfera, induz os microrganismos a desempenharem funcdes especializadas, como
a fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, assimilacao fotossintética, reducao
de sulfato, sintese enziméatica e degradacao de hidrocarbonetos (LAI et al., 2022).

Apesar da disponibilidade de fésforo (P) em manguezais ser limitada, a
relacdo simbidtica de fungos micorrizicos arbusculares FMAs e plantas por exemplo,
podem incorporar minerais como (P) e agua através das hifas de FMAs ao estender a
zona de deplecdo (KOTHAMASI et al., 2006; TRIVEDI et al., 2020). Além disso, FMAs
podem aumentar a disponibilidade de nutrientes pelo transporte de longa distancia
através do micélio e estruturas especializadas chamadas arbusculos (hifas fangicas
envoltas em uma forma modificada da membrana plasmatica da célula cortical) que
transportam elementos diretamente para o citoplasma do hospedeiro (TRIVEDI et al.,
2020).

No solo de mangue a caréncia de oxigénio e a abundancia de matéria
organica o torna um microambiente ideal para bactérias redutoras de sulfato como a
Desulfobacterales que aliviam a toxicidade de sulfetos em condi¢cdes anaerdbias
acelerando a transformacao de carbono e nutrientes, facilitando a sobrevivéncia e
sucessado de manguezais (MAI et al., 2021). Este processo respiratorio é considerado
um dos mais importantes nos sedimentos de manguezais por gerar condicbes
guimicas que retardam a renovacao da matéria organica nos sedimentos de mangue
(QIAN et al., 2023).

A composicdo microbiana nos sedimentos de mangue € influenciada por
diversos fatores, como tamanho das particulas do solo, pH, condicbes redox,
quantidade de matéria organica em decomposicao, teor de carbono organico e nivel
de umidade (HELFER; HASSENRUCK, 2021). Esses microrganismos S&o
considerados potenciais bioindicadores de mudancas ambientais, com sua rapida taxa
de crescimento e resposta delicada a biodisponibilidade de nutrientes e propriedades
ambientais como pH, salinidade e temperatura (HARRISON; BOL; BARDGETT,
2007).

De fato, a comunidade microbiana e o microbioma de manguezais, incluindo
bactérias, arqueias, fungos e protistas, séo vitais na manutencdo da produtividade
priméria, proporcionando transformagdes de nutrientes e auxiliando na conservagao

da vegetacdo de mangue (LAl et al.,2022). Compreender a relacdo entre os
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manguezais e a microbiota é crucial para a conservacgao e reabilitacdo eficazes desses
ecossistemas, dado o vinculo significativo entre a salude dos manguezais e as

interacOes microbianas (LAI et al., 2022).

1.4.1. FITORREMEDIACAO E RIZORREMEDIACAO

Uma vez que, microrganismos estdo ativamente envolvidos na degradacao
de diversos contaminantes transformando-os em nutrientes, agua e diéxido de
carbono, tecnologias alternativas de descontaminagdo como a biorremediacdo de
Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (HPAs) sédo consideradas como um método
eficaz (REJINIEMON et al., 2022).

A fitorremediacdo se destaca com uma subarea da biorremediacdo, que
envolve o uso de plantas e microrganismos associados as suas raizes a fim de reduzir
o impacto ambiental (TRIVEDI et al., 2020). Sendo uma alternativa promissora para
recuperar solos poluidos e contribuir para a reducdo do diéxido de carbono (CO2),
uma vez que as plantas transformam CO2 em glicose pela fotossintese (AGHILI;
GOLZARY, 2023).

As plantas de mangue apresentam diferentes mecanismos de fitorremediagéo
a exposicao de hidrocarbonetos (CHEQUER et al., 2017; MACHADO; LACERDA,
2004). Essas diferencas podem estar atribuidas a fisiologia da planta e na resisténcia
as substancias especificas de cada grupo de 6leos (GETTER; BALLOU; BRUCE
KOONS, 1985). Os mangues pretos, por exemplo, sdo mais propensos a mortalidade
nas altas concentracdes de fracfes alifaticas, enquanto os mangues vermelhos nas
altas concentragfes de fracbes aroméaticas (SAMPAIO et al., 2021).

O sucesso da fitorremediacdo depende da capacidade de
sobrevivéncia/tolerancia das plantas aos contaminantes (CHEQUER et al., 2017).
Pesquisa com crescimento de propagulos de mangue submetidas a Oleo tem
demostrado uma maior resisténcia de R. mangle comparado aos mangues L.
racemosa e A. Schaueriana (MORADI et al., 2021). Essa resisténcia possivelmente
se deve a capacidade de R. Mangle de impedir a absorgdo de 6leo por suas raizes
(SAMPAIO et al., 2021). Espécies de plantas do género Rhizophora sao sal-
excludentes e utilizam um sistema de filtros na superficie das suas raizes com
capacidade de impedir a absorgéo de alguns metais (MACHADO; LACERDA, 2004).
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Dentre os mecanismos de fitorremediacdo realizados pelas plantas de
mangue para modificar e remover poluentes dos solos, vale destacar a

fitoestimulacao, fitoextracéo, fitoestabilizacao e rizofiltracdo (Figura 11).

Figura 11- Mecanismos especificos da Fitorremediacdo representado pela Fitoextracao,
Fitoestabilizacdo, Translocacao, Volatilizag&o, Fitoestimulacdo e Rizofiltracdo

Fitoextracgio Fitorremediagﬁo

-

Volatilizacao g
“ Conversao biolégica do
' metal para a forma gasosa

/

Fitoestabilizacio

Rizofiltracio

‘ contaminante degraddvel . contaminante ndo degraddvel

Fonte: Pereira, (2022).

Na fitodegradacao, ocorre a degradacao de poluentes organicos por meio de
atividades enzimaticas pelo vegetal (KAFLE et al., 2022). A transformacédo quimica
dos poluentes que séo incorporados a lignina da parede do vegetal é conhecida como
fitoestabilizacdo, no qual ocorre também a participacéo de bactérias simbiontes (YAN
et al., 2020). Na fitoextracdo, as plantas podem extrair e acumular em seus tecidos o
poluente do solo na sua formacgéo original. A biodegradacédo de poluentes organicos
por microrganismos aderidos as raizes de plantas é conhecida como rizodegradacéo
(SIVARAM et al., 2020).

A rizorremediacao, composta pelo uso combinado de raizes das plantas para

remover contaminantes do solo ou da 4gua, tem sido uma proposta alternativa para
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reabilitacdo de solos multi contaminados (CHENG; ZHOU; YU, 2019) Esta técnica de
remediacdo ambiental € utilizada devido ao seu potencial de desintoxicagdo por
organismos Vivos, convertendo inclusive residuos organicos perigosos como
xenobidticos em dioxido de carbono e agua (ALl et al., 2022).

A rizosfera € um microcosmo de inter-relacdes microbianas, onde cada
espécie tem sua funcdo e esta envolvida direta ou indiretamente no desenvolvimento
das plantas e no equilibrio do sistema (MEDRI, 2002). Apresenta um nicho desejavel
(Figura 11) para a proliferacdo de comunidades microbianas e pode ter 1.000 a 2.000
vezes mais microrganismos do que o solo descoberto ou cultivado (MCNEAR JR.,
2013). As populacBes de microrganismos rizosféricos sdo afetadas por exsudatos,
lisatos, secrecdes e fragmentos de tecidos, todos provenientes da raiz (LU et al.,
2018). Os microbiomas das raizes dos manguezais apresentam padrbes de
diversidade e funcao influenciados pelos exsudatos radiculares que modificam a
composicdo microbiana, especialmente na episfera e rizosfera (LUO et al., 2018;
SAKHIA et al., 2016).

O desenvolvimento da rizosfera € um processo dinamico onde estédo
relacionados processos quimicos, fisicos e bioldégicos que modificam a interface raiz-
solo (MENDES; GARBEVA; RAAIJMAKERS, 2013). A distribui¢éo da vida na rizosfera
(Figura 12) demonstra uma abundéncia de varios grupos microbianos que incluem:
fungo micorrizicos, bactérias endofiticas, virus, bem como a dominancia de r e k
estrategistas (KUZYAKOQV et al, 2019).

A introducdo seletiva de microrganismos autoctones na rizosfera de uma
planta com grande capacidade biodegradante, pode acelerar a recuperacao de solos
contaminados com produtos quimicos inorganicos e organicos (GONCALVES, 2012).

Algumas espécies de bactérias, fungos, leveduras e algas possuem
habilidades de degradar compostos derivados de HPAs e metais pesados, entretanto,
nos ultimos anos a capacidade de biodegradacdo de bactérias e fungos tem sido
objeto de maior foco e investigacdo (THACHARODI et al., 2023). Comunidades
microbianas complexas formadas por rizobactérias e fungos micorrizicos cooperam
com as plantas para diminuir a toxicidade de contaminantes por meio de
rizodegradacao ou fitoestabilizagdo (MALICKA et al., 2022). Estes microrganismos
estabelecem simbiose com as raizes das plantas e podem contribuir para a retencao
de metais nas raizes, mitigando assim os potenciais efeitos adversos do contaminante

ao inibir sua translocacéo para a parte aérea do vegetal (CHRISTIE; LI; CHEN, 2004).
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O uso de espécies microbianas nativas ou consorcios microbianos na
biorremediacdo pode representar uma abordagem promissora e eficiente para a
recuperacédo de ecossistemas de manguezais poluidos por metais pesados (como Al,
Fe, Pb, Cr, Cu, Zn, Ni) e HPAs (NGUYEN et al., 2016; SAMPAIO et al., 2021;
SEHOANE et al., 2023). Estratégias de isolamento e bioaumentacdo de
microrganismos nativos do solo ou de plantas de mangues sdo comumente usadas
como inoculantes para resolucdo de problemas ambientais nos esforcos de
revegetacao e remediagcdo em manguezais (L.E. de-BASHAN et al. 2012).

Apesar do uso de microrganismos autoctone para biodegradacédo de HPAs e
revegetagcdo, 0 conhecimento dos organismos potencialmente dotados de
aplicabilidade biotecnolégica no Mangue de Pedra é escasso.

Figura 12- Apresentacdo esquemética geral da rizosfera representando a abundéncia de grupos
microbianos ao longo de gradientes de distancia da raiz. Inclui micorrizas arbusculares,
ectomicorrizicas, virus e rizobactérias. Os detalhes ampliados a esquerda representam a distribuicéo
microbiana: A) maior densidade de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) em
rizosfera (2) comparados ao reverso do solo em massa (3) apresentando patégenos. B) abundéancia de
Varios grupos microbianos no rizoplano (1), na rizosfera (2), e no solo em massa (3). C) liberacdo de
compostos de sinalizacdo e atracédo de rizébios e outros PGPR. D) Colonizac¢éo de pelos radiculares
por rizébios e formacdo de ndodulos. A apresentacdo esquemética da abundancia dos grupos

microbianos individuais a esquerda ou a direita da raiz é feita apenas para evitar sobreposi¢cdes
excessivas das curvas.
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1.4.2. FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMAs)

Com surgimento hd mais de 450 milhdes de anos, as endomicorrizas
desenvolveram associac¢des simbioticas com diversas espécies de plantas desde que
comecaram a crescer no ambiente terrestre (CAIRNEY, 2000; FERROL;
LANFRANCO, 2020; SEHOANE et al, 2023). Os FMAs, um dos tipos de
endomicorrizas, pertencem ao filo monofilético Glomeromycota e sdo encontrados em
diversos ecossistemas naturais sendo considerados organismos complexos
(PARNISKE, 2008). Esses fungos, os quais colonizam 70-90% de espécies de plantas
vasculares possuem a peculiaridade de serem biotréficos obrigatorios, pois dependem
do tecido radicular vivo para o suprimento de carbono na forma de carboidratos ou
lipideos para completar seu ciclo de vida (SEHOANE et al., 2023). Além disso, até
20% dos produtos da fotossintese podem ser consumidos pelos FMAs e as plantas
incorporam minerais como fésforo e agua obtendo também maior tolerancia a
estresses bidticos, abidticos e durante a redugdo da concentracdo de nutrientes
(TRIVEDI et al., 2020).

A colonizacao das raizes pelos FMAs se d& por hifas que se originam de
propagulos encontrados no solo na forma de esporos, micélio e fragmentos de raizes
colonizadas. As micorrizas (do grego, mykes=fungo e rhiza=raiz), formadas pelas
associacdes simbidticas entre fungos de solo e raizes de plantas, distinguem-se em
dois grandes grupos: ectomicorrizas e endomicorrizas (SCHUBLER; SCHWARZOTT;
WALKER, 2001).

A associacao de ectomicorrizas ocorre com a colonizacao das hifas entre as
células no cortex da raiz, ndo ocorrendo estruturas intracelulares diferenciando—se
assim das endomicorrizas cujo as hifas ocorrem inter e intracelularmente nas células
do cértex da raiz (CHOT; REDDY, 2022). As endomicorrizas mais comuns sao as dos
tipos arbusculares, uma estrutura subcelular em forma de arvore presente entre a
parede celular da raiz e a membrana plasmatica. Outra estrutura que pode aparecer
na simbiose sdo as vesiculas, que sao estruturas fungicas que acumulam
principalmente fosfato na forma de polifosfatos (BRUNDRETT; TEDERSOO, 2018).
Esses corpos globosos ricos em lipideos, ndo sdo encontrados em algumas espécies
de endomicorrizas (HOFFMAM, LUCENA, 2006).
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Além do desenvolvimento de uma rede micelial cenocitica, os FMAs possuem
grandes esporos assexuados com multiplos ndcleos (LEE et al., 2020). Cada nucleo,
dentro de uma hifa ou esporo cenocitico, contém diferentes variantes de sequéncias
polimorficas de DNA e hifas de diferentes isolados da mesma espécie podem trocar
material genético (FERROL; LANFRANCO, 2020).

Raizes de plantas colonizadas por fungos micorrizicos comparadas com as
nao colonizadas podem obter um aumento da superficie de absorcdo das raizes em
até 700% (MOREIRA, SIQUEIRA et al., 2006). A aquisi¢cdo de nutrientes pelos FMAs
fornece minerais de baixa mobilidade no solo como P, Zn, Cu, através da grande rede
de micélios extra radicais que desenvolvem (FERROL; TAMAYO; VARGAS, 2016).
Além de melhorar a nutricdo mineral das plantas, os FMAs podem aliviar a toxicidade
dos metais pesados que sao toxicos quando presentes em excesso como Cu, Zn, Fe
e Mn, sendo considerados um elemento-chave na fitorremediacdo de solos poluidos
(FERROL; LANFRANCO, 2020).

Segundo VERGARA et al. (2019) a maior parte dos metais absorvidos pelo
FMA pode ser usada para seu funcionamento, enquanto o metal excedente é
transferido para a planta. A via micorrizica envolve transportadores metalicos de alta
afinidade localizados no micélio extrarradical, seguido pela translocacdo do metal ao
longo das hifas para estruturas intracelulares.

Genes que codificam proteinas de transporte de absorcéo de Cu, Zn, Fe foram
identificados através do sequenciamento do genoma e analises transcriptbmicas de
R. irregularis (TAMAYO et al., 2014; TISSERANT et al., 2013). Genes transcricionais
de FMA como transportadores de Cu (RICTR1 e RICTR3); permease de zinco-ferro
(ZIP) ou proteina semelhante (ZRT-IRT); e a permease de ferro (RIFTR1) participam
do efluxo na reducdo desses metais frente a exposicdo (DHALARIA et al., 2020;
FERROL; TAMAYO; VARGAS, 2016).

Metais pesados também podem ser estabilizados através da quelacéo de ions
metalicos pela glicoproteina glomalina, compartimentalizados nos vacuolos como
polifosfatos, sendo translocados para os esporos (WANG et al., 2019). A Proteina do
Solo Relacionada a Glomalina (PSRG) é produzida abundantemente em hifas e pelos
esporos dos FMAs, associadas a uma longa lista de beneficios para a saude das
plantas e do solo, incluindo agregacéo de solo e 4gua, sumidouro de longo prazo para
armazenamento de carbono e nitrogénio e aumento do crescimento dos vegetais sob
estresse abidtico (KRISHNAMOORTHY et al., 2014; QIU et al., 2022). Além disso, a
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PSRG tem a capacidade de sequestrar metais como Pb, Cd, Zn e Mn, (Figura 13)
reduzindo a toxicidade metélica em plantas (PRAUSE; SCHULZ; WAGLER, 1984;
ZULFIQAR et al., 2023)

Figura 13- Complexacéo de metais pesados pela proteina do solo relacionada a glomalina (PSRG) ao
longo das hifas de FMAs.
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Fonte: Adaptado de KRISHNAMOORTHY et al. (2019)

Os FMAs sédo organismos ubiquos, vivem em todos os ambientes terrestres,
mesmo em ambientes hostis, como solos salinos e solos e solos poluidos por
elementos potencialmente toxicos (FERROL; LANFRANCO, 2020; MALICKA et al.,
2022; HAN et al., 2023; FERROL et al.,2016). Estudos tém apontado o0 aumento da
tolerdncia de plantas submetidas a ambientes poluidos por metais e compostos
organicos uma vez colonizadas por esses fungos, estimulando também as atividades
de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos (ALENCAR, 2016; MALICKA et al.,
2022).

A inclusdo dos FMAs nas estratégias de fitorremediacéo deve tornar-se uma
prioridade, ndo s6 porque a presenca desses organismos favorece a sobrevivéncia da
planta ao solo poluido, como também podera potencializar a incorporagéo de carbono
ao solo (SEHOANE et al., 2023). Considera-se, portanto, que a identificacdo de FMAs
com potencial biorremediador em areas impactadas séo alternativas promissoras na
recuperacdo dessas areas e pesquisas tém avancado para melhor compreensédo da
tolerancia dos vegetais colonizados por FMAs em manguezais (HERATH et al., 2021).

A identificacdo das espécies de Glomeromycota se baseia principalmente na

caracterizacdo morfolégica dos esporos, porém a presenca de esporos inviaveis ou
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imaturos torna a identificacdo morfoldgica limitada (GOTO; COSTA; MAIA, 2009;
OEHL et al., 2011). A combinacéo de estudos moleculares e morfolégicos tem sido
apontada como a metodologia mais adequada para classificar os FMA e descrever
sua distribuicdo geografica (COFRE et al., 2019; DA SILVA et al., 2022; LEE; LEE;
YOUNG, 2008; LEE et al., 2020).

Até o momento (Tabela 1), 3 classes de Glomeromycota, 5 ordens, 16 familias
e 49 géneros e 314 espécieis foram reconhecidos (WIJAYAWARDENE et al 2020).
Novas separacdes de géneros e familias podem ser esperadas em um futuro préximo,
pois varios grupos de espécies ainda ndo foram analisados por métodos filogenéticos
moleculares, especialmente das espécies de Glomus com esporos pequenos (GUO
et al., 2017).

Tabela 1: Representacao das classes, ordens e familias do Filo Glomeromycota. O nimero de géneros
em cada familia é fornecido entre parénteses.

Filo Classe Ordem Familia Espécie

Glomeromycota Ambisporaceae (1) 11
Archaeosporomycetes Archaeosporales  Archaeosporaceae (3) 8
Geosiphonaceae (1) 1

Glomeromycetes Acaulosporaceae (1) 57

Diversisporales Diversisporaceae (7) 34
Pacisporaceae (1) 7
Sacculosporaceae (2) 2

Dentiscutataceae (3) 15
Gigasporales Gigasporaceae (1) 7
Intraornatosporaceae (2) 3

Racocetraceae (2) 21

Scutellosporaceae (3) 13

Entrophosporaceae (3) 10

Glomerales Glomeraceae (17) 115
Paraglomeromycetes = Paraglomerales Paraglomeraceae (2) 9
Pervetustaceae(1) 1

Total 3 5 16 (49) 314

Fonte: Adaptado Wijayawardene et al. (2020)

1.4.3. BACTERIAS

As comunidades microbianas em sedimentos de manguezais sao
caracterizadas por gradientes ambientais e biodisponibilidade de nutrientes (LAl et al.,
2022). As diferengas de micro-habitats nos sedimentos de manguezais variam a cada

ciclo de maré, alterando os niveis de nutrientes como oxigénio e salinidade (DE
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SANTANA et al., 2021). Isso resulta em condicbes anaerdbias frequentes e em uma
ampla gama de potenciais redox nos sedimentos de manguezais (LIN et al., 2019;
MARCOS et al., 2018).

As bactérias fototroficas anoxigénicas, contendo bacterioclorofila (BChl), se
desenvolveram como espécies anaerbbicas, que ainda hoje crescem e realizam
fotossintese apenas em condi¢cbes anodxicas (KOBLIZEK, 2015). Provavelmente
evoluiram ha cerca de 3 bilhGes de anos, durante o periodo Arqueano quando a
atmosfera da Terra era amplamente anodxica. Os fototréficos anoxigénicos séo
divididos em seis grandes filos (Figura 14) Proteobacteria (bactérias purpuras
fotossintéticas), Chlorobi (bactérias verdes do enxofre), Chloroflexi (bactérias verdes
nao sulfurosas), Firmicutes (heliobactérias), Acidobacteria e Gemmatimonadetes
(CARDONA, 2019).

Em termos de diversidade microbiana, as florestas de mangue geralmente
apresentam dominancia para o Filo Proteobacteria seguido por Firmicutes

representados por Clostridium e Bacilli e Chloroflexi por (DE SANTANA et al., 2021,
LAl et al., 2022).
Figura 14- Arvore filogenética 16S rRNA dos principais filos dentro do dominio Bactéria. Bactérias que

pertencem ao filo Proteobacteria (marcado em vermelho). Os demais filos contendo espécies
clorofototréficas sdo mostrados em laranja
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Fonte: KOBLIZEK, (2015)

O nivel de classe taxonbmica mostra que a maioria das Proteobacteria provém
de Gammaproteobacteria, seguida por Deltaproteobacteria e Alphaproteobacteria. A
funcdo diversa e a variacao filogénica de Gammaproteobacteria que consistem em

ordens como Alteromonadales e Vibrionales sdo encontradas em regiées marinhas e
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costeiras e sao de alta abundéancia em sedimentos de manguezais funcionando como
recicladores de nutrientes (LAI et al., 2022).

As bactérias sdo necrofagas naturais e evoluiram para degradar ativamente
0s poluentes organicos, obtendo energia para seu metabolismo a partir de locais
contaminados (THACHARODI et al., 2023). Bactérias conhecidas por degradar
hidrocarbonetos tém recebido mais atencdo para aplicagbes biotecnoldgicas
(REJINIEMON et al.,, 2022). Na natureza, a biodegradacdo do 6leo envolve uma
sucessdo de espécies com ampla capacidade enzimatica dentro do consorcio
microbiano e no geral preferem a degradacao aerdbica por meio de uma via mediada
pela oxigenase (MISLAN; GATES, 2019). As bactérias em geral preferem a
degradacdo aerobica dos HPAs, usando a via de oxidacdo do anel benzénico pelas
enzimas dioxigenase e gerando intermediarios dihidroxilados, que posteriormente
sera metabolizado em diéxido de carbono e 4gua por meio de catecois (TIWARI;
KANG; BAE, 2023).

Os géneros Pseudomonas e Rhodococcus, sdo os mais comumente relatados
por oxidar HPAs, através das enzimas dioxigenases (IMAM et al., 2022). Bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos, tais como Rhodococcus sp., Acinetobacter sp.,
Pseudomonas sp., Alcanivorax sp. e Sphingomonas sp. foram isolados de sedimentos
de mangue contaminados, demonstrando seu potencial biotecnologico para
remediacdo (BRITO et al., 2006). As bactérias das espécies Bacillus spp., Rhizobium
spp., Pseudomonas spp., Ochrobactrum spp. e Brevundimonas spp. podem utilizar o
petrleo como fonte de carbono e energia quando em consércio bacteriano
(CHEQUER et al., 2017).

Nos ultimos anos, técnicas moleculares de sequenciamento expandiram o
acervo de microrganismos conhecidos por habitar sobre plantas, bem como no
ambiente circundante (LUNDBERG et al. 2012). Neste contexto, a analise genémica
ambiental tem permitido a identificacdo de comunidades microbiana de fungos e
bactérias, capazes de representar uma proporgao de 90 a 99,9% dos microrganismos
(WIDADA; NOJIRI; OMORI, 2002).

Um estudo, analisando sedimentos de manguezais da india usando o
sequenciamento de nova geracdo do metagenoma inteiro (NGS) comparou as
estruturas taxon6micas e funcionais da comunidade com amostras metagendmicas
de manguezais do Brasil e Arabia Saudita (Figura 15), o filo mais abundante nos

manguezais dos trés paises foi Proteobacteria, seguido por Firmicutes e Bacteroidetes



25

(IMCHEN et al.,, 2018). Alta abundéancia de genes envolvidos na resisténcia
antibioticos como fluoroquinolonas e acriflavina, assim como genes resistentes a
metais pesados, foram encontrados nas amostras de manguezais da india, Brasil e
Arébia Saudita (IMCHEN et al., 2018; SEPULVEDA-CORREA et al., 2021).

Figura 15- Representacéo de distribuicdo de dominio, filo e géneros de bactérias em manguezais no
Brasil.
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Fonte: Modificado de IMCHEN et al (2018).

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade microbiana de FMAs e bactérias no sedimento rizosférico e raiz

de vegetais no Mangue de Pedra, Armacao dos Buzios, Rio de Janeiro, Brasil.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

I. ldentificar a morfologia dos esporos de FMA encontrado nas amostras de

rizosfera dos vegetais analisados através da técnica de peneiramento amido.



26

Il. Realizar a caracterizagdo molecular de FMA nas diferentes amostras de raiz e
rizosfera dos vegetais coletados, através do sequenciamento nucleotidico por

Sanger.

lll. Isolar cepas de bactérias das amostras de rizosfera e raiz dos vegetais atraves
de cultivo.
IV. Realizar a caracterizacdo molecular das bactérias isoladas do cultivo, através do

sequenciamento nucleotidico por Sanger.

V. Comparar a diversidade de FMA e bactérias isoladas da rizosfera e raiz dos

vegetais presentes nas diferentes areas do Mangue de Pedra de Buzios.

VI.  Avaliar parametros fisico-quimicos e nutrientes nos diferentes pontos de

coleta.

3. HIPOTESE

O Mangue de Pedra da regido de Armacéao dos Buzios possui uma grande diversidade
microbiana, incluindo as variedades de FMAs e bactérias no sedimento rizosférico e

nas raizes dos mangues, com potencial biotecnolégico.

4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Instituto de Estudos do Mar Almirante
Paulo Moreira (IEAPM) -Arraial do Cabo/RJ, Instituicdo Cientifica, Tecnolégica e de
Inovacéo (ICT-MB) subordinada ao Centro Tecnoldégico da Marinha no Rio de Janeiro
(CTMRJ), nos Laboratoérios de Biofilme e Biorremediacdo; Laboratério de Genética
Marinha; Laboratdrio de Oceanografia Quimica e Geoquimica Ambiental, em parceria
com o Instituto Federal Fluminense-IFF, Campus Cabo Frio, Laboratério de

Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEMAM).
4.1 AREA DE ESTUDO

O Mangue de Pedra, Praia da Gorda-Rasa possui extensao aproximada de

1.041 hectares, localizado nas coordenadas (22° 43’S e 41° 57’ W), no municipio de
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Armacao dos Buzios (22° 74’S e 41° 88'W), porcao leste do estado do Rio de Janeiro,
area conhecida como Regido dos Lagos (SANTOS, 2016).

Préximo ao manguezal encontra-se a Falha Pai Vitorio, que representa o limite
sul do Graben de Barra de Sao Joao (MOHRIAK et al.,1990; SCHMITT, 2001).

Outra feigdo importante é que a falha na Praia da Gorda, ao norte do Mangue
de Pedra, coincide com o limite do aquifero e da sucesséo da vegetacdo de mangue
(CICCO, 2018). O término abrupto do manguezal neste ponto, apresenta também um
recuo da encosta em direcdo ao continente, dificultando a fixacdo da vegetacéo de
mangue e a exposi¢cdo da acao de ondas. Apos este limite, a ocorréncia de arvores
de mangue so é observada novamente proximo a vila dos pescadores.

Cerca de 70 % da distribuicdo das espécies de mangue na praia da Gorda
varia entre 4 a 6 metros de altura para Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaertn, e
Avicennia schaueriana Stapf & Leechm, sendo esta ultima de maior abundancia
(OLIVEIRA, 2007; SANTOS, 2016). A presenca do unico espécime de Rhizophora
mangle (L.— Rhizophoraceae) (Figura 16), n&o foi observada por outros autores que
realizaram pesquisas de monitoramento no Mangue de Pedra, sugerindo, assim a
recente colonizacdo do espécime entre 2019 a 2020 (BOMFIM, et al 2019; OLIVEIRA,
2007).

Pioneira e sazonal, a graminea Spartina sp. € observada ao lado da recente
Rhizophora mangle no Mangue de Pedra. Esta graminea coloniza regifes frontais de
manguezais possibilitando os processos de sedimentacdo na presenca de bancos
areno-argiloso e acumulo de lodo, e tem sido relatada como precursora de espécies
arboreas (MOURA et al., 1998; FRUEHAUF, 2005).



28

Figura 16- Registro do Unico mangue vermelho e graminea marinha Spartina, Praia da Gorda, Mangue
de Pedra.

Fonte: Autora. Registro: Dezembro/2021.

4.2. AMOSTRAGEM

Distribuidas na linha entremarés do manguezal, amostras de raiz e rizosfera
de quatro vegetais foram coletadas, totalizando oito amostras (Tabela 2). Na Estacéo
(1) - o vegetal analisado foi o0 mangue Avicennia schaueriana (Stapf & Leechm),
localizado em uma regido mais abrigada do manguezal na presenca de plantulas de
mangue em desenvolvimento, algas e musgos, e ausente de constru¢des no entorno.
A Estacdo (2) - graminea Spartina sp., e a Estacdo (3) - Rhizophora mangle (L. —
Rhizophoraceae) estéo localizados em uma clareira ausente de vegetais de mangue
no seu entorno, e proximo a principal trilha de acesso do manguezal. A Estagéo (4) -
0 mangue Avicennia schaueriana (Stapf & Leechm), Unico mangue presente neste
ponto, esta situado proximo a Vila de Pescadores, e ao riacho da Rasa.

As coletas foram realizadas em baixa maré no més de maio de 2023 (Outono).
As quatro estagfes (Figura 17) de amostragem foram georreferenciadas através do
uso de aplicativo Bussola e GPS (Global Positioning System) da Seong Eon Kim,
Eonsoft versdo 5.5.9.



29

Figura 17 - Localizagdo das esta¢fes de coletas no Mangue de Pedra de Bulzios. Na Estacéo (1) o
vegetal analisado foi 0 mangue Avicennia schaueriana Estacao (2) graminea Spartina sp. Estacéo (3)

bt
=7

Rio de Janeiro

AN
200 km P '3,
l/e/b

0 mangue Rhizophora mangle. Estacdo (4) o mangue Avicennia schaueriana.

APA Mangue de Pedra- Praia da Gorda

Tabela 2. Localizacao das estacfes de coleta proximo aos vegetais no Mangue de Pedra de Buzios.

Estacfes de coleta

Vegetais

Latitude (S)

Longitude (W)

1

Avicennia schaueriana
Spartina sp.
Rhizophora mangle

Avicennia schaueriana

22° 43’59

22° 43’ 60”

22° 43’ 60”

22° 43 497

41°57’ 50”

41°57’ 52”

41°57 52”

41°58’ 22”

4.2.1. COLETA DE AGUA

Amostras de agua superficial foram coletadas nas quatro estacdes de coleta

(Figura 18) entre 08h e 09h da manhd, em maré baixa. As amostras foram

armazenadas em frascos de plasticos mantidos sobre

refrigeracdo, sendo

posteriormente encaminhadas para o Laboratorio de Oceanografia Quimica e

Geoquimica Ambiental da Marinha- IEAPM-Arraial do Cabo/RJ para analises

quimicas. Observado que ocorrerem chuvas nos dias anteriores da coleta.
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Figura 18- Fotografias das Estacdes de coleta no Mangue de Pedra, Praia da Gorda, Blzios-RJ.

Fonte: Autora

4.2.2. COLETA DE SEDIMENTO RIZOSFERICO E RAIZ

Para analise de sedimento rizosférico e de raiz dos vegetais, amostras das 4
estacOes de coletas foram obtidas nas profundidades entre 5-10 cm, totalizando 8
amostras. Para coleta das amostras, foram utilizadas uma p& metélica e tesoura que
ficaram imersas em alcool a 70%, sendo higienizados novamente a cada intervalo de
amostragem. Todo o material coletado foi armazenado individualmente em saco
plastico estéril, sendo acondicionadas sob refrigeracéo.

As amostras de sedimento rizosférico foram encaminhadas ao Laboratério de
Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEMAM-IFF) no Campus Cabo Frio-RJ para
caracterizagdo morfo-taxondmicas dos esporos de FMAs encontrados nas amostras.

Para analises moleculares, amostras de sedimento rizosférico e raizes foram

encaminhadas ao laboratério de Genética no IEAPM, Arraial do Cabo-RJ



31

4.3. DESENHO EXPERIMENTAL

A (Figura 19) apresenta o fluxograma das metodologias empregadas neste estudo.

Figura 19- Fluxograma da sequéncia de experimentos realizados com as amostras de agua, sedimento
rizosférico e raiz do Mangue de Pedra em Armagéo de Bulzios.

Amostras de
raiz e rizosfera

FMAs Bactérias Parimetros Mutrientes (nitrito, nitrato,
"' cultivaveis fisico-quimicos fosfato e amonio (N-NH4+))
Peneiramento Extracdo do )
timido dos DNA c”l.ﬁ{‘é?oem
esporos (PowerSoil)

PCR 185 85U Biracdo do

(Universal e FMA especifico) (Wizard)
Purificacdo do Purificagdo do Seguenciament Arvore

D& PCR 165 DA o por Sanger filogenética

Sequenciamento
por Sanger

Arvore
filogenética

4.5. ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os parametros fisicos da agua foram mensurados in situ nas quatro Estacdes
utilizando-se o termbémetro centigrado padrdo de mercurio para avaliacdo da
temperatura (°C), refratbmetro (Instruterm) para a analise de salinidade (%°) e
identificagdo do pH na faixa de 0-14, o kit Universal indicador (Merck kGaA,
64271Darmstadt, Germany).

Amostras de agua foram coletadas nas quatro EstacOes de coletas e
encaminhados para o Laboratdrio de Oceanografia Quimica e Geoquimica Ambiental
da Marinha- IEAPM, para analise de nutrientes.

A mensuracao dos nutrientes foi fundamentada nas técnicas colorimétricas de
acordo com A Practical Handbook of Seawater Analysis (STRICKLAND; PARSONS,
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1972.). Os nutrientes nitrito (NO2-), nitrato (NO3-), fosfato (PO,37) e amonio (N-NH4+)
foram quantificados de acordo com curvas de calibragéo, utilizando solu¢des padroes
para obtencdo dos resultados. O aparelho usado para determinacdo destes

compostos foi um espectrofotdmetro optico (Spectronic 20D).

4.6. ANALISES DOS FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (FMAS)
4.6.1. MORFOTAXONOMIA DOS ESPOROS DE FMAs

No Laboratério do LEMAM-IFF foram analisados 100g de sedimento de
rizosfera dos quatro pontos de amostragem para extracao dos esporos de FMAs.

As amostras foram submetidas ao método de decantacdo e peneiramento
umido (Figura 20) utilizando peneiras com malhas de 450, 53 e 38 pc, seguido de
centrifugacdo em agua a 3000 rpm durante 3 minutos e, em seguida em solucdo de
sacarose a 50% a 2000 rpm durante 2 minutos (GERDEMANN; NICOLSON, 1963;
JENKINS, 1964).

Para contagem e visualizacdo dos glomerosporos foi utilizado lupa
estereoscopica (40x 180x) de aumento. Para observacdo da morfologia e tamanho
dos esporos foram feitas laminas com reagentes PVLG (alcool polivinilico-
lactoglicerol) e PVLG + reagente MELZER, sendo observados por microscopio éptico
(Novel BM 2100) acoplado a camera de captacdo de imagens (Toup CAM
UCMOSO05100KPA). As imagens foram realizadas no programa Toup View e tratadas

no Programa Toup Lite e Image J.

Figura 20- Na sequéncia, peneiramento Umido, centrifugacdo e separagdo dos glomerosesporos dos

sedimentos rizosféricos.

Fonte: Autora
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Glomerosporos apés serem montados em |amina de vidro foram observados
ao microscopio de luz (100x). A identificacdo taxonémica foi feita em nivel de Familia
e Espécie, com base na International Culture Collection of Vesicular Arbuscular
Mycorrhizal Fungi (INVAM; SCHENK; MORTON, 1985). Os caracteres morfoldgicos
avaliados foram: hifa de suporte, parede do esporo (cor, consisténcia, camadas,
presenca de ornamentacao, presenca de saco esporogénico e presenca de escudo

germinativo).

4.6.2. CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS FMAs

4.6.2.1. EXTRACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS E PCR

No Laboratério de Genética do IEAPM foi realizada inicialmente a extracao dos
acidos nucleicos contidos nas amostras de sedimento rizosférico e raiz das oito
amostras usando o kit DNeasy® PowerSoil ® (QIAGEN) de acordo com as instrucdes
do fabricante. O marcador molecular rotineiramente utilizado para caracterizar as
comunidades fungicas € o espacador interno transcrito ribossomal (ITS), porém esta
subunidade sozinha néo é eficiente para FMAs devido a alta taxa de variabilidade e
inespecificidade para FMA (DELAVAUX et al., 2022; MALICKA et al., 2022). Nesse
contexto, a pequena porcao SSU rDNA (Figura 21) é a regido comumente usada para
sequenciamento ambiental pra FMA, onde seu banco de dados é mais bem
desenvolvido e confiavel por esta evoluindo mais lentamente que a regido (ITS), sendo
apoiado para construir arvores filogenéticas para insercdo de clados (FRANCK et al.,

2020; OPIK et al., 2013).

Figura 21- Regifes para amplificacdo de nrRNA de subunidade pequena (SSU) e nrRNA de
subunidade grande (LSU).

NS1
—>
AMLA1
— _
SSu 5.8S B B Lsu
- _
AML2
é
NS4

Fonte: Adaptado de ASEMANINEJAD et al. (2016).

A regido amplificada do DNA utilizada foi da extremidade 5' do gene 18S do
fragmento de 800pb rRNA ribossdmico Small SubUnit (SSU rRNA) conforme
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(SEHOANE et al., 2023) e adaptacdes. As amplificacGes por PCR foram realizadas
individualmente no DNA extraido de sedimento rizosférico e raizes de vegetal do
Mangue de Pedra. Uma primeira PCR foi realizada usando primers fangicos universais
NS1-NS4 (5' GTA GTC ATATGC TTG TCTC 3' -5 CTT CCG TCA ATT CCT TTA
AG 3’; Sintese Biotecnologia) e uma segunda PCR com primers especificos AML1-
AML2 (5'ATC AAC TTT CGA TGG TAG GAT AGA 3' - 5 GAA CCC AAACACTTT
GGT TTC C 3’; Sintese Biotecnologia). Ambas as PCRs foram realizadas usando 0,2
pl (5U/ul) de Tag Platinum polimerase (Invitrogen), 0,54 dNTPs (10mM) (Promega),
0,75 pul MgCI2 (50Mm) e 1,25 pl de cada primer (NS1/4 e AML1/AML2) em um volume
final de 20 pl. Os produtos de PCR foram analisados realizando uma eletroforese em
gel em agarose 1,5% com SYBR Safe DNA (Invitrogen) a 100 V por 30 min e depois
observados sob luz UV. Os produtos de PCR positivos (amplicons de tamanho de 800
pb) foram limpos pela técnica de purificacéo utilizando o kit Purification Genomic DNA
Wizard ®.

4.6.2.2. PURIFICACAO, AVALIACAO DA QUALIDADE E QUANTIFICACAO DO
DNA E SEQUENCIAMENTO 18S

O produto da PCR foi purificado com Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As anadlises de
sequenciamento foram realizadas na Plataforma de Sequenciamento de DNA
(PSEQDNA-UFRJ) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, utilizando o
Sequenciador Automatico SeqStudioTM (AppliedBiosystems — ThermoFisher). Os
dados originados pelo sequenciamento foram editados manualmente com o programa
BioEdit (versao 7.2.5). Os picos dos eletroferogramas foram avaliados e as porc¢des
iniciais e finais das sequéncias foram removidas por possuirem baixa qualidade, na
maioria das vezes. As sequéncias obtidas apds edi¢cdo (com cerca de 800pb) foram
comparadas com sequéncias depositadas em bases de dados de acesso publico
Genbank (http:// www.ncbi.nem.nih.gov) com o uso da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tools) (ALTSCHUL et al., 1990). As sequéncias foram alinhadas e
as analises evolutivas foram realizadas no software MEGA 11 (verséo 11.0.13)
(Tamura et al., 2021). A histéria evolutiva e arvore filogenética foram construidas
usando o método de Maxima Verossimilhanca e o modelo geral reversivel de tempo

(GTR) com distribuicdo gama (+G= 2.0774) em 1000 réplicas. Amostras cadastradas
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no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) do Ministério do Meio Ambiente (MMA): Cadastro de
Acesso Numero AF93758.

4.7. ANALISES DAS BACTERIAS CULTIVAVEIS
4.7.1. CULTIVO E ISOLAMENTO DAS CEPAS

O isolamento das bactérias presentes nos sedimentos da rizosfera e na raiz
dos vegetais foi realizado no Laboratérios de Biofilme e Biorremediacédo do IEAPM.
Aproximadamente 1g de amostra foi macerado e ressuspenso em 5mL da solucao
estéril de NaCl (0,9%). Foram inoculados 100uL de cada amostra em tubos de vidro,
contendo o meio liquido de Caldo triptona de soja (TSB) (Figura 22). O TSB é um meio
de amplo espectro usado para o cultivo de iniUmeros microrganismos (WANGER et
al., 2017).

Figura 22- Cultivo bacteriano das amostras coletadas do Mangue de Pedra em Caldo triptona de soja
(TSB) liquido.

Fonte: Autora

Apés verificacdo e acompanhamento por densidade otica (630nm) do
crescimento bacteriano, cada amostra foi diluida seriadamente (10-! até 10-°) e
inoculada em placas de Petri pelo método de espalhamento (Spread-Plate) com o
auxilio de uma alca de Drigalski (Figura 23). Cada placa foi preparada previamente

com 20mL dos respectivos meios com adicdo de Agar 1,5% (v/v).
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Figura 23. Placas de Petri com formacao de coldnias em meio solido agar das amostras extraidas do
Mangue de Pedra.

Fonte: Autora

As coldnias bacterianas foram observadas nas respectivas placas das
diluicdes 10° e selecionadas para o isolamento de culturas puras através da técnica
de esgotamento de estrias simples (Figura 24) em placas de Petri. As colbnias foram
inicialmente isoladas por caracteristicas morfoldgicas, incubadas na estufa a por até
48h. Com uma alga microbiologica, cada cultura pura bacteriana isolada do meio agar,
foi inoculada novamente em meio TSB liquido e incubada a 30°C por 24h.
Posteriormente, 1mL de cada amostra foi transferido para microtubos de 1,5mL e
encaminhados a analise molecular e aliquotadas em criotubos para congelamento e

armazenagem em Gliceral 30% no banco de bactérias no IEAPM a -70°C.
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Figura 24- Isolamento de culturas bacteriana puras do sedimento rizosférico e raiz dos vegetais do
Mangue de Pedra através da técnica de esgotamento de estrias simples. A) Placa inoculada no tempo

zero. B) Placa apds o periodo de 24h de incubagao a 30°C.

Fonte: Autora

4.8.1. CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS
4.8.1.1. EXTRACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS E PCR

Para a identificacdo molecular, o genoma total das bactérias selecionadas foi
extraido com um kit comercial no laboratorio de Genética Marinha do IEAPM. O kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) foi utilizado e o procedimento realizado
conforme as instrugdes do fabricante, obtendo-se no final da extragéo 25uL de DNA
eluido.

A concentracdo e pureza do DNA extraido foi verificada usando o
espectrofotbmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific) e a integridade do DNA
avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.

Apés a extracdo de DNA, o gene rRNA 16S (Figura 25) foi amplificado por
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) conforme (SUSILOWATI; SABDONO;
WIDOWATI, 2015), usando os primers universais 27F e 1492R segundo (WEISBURG
et al.,, 1991) (Tabela 3) no termociclador modelo Veriti™ 96-Well ThermoFischer
Scientific.



Tabela 3. Primers utilizados para avaliar a comunidade microbiana das amostras pela técnica de

PCR.
) Posicado das Regido alvo 16S o )
Primer Sequéncia do primer
bases? rRNA
27F 8-27 Vi 5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'
1492R 1492-1513 V9 5TACGGTTAACCTTGTTACGACTT-3
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!Posicéo referente a sequéncia do gene ribossomal RNAr 16S.

Figura 25. llustragao das regifes variaveis do gene 16S rRNA e dos diversos pares de primers usados
na sequenciacdo de amostras simuladas. Regides conservadas estdo em azul, varidveis em verde, e
os amplicons de cada plataforma de sequenciacdo em cinza.
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Fonte: Modificado de PARK et al. (2021).

A reacdo de PCR em 15puL de volume consistiu em GoTag®Green Master Mix
Promega 2X (7,5uL), primer 27F e 1492R na concentragdo de uso de 10uM (1uL de
cada), DNA extraido 15-25 ng (5uL) e agua ultrapura (0,5uL). Foram usadas as
seguintes condicdes de ciclagem: desnaturacao inicial a 95 °C por 3 min, seguida por
30 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 1 min, anelamento a 55 °C por 1 min e extensao
a 72 °C por 1 min. Uma extensao final foi realizada a 72 °C por 7 min. Os produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% para verificar a
amplificacédo dos fragmentos em 1500 pares de base (pb). O gel de agarose a 1 % foi
preparado em tampao TBE 1X e 2uL de corante Safer 10000X (Kasvi). As amostras
(2uL) foram aplicadas no gel apos gelificacdo e as corridas de eletroforese realizadas
a 80V, durante 40 minutos em cuba de eletroforese com o tampdo TBE 1X.
Posteriormente, o gel foi observado com E-Gel™ Imager UV Light Base ThermoFisher

Scientific.
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4.8.1.2. SEQUENCIAMENTO 16S

O produto da PCR foi purificado com Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As anadlises de
sequenciamento foram realizadas na Plataforma de Sequenciamento de DNA
(PSEQDNA-UFRJ) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ, utilizando o
Sequenciador Automatico SeqStudioTM (AppliedBiosystems — ThermoFisher). Os
dados originados pelo sequenciamento foram editados manualmente com o programa
BioEdit (verséo 7.2.5).

Os picos dos eletroferogramas foram avaliados e as porgdes iniciais e finais
das sequéncias foram removidas por possuirem, majoritariamente, baixa qualidade,
na maioria das vezes. As sequéncias obtidas apos edicdo (com cerca de 1050pb)
foram comparadas com sequéncias depositadas em bases de dados de acesso
publico Genbank (http:// www.ncbi.nem.nih.gov) com o uso da ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tools) (ALTSCHUL et al., 1990).

As sequéncias foram alinhadas e as analises evolutivas foram realizadas no
software MEGA 11 (versao 11.0.13) (TAMURA, 1992). A histéria evolutiva e arvore
filogenética foram construidas usando o método de Maxima Verossimilhanca e o
modelo Tamura-Nei com distribuicdo gama (+G = 0,5407) em 1000 réplicas. Amostras
cadastradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) do Ministério do Meio Ambiente
(MMA): Cadastro de Acesso Numero ACB699E.

5. RESULTADOS
5.1. ANALISES FISICO-QUIMICAS

As propriedades fisico-quimicas do solo e da 4gua marinha foram mensuradas
em quatro pontos distribuidos no Mangue de Pedra (Tabela 4). Os valores de pH foram
similares em todas as estacOes de coleta, na faixa do neutro (7). Os parametros
temperatura e salinidade apresentaram valores meéedios de 26°C e 25%,
respectivamente. Em relacdo aos nutrientes avaliados, as concentracdes meédias

observadas de amonia, nitrito, nitrato e fosfato foram: 8.724, 0.459, 7.279 e 0,540uM.
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As menores e maiores mensuragfes de temperatura, temperatura e
concentracdes de nutrientes (amdnia, nitrito e nitrato), foram observadas nas estacoes
de coleta 1 e 4, respectivamente. Sendo observado o0 inverso, apenas nas
concentracdes de fosfato, onde a estacédo 1 apresentou concentracdes mais elevadas
e a estacao 4 menores concentracdes. A estacdo de coleta 3 apresentou a menor
concentracédo do mineral fosfato comparado aos demais pontos.

Tabela 4: Parametros fisico-quimicos nas estacdes de coleta no Mangue de Pedra.

Nutrientes (uUM) Fisico-quimicos
Estacdes Vegetal
de coleta A . . Temperatura Salinidade
Amonia Nitrito Nitrato Fosfato °C) (%°) pH
Avicennia
1 Schaueriana 2,906 0,068 3,234 0,808 24 23 7
2 Spartina sp. 9,309 0,378 5,028 0,582 26 23 7
3 R. mangle 9,868 0,430 7,982 0,231 25 24 7
4 Avicennia 45813 0958 12,873 0,538 27 28 7

Schaueriana*

* Avicennia Schaueriana localizada préximo a Vila de Pescadores.

5.2. FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
5.2.1. MORFOTAXONOMIA DOS ESPOROS

A identificacdo morfotaxondmica no presente estudo foi realizada com ajuda de
especialistas em taxonomia de FMA, analisando o0s seguintes caracteres
morfolégicos: hifa de suporte, parede do esporo (cor, consisténcia, camadas,
presenca de ornamentacao), presenca de saco esporogénico, presenca de escudo
germinativo e tamanho. Foi realizado consulta complementar de literatura especifica
no banco de dados do site International Culture Collection of Vesicular Arbuscular
Mycorrhizal Fungi (INVAM).

Glomerosporos foram encontrados nas amostras de 100g de sedimentos
rizosféricos em todos as estacdes de coleta (Tabela 5). Foram identificadas familias
Glomeraceae e Acaulosporaceae. Em nivel de espécie foram identificadas
Funneliformis aff. mosseae e Paraglomus aff. occultum, nas esta¢des de coleta 1 e 4,

respectivamente.
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Tabela 5. Resultado morfotaxbnomica dos esporos de FMAs encontrados nas rizosferas das 4

Estacdes de coleta no Mangue de Pedra, Armacao dos Buzios.

Estacoes de Vegetal Namero de Familias Espécie
coleta esporos
Avicennia Funneliformis aff.
1 . 37 Glomeraceae
Schaueriana mosseae
2 Spartina sp. 26 Glomeraceae X
3 R. mangle 25 Glomeraceae X
Glomeraceae
4 Avicennia o5 Acaulosporaceae

Schaueriana Paraglomeraceae Paraglomus aff. occultum

O glomerosporo Funneliformis aff. mosseae isolado no sedimento rizosférico
da estacao de coleta 1, no mangue Avicennia schaueriana (Figura 26) possui tamanho
aproximado de 100um. Sua distribuicdo de tamanho relatado na literatura € 100-
260um, média =195um (n=166). A hifa esporigena mais clara que a parede do esporo;
0 poro é ocluido por septo curvo, a partir da camada mais interna L3. A camada L1
aparenta ser uma parede expansiva (que em contato com o PVLG se expande).

Figura 26. A) Glomerosporo Funneliformis aff. mosseae isolado do sedimento rizosférico do mangue
Avicennia schaueriana (Estacédo de coleta 1). Lente com aumento 1000x, barra de escala= 20um. B)
Glomerosporos da Familia Glomeraceae isolado do sedimento rizosférico do mangue Avicennia
schaueriana (Estacao de coleta 1) no Mangue de Pedra, Armacéo dos Buzios, sob lente com aumento
1000x, barra de escala= 20um.

Fonte: Autora
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Figura 27. Glomerosporos da familia Glomeraceae isolados no sedimento rizosférico da Graminea
marinha Spartina na (Estacéo de coleta 2) no Mangue de Pedra, Armacéo dos Blzios. As imagens de

A-C com aumento de 1000x e D com aumento de 400x, barra de escala= 20um.

Fonte: Autora

Figura 28- Glomerosporos da Familia Glomeraceae isolados no sedimento rizosférico da Rhizophora
mangle no (Estacéo de coleta 3) no Mangue de Pedra, Armacao dos Blzios. Imagens capturados sob
lente com aumento 1000x, barra de escala= 20um.

Fonte: Autora



43

O unico esporo do género Paraglomus sp. sem a hifa observada (Figura 29B)
dificulta a identificagdo e comparagdo das estruturas com outros esporos desta
espécie. Porém a caracterizacdo molecular identificou no Mangue de Pedra a
existéncia de Paraglomus occultum. O tamanho aproximado de 50 pm esta abaixo do
tamanho médio minimo (60-100 um) relatado na literatura. Para preservar possiveis

equivocos especificos, optou-se a descricdo por Paraglomus aff. occultum.

Figura 29. Glomerosporos isolados na (Estacdo de coleta 4) Vila dos pescadores, do sedimento
rizosférico da Avicennia schaueriana, Mangue de Pedra, Armacéo dos Buzios. As imagens A e B foram
capturadas sob lente de aumento de 1000X e as C e D sob lente de aumento de 400X. A) Familia
Acaulosporaceae. B) Paraglomus aff occultum. C-D) Familia Glomeraceae.
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Fonte: Autora
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5.2.2. IDENTIFICACAO TAXONOMICA MOLECULAR de FMA

A arvore (Figura 30) filogenética foi montada com base nas sequéncias de
RNAr 18S das linhagens de FMA isoladas das amostras do Mangue de Pedra. As
sequéncias foram alinhadas e as analises evolutivas foram realizadas no software
MEGA 11 (versao 11.0.13). A histéria evolutiva e arvore filogenética foram construidas
usando o modelo evolutivo de substituicdo, Método de Maxima Verossimilhanca de
reconstrucao evolutiva, com 1000 Bootstraps e valores de suporte acima de 60%. Os
resultados moleculares para fungos Glomeromycota do Mangue de Pedra mostrou a
presenca das espécies Paraglomus occultum (C. Walker) J.B. Morton & D.
Redecker, Acaulospora spinosa C. Walker & Trappe, Funneliformis mosseae (T.H.
Nicolson & Gerd.) C.Walker & A. Schissler, Scutellospora calospora (Nicol. & Gerd.)
Walker & Sanders, Acaulospora cavernata Blaszk.

No ponto 1, na rizosfera e na raiz do mangue Avicennia schaueriana foram
identificados respectivamente Paraglomus occultum e Acaulospora spinosa. No ponto
2, foi identificado somente Funneliformis mosseae tanto na rizosfera como na raiz da
graminea Spartina sp. No ponto 3, foi identificado Scutellospora calospora somente
na rizosfera, ndo sendo observado FMA na raiz do mangue Rhizophora mangle. J4 no
ponto 4 a espécie Acaulospora cavernata foi encontrada tanto na rizosfera como na

raiz da Avicennia schaueriana.
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Figura 30. Arvore filogenética de FMA pela andlise parcial da regifio SSU-rRNA de sequéncias
diferentes de Glomeromycota. Usando o modelo evolutivo de substituicdo, Método de Maxima
Verossimilhanca de reconstrucao evolutiva, com 1000 Bootstraps e valores de suporte acima de 60%.
*Os numeros de acesso do Genbank de cada referéncia da sequéncia sdo mostrados entre parénteses
e nossas sequéncias referentes a estacao de coleta 1 (triangulo), 2 (quadrado), 3 (losango) e 4 (circulo).
Os simbolos em preto e vermelho representam amostras da rizosfera e raiz, respectivamente. Boletus

edulis foi usado como grupo externo.
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5.2. BACTERIAS

5.2.1. IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS CEPAS ISOLADAS
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Tabela 6. Representacéo filogenética de 13 espécies e 11 géneros bacterianos identificados no Mangue

de Pedra.
CLASSIFICACAO FILOGENETICA
PONTOS DE VEGETAL
COLETA ANALISADO ORDEM GENERO ESPECIES
Bacillales Bacillus Bacillus
halotolerans
1 A. schaueriana Lactobacillales Lactococcus Lact?);Coticscus
Micrococales Arthobacter Arthobacter agilis
Vibrionales Vibrio Vibrio variabilis
2 Spartina sp. Oceanospirillales Acanirovax Acanirovax
hongdengensis
Lactobacillales Enterococcus Enterococcus
casseliflavus
Chromatiales Thioalkalivibrio Thloa}llgallylbrlo
sulfidiphilus
3 R. mangle Thiohalocapsa Thiohalocapsa
Marina
Bacillales Bacillus Bacillus sp.
4 A. schaueriana Exiguobacterium Exiguobacterium
profundum
Bacillales Pseudogracibacilus  Pseudogracibacilus

Desulfovibrionales

Bacillus

Desulfovibrio

marinus

Bacillus cereus

Desulfovibrio
giganteus
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Um total de 13 cepas das colbnias bacterianas isoladas em cultivo foram
caracterizadas a nivel de espécie através do sequenciamento parcial do gene
codificador do RNAr 16S e da comparacdo com as sequéncias homodlogas
depositadas no banco de dados GenBank. Foram identificados molecularmente 11
géneros bacterianos (Tabela 6), através do sequenciamento nucleotidico por Sanger:
Alcanivorax, Arthorbacter, Bacillus, Desulfovibrio, Enterococcus, Exiguobacterium,
Lactococcus, Pseudogracibacillus, Thiohalocapsa, Thioalkalivibrio e Vibrio.

No ponto 1 foi encontrado as espécies Bacillus halotolerans e Lactococcus

lactis na rizosfera. J& na raiz do ponto 1 foi encontrado apenas Arthrobacter agilis. No
ponto 2 foi encontrado Alcanivorax hongdengensis na rizosfera, e na raiz as espécies
Enterococcus casseliflavus e Vibrio variabilis. No ponto 3, foi encontrada a espécie
Thioalkalivibrio sulfidiphilus na rizosfera. Ja na raiz as espécies encontradas foram
Bacillus sp e Thiohalocapsa marina. No ponto 4, em sedimento rizosférico foi
encontrado Exiguobacterium profundum e Pseudogracilibacillus marinus. Enquanto
na raiz foi encontrado Bacillus cereus e Desulfovibrio giganteus.
A arvore filogenética (Figura 31) foi montada com base nas sequéncias de RNAr 16S
das linhagens de bactérias isoladas das amostras do Mangue de Pedra. As
sequéncias obtidas apés edicdo (com cerca de 1050pb) foram comparadas com
sequéncias depositadas em bases de dados de acesso publico Genbank (http://
www.ncbi.nem.nih.gov) com o uso da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tools) (ALTSCHUL et al., 1997). As sequéncias foram alinhadas e as anélises
evolutivas foram realizadas no software MEGA 11 (versdo 11.0.13). A histéria
evolutiva e éarvore filogenética foram construidas usando o método de Méaxima
Verossimilhanca e o modelo Tamura-Nei com distribuicdo gama (+G = 0,5407) em
1000 réplica.
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Figura 31. Arvore filogenética de bactérias pela analise parcial da regido 16S construida usando o
método de Maxima Verossimilhanca e 0 modelo Tamura-Nei com distribuicdo gama (+G = 0,5407) em
1000 réplica. Estacao de coleta 1 (triangulo), 2 (quadrado), 3 (losango) e 4 (circulo). Os simbolos em

preto e vermelho representam amostras da rizosfera e raiz, respectivamente. Methanomassiliicoccus
luminyensis foi usado como grupo externo.
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6. DISCUSSAO

Apesar das poucas medidas realizadas, de uma maneira geral os valores das
propriedades fisico-quimicas do solo e da agua marinha mensuradas em quatro
pontos distribuidos no Mangue de Pedra (salinidade, pH, temperatura e nutrientes) no
presente estudo, apresentaram valores similares. Dessa forma, diferencas
observadas na composicdo microbiana entre as estacdes de coleta ndo podem ser
atribuidas diretamente as condicbes ambientais, mas provavelmente a possiveis
interagOes sinergéticas entre os fatores ambientais medidos e aos fatores bidticos do
Mangue da Pedra.

Pesquisas em florestas de mangue tem demostrado que comunidades
microbianas séo influenciadas pelas condicbes de diferentes fatores bibticos e
abioticos (BERG; SMALLA, 2009; DE SANTANA et al., 2021; LAl et al., 2022).

Fatores como idade da planta, tipo de raiz, tamanho do grao do solo, niveis de
pH, salinidade e temperatura, possuem grande papel na determinacéo da diversidade
microbiana influenciando a predicdo da dominancia fungica-bacteriana em
manguezais (HELFER; HASSENRUCK, 2021; LAl et al., 2022). No entanto, a maioria
dessas pesquisas foram realizadas em manguezais de sedimento lamoso sob
paisagens ribeirinhas e deltas. Neste estudo, fornecemos as primeiras informacdes de
comunidades bacterianas e de FMAs associados a vegetais do Mangue de Pedra, que
cresce sobre substrato areno-rochoso e ausente de rio.

A salinidade tem sido relacionada como um dos principais fatores na
diversidade e estrutura das comunidades microbianas em sedimento costeiro como
taxa de colonizagéo, riqueza e dominancia de certas linhagens, sendo maior quando
em salinidade intermediaria (BARIK et al., 2018; LAl et al., 2022; BERNHARD et al.,
2005; WANG et al., 2018; ZHANG et al., 2015).

No Mangue de Pedra, os valores entre (23 - 28) ppt. indicam um ambiente
salobro de salinidade intermediaria. Ambientes de mangue que apresentam alta
salinidade correspondem a faixa entre (33 - 64) ppt, assim como salinidade
intermediaria apresentam valores entre (10 - 30) ppt (BARIK et al., 2018; BERNHARD
et al., 2005; LAl et al., 2022).
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Pesquisas de monitoramento hidroquimico realizadas no Mangue de Pedra,
revelaram que o carater das aguas do manguezal € majoritariamente cloretada-sédica
com baixos teores de bicarbonato caracterizado pela dgua do mar quando na
presenca de aguas continentais, as quais promovem a diluicio da salinidade
tornando-a salobra (CICCO, 2018; REBELO, 2013; BENFEITA, 2017). Neste
contexto, os resultados para salinidade das diferentes estacdes de coleta deste
trabalho, corroboram com os citados na literatura, e provavelmente ndo explicam por
si, devido a sua pequena variacdo quando comparadas com outros manguezais, as
variagdes da composigcdo microbiana verificada no Mangue de Pedra.

O segundo condutor da estrutura microbiana depois da salinidade € o pH,
atuando como fator limitante das atividades do metabolismo (CECCON et al., 2019).
Nossos resultados para pH apresentaram na faixa do neutro, corroborando com
pesquisas anteriores que demostraram a influéncia de acidos minerais e alcalinidade
formada a partir de bicarbonatos nas pocas de maré do Mangue de Pedra (REBELO,
2013; BENFEITA, 2017).

Os niveis de pH dos sedimentos de manguezais sao relativamente uniformes,
com uma variacédo relatada de 5 a 8,09 dependendo das zonas de maré, estacdes do
ano e da zonacdo dos manguezais (LIU et al., 2020; NATHAN; VIJAYAN; AMMINI,
2020; ZHU et al., 2022). Em camadas estratificadas de sedimento de manguezais o
valor médio de pH aumenta com a profundidade, tornando-se mais alcalino (FENG et
al., 2019).

Compreender a interacéo das populacdes microbianas e seu papel na ciclagem
de nutrientes nas zonas de maré dos manguezais € essencial para a adaptacao e
conservacgao desses ecossistemas (DE SANTANA et al., 2021; TRIVEDI et al., 2020).
Parametros ambientais influenciam as bactérias oxidantes de aménia, importantes no
ciclo do nitrogénio nos manguezais (LAl et al., 2022).

No Mangue de Pedra, observamos espécies bacterianas diazotroficas em
todas as estacdes de coleta, tanto no sedimento rizosférico quanto nas raizes, como
Gammaproteobacteria, Actinomycetota e Desulfovibrionaceae (ALFARO-ESPINOZA
et al., 2015; ZHANG et al., 2017). Esses diazotréficos sao fundamentais para a
reciclagem do nitrogénio, incluindo nitrificacdo, fixacao, desnitrificacdo e remocéo de
amonia em ambientes eutrofizados de manguezais (WANG et al., 2018; WANG et al.,
2019; ALFARO-ESPINOZA et al., 2015).
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Todas as estacOes de coleta no Mangue de Pedra, exceto a estacao 1,
apresentaram valores de nitrato superiores a 5 UM, possivelmente devido a eventos
antropicos e efluentes frequentes na regido trazidas pela corrente de maré,
principalmente pelo rio Una. Teores de nitrato acima de 5 mg/L podem ser indicativos
de contaminacdo por atividades antrépicas, onde a presenca de nitrito na agua
subterrdnea € um indicativo de poluicdo recente (BENFEITA, 2017). A estacdo 1
geograficamente mais protegida e afastada da trilha principal do manguezal,
apresenta maior densidade de arvores e plantulas de mangue, sugerindo um local
menos perturbado. A estacdo 4 apresentou os valores mais elevados de nitrato,
amonio e nitrito, possivelmente associados aos efluentes da Vila de Pescadores e a
proximidade do riacho da Rasa. Além dos resultados para nutrientes, a salinidade das
estacdes de coleta 1 e 4 demonstraram maiores divergéncias. A oxidacdo de amdnia,
que é a primeira etapa da nitrificacdo conduzida pelas bactérias oxidantes de aménia,
apresenta respostas variadas a salinidade em (10-20 ppt) em diferentes ambientes
(WANG et al.,, 2018). O aumento da salinidade pode impactar diretamente a
nitrificacéo, limitando a atividade dos organismos nitrificantes e aumentando o efluxo
de amoénia, o que intensifica a nitrificacdo (DITTMANN et al., 2022).

HALDAR et al. (2018) relatam que sedimentos de manguezais fortemente
influenciado por esgoto bruto e atividades antropicas tém menor diversidade e riqueza
taxondbmica microbiana em comparacdo com de menos intervencfes humanas.
Assim, a avaliacdo e a comparacdo da diversidade microbiana e das condicfes
circundantes no Mangue de Pedra se fazem necessarias para analisar esta relacdo
as mudancgas ambientais de longo prazo.

Além dos nutrientes, outros parametros ambientais como a temperatura podem
modificar o ambiente na rizosfera aumentando a retengdo de produtos organicos,
producdo de enzimas e nutrientes (KUZYAKOV et al., 2019). A temperatura estimula
atividades microbianas e a permeabilidade da membrana das células radiculares,
acelerando a exsudagéo e ampliando a rizosfera para atividades enzimaticas (RAZAVI
et al.,, 2019). A temperatura média de 26 °C, encontrada neste estudo, ndo se
apresentou extrema o suficiente para alterar significativamente a composi¢cao
microbiana, permitindo que as raizes continuem estruturando os parametros bioéticos,
guimicos e o ambiente fisico.

Para compreensdo da formag¢do de microbiomas associados as plantas do

Mangue de Pedra, analisamos os compartimentos vegetais, rizosfera e raiz para
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caracterizacdo bacteriana. Em todos os vegetais das estacfes de coleta, nossos
resultados mostraram a dominancia do Filo Firmicutes, representado pelas espécies
Bacillus halotolerans, Lactococcus lactis, Enterococcus casseliflavus, Bacillus sp,
Exiguobacterium profundum, Pseudogracilibacillus marinus e Bacillus cereus. Em
menor distribuicdo, foi observado no Filo Proteobacteria representado por
Gammaproteobacteria pelas espécies: Alcanivorax hongdengensis, Thioalkalivibrio
sulfidiphilus, Vibrio variabilis e Thiohalocapsa marina.

Na Ameérica do Sul varias pesquisas relatam Firmicutes como o Filo mais
dominante principalmente pela familia Bacillaceae (FERNANDEZ-CADENA et al.,
2020; ISAZA et al., 2021, SANTANA et al., 2021). A proporcédo de Proteobacteria é
relata em manguezais como o segundo Filo mais dominante, com diferencas minimas
em porcentagem para Firmicutes (LAI et al., 2022).

A prevaléncia por Firmicutes e Proteobacteria tanto na raiz como na rizosfera
sugere uma forca seletiva dos vegetais sobre as comunidades microbiana no Mangue
de Pedra. As condi¢cdes ambientais e da geomorfologia podem diferir a composicao
das comunidades microbianas de acordo com o tipo de vegetal (CHUNHUA et al.,
2023; TRIVEDI et al., 2020; LAl et al., 2022). O microbioma associados as plantas sédo
estruturadas por regras gerais e interagdes complexas entre microrganismos, plantas
hospedeiras e 0 ambiente, apesar dos mecanismos subjacentes nao serem totalmente
compreendidos (TRIVEDI et al., 2020).

No compartimento raiz dos vegetais do Mangue de Pedra, observamos em
todas as estacbes de coleta a distribuicdo das bactérias Proteobacteria,
Desulfovibrionales, Pseudomonata, Actinomycetota, e de maior distribuicdo para
Bacilli. Esta distribuicAo e organizacdo microbiana sugere uma selecdo para o
ambiente endofitico de especificidade e fungéo microbiana.

Os grupos bacterianos comuns dos manguezais sao rizobactérias fixadoras de
nitrogénio representados por Proteobactérias; solubizadoras de fosfato por Bacillus,
Vibrionacea, Pseudomonata, e redutoras de sulfato representados por Desulfovibrio
(HOLGUIN et al., 2001; THATOI et al., 2013; LAI et al., 2022). O género Bacillus é
comumente encontrado em solo, aguas residuais e sedimentos de mangue, nos quais
também sdo encontrados géneros bacterianos halotolerantes que desempenham
papéis importantes na interagdo planta-microrganismo, como a fixa¢ao de nitrogénio,
promocdo do crescimento da planta e protecédo contra patdogenos (ALMEIDA et al.
2021; SHAHRAJABIAN, 2023). A familia Bacillaceae apresenta potencial metabdlicos
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das vias dos carboidratos (ciclo do citrato e pentoses fosfato), bem como das vias do
metabolismo do enxofre e nitrogénio, sugerindo que suas abundancias séo ocupadas
por essas familias nas zonas de maré (DE SANTANA et al., 2021; SPEALMAN et al.,
2020; LAl et al., 2022). A literatura frequentemente relata a dominancia de Firmicutes
e a baixa abundancia de outras espécies na diversidade microbiana, especialmente
na zona entremareés, onde Bacilli € predominantemente representado (ISAZA et al.,
2021; FERNANDEZ-CADENA et al., 2020; DE SANTANA et al 2021; CECCON et al.,
2019; LAl et al., 2022).

Nas estacoes de coleta 1 e 4, apesar das diferencas nos valores de nutrientes,
o grupo Bacilli também predominou, sugerindo uma possivel seletividade pelo vegetal
Avicennia schaueriana. A dominancia de Bacilli encontrado tanto na rizosfera e na raiz
dos vegetais no Mangue de Pedra, sugere uma amplificacdo e selecédo heterogénea
associadas na montagem das comunidades microbianas. Esta montagem
possivelmente esta associada as fun¢des microbianas especificas, ocorrendo assim
o controle no rizoplano da entrada de microrganismos na raiz e da diversidade
microbiana controlada por exsudados radiculares (TRIVEDI et al 2020; ZHUANG et
al.,, 2020; WU et al.,, 2016). Os exsudados de raizes em manguezais como
aminoacidos, acidos organicos, poli-hidroxiacidos, agucares, fosfatos, acidos fendlicos
(acido ftalico, &cido salicilico) e &cidos graxos (acido palmitico, acido miristico e acido
oleico) em grandes quantidades poderiam atrair mais probiéticos que protegem as
plantas hospedeiras (BAIS et al., 2006; ZHUANG et al., 2020).

Diferentes padrdes de comunidades bacterianas e flngicas podem ocorrer
devido a diferenciacéo de nicho ao longo dos compartimentos radiculares e aos efeitos
de exsudacao das raizes de mangue (LUO et al., 2018; SAKHIA et al., 2016; ZHUANG
et al., 2020). Nossos resultados para FMA, foram observados glomeroesporos pela
técnica morfo-taxonémica, pertencentes ao Filo Glomeromycota em todos o0s
sedimentos rizosférico dos vegetais analisados, sendo de maior ocorréncia para
Glomeraceae (3/4 estagbes de coletas), seguido por Acaulosporaceae. A ocorréncia
de glomeroesporos no Mangue de Pedra, nos sedimentos de A. schauerianna,
também observada por Bomfim (2019) utilizando a técnica morfo-taxonémica o que
corrobora com 0s nossos resultados.

Apesar do potencial dos estudos morfo-taxonémicos de FMA para fornecer

estimativas quantitativas, a preciséo na identificacdo pode ser subestimada devido as
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semelhancas morfologicas entre espécies e pela presenca de esporos inviaveis
(KRUGER et al., 2011; COFRE et al., 2019; DA SILVA et al., 2022).

No resultado molecular para FMAs no Mangue de Pedra, identificamos
espécies encontradas também pela técnica morfo-taxbnomica. A presenca das
espécies Paraglomus occultum e Funneliformis mosseae, identificado em ambas
metodologias, apresentaram distribuicdo distinta das estac¢des de coleta. Este cenario
foi favoravel pois possibilitou maior cobertura da distribuicdo geografica para FMAS,
evitando também possiveis equivocos de identificacdo. Neste contexto, a combinacéo
de estudos moleculares e morfologicas tem sido apontada como a metodologia mais
adequada para classificar os FMA e descrever sua distribuicdo geogréafica (COFRE et
al., 2019; DA SILVA et al., 2022; LEE et al., 2008).

Nas estacOes de coleta 1 e 4, a identificagdo de FMA do género Acaulospora
em A. schauerianna evidenciou sua ampla distribuicdo na regido e capacidade de
adaptacao a diversas condicdes ambientais. Apesar da presenca de Acaulospora na
mesma espécie de mangue, o biotipo das plantas hospedeira parece exercer uma
pressdo da selecdo da estrutura das comunidades fungicas endofiticas na rizosfera
(LEE et al., 2020; ZENG et al., 2024). As mudancas na composicdo da comunidade
de FMAs pode estar associado a diferentes ambientes, principalmente relacionados a
vegetacdo e ao solo, afetando significativamente as comunidades de FMAs (DA
SILVA et al., 2017).

Na estacédo de coleta 3, ndo foi identificado pela técnica molecular, colonizacao
endofitica por FMA do Unico e recente espécime de Rhizophora mangle. Foi
observado somente em sedimento rizosférico na presenca de Scutellospora
calospora. Pela técnica morfo-taxondmica, foram observados glomeroesporos em
sedimento rizosférico, corroborando com a técnica molecular. Apesar de néo
identificarmos FMA na raiz da Rhizophora mangle, ndo é possivel afirmar que néo
haja colonizagdo endofitica, uma vez que foi realizada apenas uma unica coleta. A
identificacdo de FMA observada somente no sedimento rizosférico, possivelmente
possa ocorrer pelo carreamento dos glomeroesporos provenientes da variacdo de
maré ou da vegetacdo costeira. Formas de dispersao por aguas fluvio-marinhas,
animais e vegetacdo costeira sé@o relatadas como meios de transporte de FMA
(SCHMIDT et al.,1986; DA SILVA et al.,2017). Todavia, se faz necessario o

monitoramento na R. mangle para elucidar melhor esse resultado.
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Outro fator relevante foi a baixa demanda de fosfato no vegetal R. mangle,
comparado aos demais vegetais analisados no Mangue de Pedra. Os vegetais
micorrizados absorvem fésforo solubilizado proveniente das hifas estendendo a zona
de deplecdo (KOTHAMASI et al., 2006, SEHOANE et al., 2023). Porém, a demanda
de fésforo (P) pode influenciar fortemente na arquitetura radicular e na composic¢ao da
comunidade de FMA (BEVER, 2001; MALICKA et al., 2022). A colonizacéo radicular
por FMA, frequentemente, é relacionada a solos deficientes de P, embora a
esporulacdo dos esporos possa ser influenciada positivamente pelo incremento de P,
em outros, a influéncia é negativa (EZETA e SANTOS, 1980; NEUMANN e GEORGE,
2004; SUBRAMANIAN, et al., 2006; MOREIRA, et al.,2012). A disponibilidade de
fésforo no solo pode afetar a eficiéncia de algumas espécies de FMA, influenciando
na colonizacdo das raizes, composicao e distribuicdo das espécies de fungos no
ambiente (PICONE, 2000).

A represséao da resposta imune mediada pela privacao de fosfato, permite um
acumulo de associacfes mutualisticas planta-fangico que aumenta a absorcédo de
fosfato inorganico pela planta (HACQUARD et al.,, 2016; TRIVEDI et al., 2020).
Algumas plantas como as rhizophoraceae podem apresentar aumento de compostos
fendlicos nas células corticais, formando uma barreira fisica contra a colonizacao
intracelular por FMA (RASHIDI et al., 2022). Entretanto, KOTHAMASI et al (2006),
observaram que o solo da rizosfera dos mangues de Rhizophora mucronata Lamk.,
Rhizophora stylosa Griff., Bruguiera gymnorrhiza (L.) em South Bay, Great Nicobar,
india, apresentava baixos niveis de fosfato inorganico (0,86+0,42 mg), sendo
encontrados FMAs do género Glomus e bactérias solubizadoras de fosfato que
estariam a mobilizar fosfato da rizosfera para esses vegetais.

Na raiz da R. mangle do Mangue de Pedra, foi observada pela técnica
molecular a presenca de Bacillus sp. Esta cepa é conhecida por sua capacidade de
solubilizar fosfato em formas nao disponiveis em ambientes de mangue com
nutrientes limitados, além de promover o crescimento das plantas e a tolerancia a
salinidade. (GOBINDA et al., 2024; DE SANTANA et al., 2021; SPEALMAN et al.,
2020; LAl et al., 2022).

Na rizosfera da R. mangle do Mangue de Pedra, foi observada a bactéria
Thioalkalivibrio sulfidiphilus que possivelmente possa atuar na oxi-reducdo na
rizosfera. Este género € relatado como uma bactéria oxidantes de enxofre

haloalcalifilicas e quimioautotréficas obrigatoria, que oxida sulfeto de hidrogénio (H2S)
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como doador de elétrons, tolera pH na faixa de 9,5 a 11, e altas concentracdes de
sédio (AHN AC, et al., 2017). A rizosfera de R. mangle, € relata como sulfidrica,
apresentando composto de enxofre reduzido (FRUEHAUF, 2005; ANDRADE &
PATCHINEELAM,2000). O género Thioalkalivibrio isoladas de diferentes sedimentos,
apresenta uma diversidade genética sugerida como uma espécie gendmica que
abriga cepas geograficamente separadas umas das outras, ou que sao encontradas
apenas em uma area especifica ou endémica (MORRONE,1995; FOTI et al., 2006;
AHN AC, et al., 2017, MUYZER et al., 2011, BECARELI et al., 2020).

6.1. APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

A presenca dos FMAs Acaulosporaceae e Glomeraceae encontrados no
Mangue de Pedra tem sido relatada em ambientes hipersalinos, ampla gama de pH,
como também em solos contaminados com niquel, cAdmio e arsénico, indicando seu
potencial biotecnolégico para atividades de biorremediacdo em ambientes poluidos
(DA SILVA et al., 2017; DA SILVA et al., 2022; SCHNEIDER et al., 2013; YANO-MELO
et al., 2003, HARMANJIT et al., 2023; LEE et al., 2020; MALICKA et al., 2022). Apesar
de ndo termos medido metais pesados no presente estudo, a presenca desses FMAS
pode estar contribuindo na mitigacdo de contaminantes no Mangue de Pedra que nos
altimos anos tem sido exposto a poluentes.

O FMA Funneliformis mosseae, observado na graminea Spartina sp. séo
citados pela melhora do estado nutricional das plantas mitigando o estresse oxidativo,
aumentando a tolerancia a presenca de contaminantes de hidrocarbonetos (DA SILVA
et al., 2022; LENOIR et al.,, 2016; MALICKA et al., 2021; MALICKA et al., 2022;
MARRO et al., 2022). Apesar da plasticidade a exposicdo de hidrocarbonetos dos
FMAs, a diminuicdo de sua riqueza pode favorecer a dominancia de Funneliformis,
cujas caracteristicas funcionais estimulam as atividades de bactérias degradadoras
de hidrocarbonetos (MALICKA et al., 2022).

Bactérias podem formar estruturas semelhantes a biofilme na superficie das
hifas dos FMAs (MIQUEL GUENNOC et al., 2018; TAKTEK et al., 2017; LEE et al.,
2020). Em nossos resultados, a bactéria Alcanivorax hongdengensis identificada na
rizosfera da Spartina sp., possui genes envolvidos na degradacdo de alcanos em
diferentes substratos marinhos poluidos por 6leo (WANG et al., 2012; WU et al., 2009;

CAO et al., 2022). Das bactérias hidrocarbonoclasticas obrigatorias, a Alcanivorax
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também tem recebido atencao pela capacidade da biodegradacédo de plasticos a base
de petréleo, como polietileno de baixa densidade como tereftalato e polipropileno,
recebendo atencéo na plastisfera, um novo ecossistema que hospeda comunidades
microbianas na superficie dos plasticos (CAO et al., 2022).

O género Thioalkalivibro, observado na R. mangle € um género de interesse
industrial com aplicacdes nos processos de oxidacdo de H2S produzido como residuo
em diversos processos industriais como curtimento de couro, fabricacdo de papel,
producado de energia por refino de petrdleo, biogas e fontes geotérmicas (BECARELI
et al., 2020)

A espécie Exiguobacterium profundum é relata pelo seu potencial
biotecnolégico de remediacdo por sequestrar uranio de sedimento marinho
contaminado no Sul da india (MANOBALA et al. 2019). As cepas de Exiguobacterium
podem produzir uma variedade de enzimas que as ajudam a manter sua estabilidade
em uma ampla faixa de temperatura, como protease alcalina, guanosina quinase,
EKTA catalase, ATPases, desidrogenase e esterase, podendo ser encontrados em
diversos ambientes (OZDEMIR et al., 2021).

Vérias cepas bacterianas tém sido reconhecidas por sua capacidade de
quebrar hidrocarbonetos aromaticos encontrados em manguezais. Essas cepas
englobam  Rhodococcus, Sphingomonas, Pseudomonas, Mycobacterium,
Burkholderia, Bacillus, Arthrobacter, Marinobacter, Thalassolituus e Alcanivorax
(ALMEIDA et al., 2021; ANU et al., 2024)

A classe Bacilli encontrados em todos as estacfes de coleta do Mangue de
Pedra, tém sido relatadas como potencial biorremediador em degradar
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em sedimentos contaminados com 6leo diesel
através da formacdo de biofilmes nas raizes das plantas de mangue facilitando o
processo de biorremediagdo de areas contaminadas (SAMPAIO et al., 2019; ABDUL
et al., ALMEIDA et al., 2021; ANU et al., 2024).

Bacillus extraidos de manguezais também tem sido descrito como potencial
biocontrole na agricultura pela produgdo de varias enzimas liticas extracelulares,
incluindo celulases, amilases, proteinases e quitinases, que podem ser usadas para
multiplas aplicagfes biotecnoldgicas (OLIVEIRA et al., 2023; SILVA et al., 2023)
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7. CONCLUSAO

A pesquisa realizada no Mangue de Pedra, representa um marco significativo
na compreensdo dos microrganismos autéctones com potencial biotecnoldgico
associados a rizosfera e raiz dos vegetais de mangue. A identificacdo desses
microrganismos pelas técnicas morfo-taxonbmicas e molecular trazem uma
abordagem ecologica, assim como uma perspectiva de explorar o potencial
biotecnolégico para o uso da biorremediacdo e fitorizorremediacdo futuras,
contribuindo na preservacdo e conservacao desse raro manguezal diante de um
eventual cendrio de contaminacdo por efluentes e derivados de hidrocarbonetos de

petrdleo.

O Mangue de Pedra, apresenta condi¢cdes de geomorfologia especifica e rara
para um manguezal. Além dessas peculiaridades este manguezal é constantemente
exposto a acdes antropicas como derramamento de efluentes e derivados de
hidrocarbonetos. A rizosfera deste manguezal fornece um potencial de recurso de
microrganismos que podem ser usados como in6culo ou posteriormente
desenvolvidos como um consorcio microbiano. Nessa perspectiva, confirmamos a
hipétese que o Mangue de Pedra da regido de Armacao dos BuUzios, possui uma
grande diversidade microbiana, incluindo as variedades de FMAs e bactérias no

sedimento rizosférico e nas raizes dos mangues de potencial biotecnoldgico.

As metodologias aqui utilizadas, permitiram a identificacéo precisa de espécies
de fungos micorrizicos arbusculares e espécies bacterianas, revelando uma
diversidade consideravel nos diferentes pontos de coleta. Especificamente, espécies
como Paraglomus occultum, Acaulospora spinosa, Funneliformis mosseae,
Scutellospora calospora, e Acaulospora cavernata, aléem de géneros bacterianos
como Bacillus sp, Denitrovibrio sp e Alcanivorax sp, destacaram-se pela sua presenca
e potencial biorremediador.

A andlise comparativa da diversidade de FMAs e bactérias nos diferentes
pontos de coleta demonstrou uma maior prevaléncia para Glomeraceae e Bacilli,
respectivamente. Isso sugere que esses microrganismos desempenham um papel
crucial nas interacdes ecologicas e na capacidade de adaptacdo do ecossistema do

mangue as condicdes ambientais e as pressdes antropogénicas. Nesta perspectiva,
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uma abordagem holistica que compreenda uma simbiose tripartida entre plantas,
FMAs e bactérias devem ser consideradas em investigacdes futuras para
compreender as mudancas na diversidade funcional e estrutural desses
microrganismos e seus potenciais biotecnolégicos.

Além disso, a caracterizacao dos parametros fisico-quimicos e nutrientes nos
pontos de coleta, embora com dados incipientes, forneceu uma visao abrangente das
condicbes ambientais do Mangue de Pedra, contribuindo para a compreensao da sua
ecologia Unica e das interacdes microbianas. Comparando os resultados com outros
manguezais pode-se verificar a presenca de organismos semelhantes, reforcando a
importancia de estudos especificos para esses ecossistemas. No entanto, destaca-se
a vulnerabilidade dos manguezais de pedra devido a sua raridade e sensibilidade as
mudancas ambientais e as atividades humanas.

Este estudo pioneiro no Mangue de Pedra ndo sé proporciona uma
compreensao inicial das interacdes ecoldgicas, como também estabelece uma base
sélida para o uso de consércios microbianos na fitorremediacao futura. Ao promover
a preservacao deste ecossistema raro, esta pesquisa contribui significativamente para
a ciéncia ambiental e para a implementacdo de praticas sustentaveis de manejo e

conservagao de manguezais.

8. PERSPECTIVAS

e O estudo das interacbes entre esses trés componentes pode revelar
mecanismos sinérgicos que aumentam a eficiéncia da fitorremediacéo.

e Abordagens Metagen6micas: A aplicacdo de técnicas metagendmicas pode
revelar a presenca de microrganismos ainda nao descritos, proporcionando
uma visdo mais completa do microbioma do Mangue de Pedra. Esta
abordagem pode identificar novos genes e vias metabdlicas envolvidas na
degradacéo de poluentes e na estabilizacdo de metais pesados, expandindo o
potencial biotecnol6gico dos microrganismos autoctones.

e Experimentos de Degradacéao e Estabilizacdo: Coletar sedimentos e plantas de
mangue para experimentos controlados em laboratério com diferentes
concentragcdes de hidrocarbonetos de petrdleo serd fundamental. Testes de
sobrevivéncia e crescimento das plantas, juntamente com a analise da

degradacao de hidrocarbonetos e estabilizacdo de metais pesados por FMAs
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e bactérias, fornecerdo dados valiosos sobre a eficicia desses microrganismos
em condi¢des de contaminagé&o variada.

e Monitoramento de Fatores Ambientais: O monitoramento de fatores ambientais
como fosforo (P), nitrogénio (N), pH, salinidade, tempo de exposicdo a
inundacao e temperatura, e sua correlagdo com a taxa de colonizacdo de FMAs
e bactérias nas rizosferas das plantas de mangue, sera essencial. Esse
monitoramento ajudara a identificar as condi¢cdes Gtimas para a colonizacéo e
atividade dos microrganismos biorremediadores, permitindo o desenvolvimento

de estratégias de manejo mais eficaz.
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10. ANEXO

Tabela 7. Resultado das analises microbioldgicas e fisico-quimicas do Mangue de Pedra Blzios/RJ

Microrganismos identificados

Taxonomia
morfoldgica Taxonomia molecular
Estacées Nutrientes (uM) Fisico-qumicos FMAs FMAs Rizobactérias
de coleta Vegetal N-NH4+ NO2- NO3- PO, °C %° pH Esporos Rizosfera Raiz Rizosfera Raiz
1 Avicennia 2.91 007 323 0,81 24 23 7 Funneliformes Paraglumus Acaglospora Bacillus Arthropavter
Schaueriana mosseae occultum spinosa halotolerans agilis
. Funneliformes  Funneliformes Alcanivorax En!ero_coccus
2 Spartina sp. 9,31 0,38 5,03 0,58 26 23 7 Glomeraceae . casseliflavus +
mosseae mosseae hongdengensis .
Vibrio variabilis
. Bacilussp +
3 R. mangle 9,87 043 798 023 25 24 7 Glomeraceae Scutellospora Thioalkalivibrio Thiohalocapsa
calospora sulfidiphilus 3
X marina
Exiguobacterium
Avicennia Paraglumus profundum +  Bacillus cereus +
4 Schaueriana* 12,51 U:00 2, S0, o4 2l <8 occultum Acaulospora Acaulospora Pseudogracilibaci  Desulfovibrio
cavernata cavernata llus marinus giganteus
MEDIA 8,72 046 728 054 26 25 7
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ABSTRACT

Mangroves are coastal ecosystems found in tropical and subtropical regions. Due to
their high productivity, they are crucial for biodiversity. They are associated with
mouths of watercourses such as rivers, estuarine deltas, and sea, subject to tidal
fluctuations. Mangrove soils are unique, with distinct physicochemical characteristics,
rich microbial biodiversity, and biotechnological potential. The region surrounding plant
roots (rhizosphere) is a dynamic environment with complex interactions between
microorganisms and plants, promoting nutrient recycling, carbon fixation, and
resistance to environmental stresses. In the city of Armacdo dos Buzios, Rio de

Janeiro, there is a rare mangrove of global significance known as Mangue de Pedra,
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developed on rocky soil without a river. Freshwater supply is provided by the
emergence of rainwater from an underground aquifer that mixes with seawater along
a narrow strip of sand and rock at Gorda's Beach. In this rare and understudied
scenario, understanding the microbial diversity and biotechnological potential of
bacteria and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) associated with the rhizosphere is
crucial. ldentifying these microorganisms is challenging due to morphological variety
and intra-specific variation. Molecular tool are essential for understanding this diversity
and its biotechnological potential. Therefore, the objective of this study was to evaluate
microbial diversity of AMF and bacteria in the rhizospheric sediment and plant roots in
Mangue de Pedra, Buzios, Rio de Janeiro, Brazil, aiming to characterise and explore
the biotechnological potential of these microorganisms. Water samples from four
points in the mangrove were collected for nutrient analysis (nitrite, nitrate, phosphate,
and ammonium), and rhizosphere and root samples were collected for morphological
and molecular microbiological analyses. For AMF, nucleic acids were extracted and
the 18S rRNA gene region was analysed by PCR using universal fungal genes
(NS1/NS4) and Glomeromycota-specific genes (AML1/AML2), followed by Sanger
sequencing. Additionally, AMF spores found in the rhizosphere were morpho-
taxonomically identified under a microscope. For bacterial analysis, pure colony
isolation was initially performed in Tryptone Soy Broth, followed by DNA extraction.
PCR and Sanger sequencing of the 16S rRNA gene region were then conducted.
Eleven bacterial genera were identified, belonging to the phyla Actinomycetoma,
Deferribacteriota, Bacillota, Pseudomonadota, and Proteobacteria. Five AMF species
were also identified, including species with biotechnological potential for hydrocarbon
and heavy metal bioremediation (Paraglomus occultum, Acaulospora spinosa,
Funneliformis mosseae, Scutellospora calospora, and Acaulospora cavernata). The
absence of AMF in the roots of the only recent young specimen of Rhizophora mangle
in this mangrove suggests a possible lack of mycorrhizal colonisation. This pioneering
microbiological research in the region highlights the need for further investigation of
microorganisms with biotechnological potential and microbial diversity.

Keywords: Mangue de Pedra, Stone Mangrove, Rhizosphere, Microbiome, Bacteria,
Arbuscular Mycorrhizal Fungi, Bioremediation, Phytoremediation

1. Introduction
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Mangroves are coastal ecosystems of significant ecological and economic importance
in the fight against global warming, as they sequester and store about 3 to 5 time more
carbon than temperate or tropical forests, thus mitigating climate change (LEE, et al
2020; SAFWAN AZMAN et al., 2023). The "Blue Carbon" ecosystem, as mangroves
are known, host microbial communities that are active participants in biogeochemical
cycles regulating carbon flow through methanogenesis, removing inorganic carbon,
and are actively involved in the degradation of various hydrocarbon-derived
contaminants, transforming them into water and carbon dioxide, thus providing
nutrients for plants and animals (HILMI, 2021; LAI; REJINIEMON, 2022).

Mangrove's substrate is one of the main characteristics shaping these ecosystems,
with rocky sediment substrates being rarely described worldwide. In the municipality of
Armacéo dos Buzios, state of Rio de Janeiro, Brazil, there is a mangrove, locally known
as Mangue de Pedra, that develops on a sandy-rocky substrate (coarse sand,
granules, pebbles, and rock blocks) and in the absence of a river, where freshwater is
supplied by a subterranean system from an aquifer (MANSUR, 2010; OBRACZKA,
2018). Due to the scarcity of studies on microbial communities in the Mangue de Pedra,
little is known about their ecological dynamics and biological interactions. Therefore,
there is a significant need and potential for research in mangrove microbiology
concerning ecology, biogeochemistry, and geomorphology for biotechnological
purposes (LAl et al., 2022).

Mangrove ecosystems allow the establishment of microbial communities parallel to the
coast due to their ability to recycle nutrients in organic matter (MOITY et al., 2019).
Associations of microorganisms with the roots of mangrove plants contribute to the
growth and establishment of these ecosystems. Additionally, specific patterns of root
exudates, different rhizosphere microenvironments, and mangrove substrates can
profoundly influence the diversity of microbial populations (HUERGO et al., 2018;
ZHUANG, 2020; SEHOANE, 2023). The rhizosphere demonstrates an abundance of
various microbial groups, including mycorrhizal fungi, endophytic bacteria, and viruses,
as well as the predominance of r and k strategists (KUZYAKOV, 2019). However, in
recent years, the ability to biodegrade contaminants through rhizodegradation or
phytostabilization by rhizobacteria and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) has been
the focus of greater attention and investigation (MALICKA et al., 2022; SEHOANE;
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THACHARODI, 2023). Understanding these interactions is essential for the effective
conservation and rehabilitation of these ecosystems, given the strong relationship
between mangrove health and the microbial community (LAI et al., 2022). In this study,
we provide the first information on bacterial and AMF communities, with
biotechnological potential, associated with roots and rhizosphere of plants in the
Mangue de Pedra of Buzios.

1.1. Stone Mangroves In The World And In Brazil

Mangrove substrates are classified into four types: swampy, peaty, rocky, and sandy,
where the first two types support well-developed mangrove forests, while sandy-rocky
substrates have underdeveloped forests distributed over solid volcanic rock, stones,
and coral reefs (RITCHIE, 2005; FRANCA, 2020; OHNO, 2022). Although globally
rare, mangroves on rocky sediments are found in the Galapagos Islands, growing
directly on solid lava fields, in an inhospitable environment, and with the absence of
permanent rivers and estuaries (MOITYet al., 2019). In the Andaman and Nicobar
Islands, India, mangrove vegetation is distributed over igneous rocks and coral and
limestone formations (BANDOPADHYAY et al., 2017). BOMFIM et al. (2019) mention
other examples in Japan and Recife (Brazil). Still in Brazil, in the municipality of S&o
José do Ribamar, Maranhdo state, a fringe-type mangrove develops on the
Unicamping-Jucatuba beach, in the presence of stones and rock blocks, and alluvial
substrate. Its formation consists of sandy and clayey sediments covered by lateritic
gravel, originating from abrasive erosion processes of cliffs, creating an environment
with high touristic potential (BANDEIRA, 2020).

The municipality of Armagé&o dos Buzios, RJ, has three stone mangroves, located at:
Ponta da Sapata, in Manguinhos; Foca Beach; and Gorda Beach, in Rasa, covering a
total area of 0.014 km2 and a contributing basin of 0.180 km2 (BOMFIM, 2019). These
mangroves are located in the part of American territory that remained connected to the
African continent after Mesozoic rifting, known as the Buzios Orogeny (SCHMITT,
2001). The Mangue de Pedra in Gorda Beach, area of this study, stands out from other
mangroves globally due to its location an important lithological scenario of geological

fault systems within a tectonic framework, the S&o Jodo da Barra Graben (MOHRIAK
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et al., 1990). This Graben facilitated the formation of the Pai Vitério geological fault,
which brings into contact Paleoproterozoic orthogneisses and orthogneiss
amphibolites approximately 2 billion years old with conglomeratic sediments of fluvial
origin from the Barreiras Formation, dated to the Miocene, approximately 20 to 2 million
years ago (MOHRIAK et al., 1990; DIAS et al.,2019; SCHMITT, 2001). The Pai Vitério
geological fault creates traps and barriers for the Mangue de Pedra aquifer, with a less
saline channel and alluvial fan deposition of sediments composed of intercalations of
gravel, sand, and clay (CICCO, 2018; ALBUQUERQUE, 2022). The groundwater level
in the aquifer varies from 25 meters above sea level, with the emergence of rainwater
at Gorda Beach, altering local salinity (MANSUR, 2017; DA SILVA, 2018). The
presence of erosion-resistant chalcedony breccia blocks protects mangrove trees from
tidal energy variations (ALBUQUERQUE et al., 2022).

Considered the third most scientifically significant geosite in the CFTD (Cabo Frio
Tectonic Domain), the Mangue de Pedra has been proposed to UNESCO as an
International Geopark, being one of the most relevant in the country in terms of geology
integrated into the Geopark Shores and Lagoons of the State of Rio de Janeiro project
(MANSUR, 2010). Despite its significant ecological, scientific, economic, and social
importance, this ecosystem is threatened by real estate speculation. Additionally, the
incidence of significant anthropogenic activities, such as the discharge of untreated
domestic sewage, improper removal of small shells, and oil spills in the Mangue de
Pedra, has increased over the years. In April 2019, crude oil pellets reached the
Mangue de Pedra, following an accident on the P-53 platform located in the Marlim
Leste field, Rio de Janeiro (ANP/SSM; IBAMA, 2020). Another notable incident
occurred in January 2022, following a major discharge of effluents into the Rio Una,

affecting Gorda Beach.

2. Material & methods

Sampling

Distributed along the intertidal zone of the mangrove, root and rhizosphere samples

from four plants were collected, totaling eight samples (Table 1). At Station (1), the
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plant analysed was the mangrove Avicennia schaueriana (Stapf & Leechm), located in
a more sheltered area of the mangrove with developing mangrove seedlings, algae,
and mosses, and absent of nearby constructions. Station (2) featured the grass
Spartina sp., while Station (3) included Rhizophora mangle (L. — Rhizophoraceae),
both located in clearings without surrounding mangrove vegetation and close to the
main access trail of the mangrove. Station (4) included the mangrove Avicennia
schaueriana (Stapf & Leechm), the only mangrove present at this point, situated near
the Fishermen's Village and the Rasa stream. The collections were carried out at low
tide in May 2023 (Autumn). The four sampling stations (Figure 2) were georeferenced
using the Compass application and GPS (Global Positioning System) by Seong Eon

Kim, Eonsoft version 5.5.9.

Figure 1 - Location of the sampling stations in Mangue de Pedra, Blzios. At Station
(1), the analysed plant was the mangrove Avicennia schaueriana. Station (2) featured
the grass Spartina sp. Station (3) had the mangrove Rhizophora mangle. Station (4)

included the mangrove Avicennia schaueriana
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Tabela 1. Location of the sampling stations near the plants in Mangue de Pedra,
Blzios.

Sampling stations Plants Latitude (S) Longitude (W)
1 Avicennia schaueriana  22°43'59” 41°57° 50”
2 Spartina sp. 22° 43’ 60” 41°57’ 52”

3 Rhizophora mangle 22° 43’ 60” 41°57° 52”
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4 Avicennia schaueriana 22° 43’ 49” 41°58’ 22”

2.1. Taxonomic characterization of AMF populations

2.1.1. Morphological analysis of AMF populations

For taxonomic analyses of AMF, 100g of rhizosphere sediment from the four sampling
points were analysed to extract AMF spores amples were subjected to the decantation
and wet sieving method using sieves with meshes of 450, 53 and 38 pc, followed by
centrifugation in water at 3,000 rpm for 3 minutes and then in a 50% sucrose solution
at 2,000 rpm for 3 minutes. (GERDEMANN; NICOLSON, 1963; JENKINS,
1964). Stereoscopic magnifying glass was used (400x magnification) for
glomerospores counting. To observe the morphology and size of the spores, slides
were prepared with PVLG (polyvinyl alcohol-lactoglycerol) and MELZER reagents, and
observed under an optical microscope (Novel BM 2100) coupled to the image capture
camera (Toup CAM UCMOSO05100KPA). The images were captured in the Toup View
program and processed in the Toup Lite and ImageJ programs. Analyses were carried
out at the Environmental Ecotoxicology Laboratory of the Federal Fluminense Institute

- Campus Cabo Frio.

2.1.2. Molecular analysis of AMF populations

Initially the extraction of nucleic acids contained in root and rhizospheric
sediment of the eight samples was carried out using the DNeasy® PowerSoil ® kit
(QIAGEN) according to the manufacturer's instructions. The molecular marker
routinely used to characterise fungal communities is the ribosomal internal transcribed
spacer (ITS), but this subunit alone is not efficient for AMF due to the high rate of
variability and nonspecificity for AMF (DELAVAUX; MALICKA, 2022). In this context,
the small SSU rDNA portion is the region commonly used for environmental
sequencing for FMA, where its database is better developed and reliable because it is
evolving more slowly than the region (ITS), being supported to build phylogenetic trees
for placement of clades (FRANCK, 2020; OPIK, 2013). The amplified region of DNA
used was from the 5' end of the 18S gene of the 800bp Small SubUnit ribosomal rRNA
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(SSU rRNA) fragment according to (SEHOANE, 2023) and adaptations. PCR
amplifications were performed individually on DNA extracted from rhizospheric
sediment and plant roots from the Mangue de Pedra Buzios. A first PCR was
performed using universal fungal primers NS1-NS4 (5 GTAGTC ATATGC TTG TCT
C 3'-5'CTT CCG TCA ATT CCT TTA AG 3'; Sintese Biotecnologia) and a second
PCR with specific primers AML1-AML2 (5'ATC AAC TTT CGA TGG TAG GAT AGA 3'
- 5' GAA CCC AAA CAC TTT GGT TTC C 3’; Synthesis Biotechnology). Both PCRs
were performed using 0.2 pl (5U/ul) of Taqg Platinum polymerase (Invitrogen), 0.5 pl
dNTPs (10mM) (Promega), 0.75 pl MgCI2 (50Mm) and 1.25 pl of each primer (NS1/4)
/ (AML1/AML2) in a final volume of 20 pl. PCR products were analysed by performing
1.5% agarose gel electrophoresis with SYBR Safe DNA (Invitrogen) at 100 V for 30
min and then observed under UV light. Positive PCR products (800 bp amplicons) were
cleaned by the purification technique using the Purification Genomic DNA Wizard ®
kit. The analyses were carried out at the Genetics Laboratory of the Institute Almirante
Paulo Moreira, Campus Arraial do Cabo. The PCR product was purified with Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) according to the manufacturer's
instructions. Sequencing analyzes were carried out on the DNA Sequencing Platform
(PSEQDNA-UFRJ) of the Carlos Chagas Filho Institute of Biophysics, UFRJ, using the
SeqStudioTM Automatic Sequencer (AppliedBiosystems — ThermoFisher). The data
generated by sequencing were edited manually with the BioEdit program (version
7.2.5). The peaks of the electropherograms were evaluated and the initial and final
portions of the sequences were removed as they were of low quality, in most cases.
The sequences obtained after editing (around 800bp) were compared with sequences
deposited in public access databases Genbank (http://www.ncbi.nem.nih.gov) using
the BLAST tool (Basic Local Alignment Search Tools) (ALTSCHUL et al., 1997).
Sequences were aligned and evolutionary analysis were performed using MEGA 11
software (version 11.0.13) (Tamura et al.,, 2021). The evolutionary history and
phylogenetic tree were constructed using the Maximum Likelihood method and the
general Time reversible (GTR) model with gamma distribution (+G= 2.0774) in 1000
replicates. Samples registered in the National Genetic Heritage and Associated
Traditional Knowledge Management System (SisGen) of the Ministry of the
Environment (MMA): Access Registration Number AF93758.
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2.2. Analysis of cultivable bacteria populations

For the isolation of bacteria associated with rhizosphere sediments and
vegetable roots, approximately 1g of sample was macerated and resuspended in
sterile 0.9% NaCl and cultivated in glass tubes containing the liquid bacterial medium
Tryptone Soy Broth (TSB). After checking and monitoring bacterial growth by optical
density (630nm), each sample was serially diluted (10! to 10-°) and inoculated into
Petri dishes using the Spread-Plate method with the aid of a loop Drigalski. Each plate
was previously prepared with 20mL of the respective media with the addition of 1.5%
Agar. Colonies were observed on the respective 10-5 dilution plates and selected for
isolation of pure cultures using the simple streak depletion technique in petri dishes.
Colonies were initially isolated based on morphological characteristics and

subsequently selected with distinct morphologies for molecular identification.

2.2.1. Molecular analysis of cultivable bacteria populations

For molecular identification of the selected bacteria, total genome was extracted
using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) according to the
manufacturer's instructions. Quantity and quality of 25uL of eluted DNA was checked
using NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific) and the integrity of the
DNA was assessed by electrophoresis in a 1% agarose gel. After DNA extraction, the
16S rRNA gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR) according to
Susilowati et al (2015), using universal primers 27F and 1492R according to Weisburg
et al. (1991) in the Veriti™ 96-Well model thermocycler (ThermoFischer Scientific).
PCR reaction consisted of GoTag®Green Master Mix Promega 2X, primer 27F and
1492R (10uM), extracted DNA 15-25ng and ultrapure water. The following cycling
conditions were used: initial denaturation at 95°C for 3 min, followed by 30 cycles of
denaturation at 95°C for 1 min, annealing at 55°C for 1 min, and extension at 72°C for
1 min. A final extension was performed at 72°C for 7 min. The PCR products were
analysed by electrophoresis in a 1% agarose gel to verify fragments amplification
of 1500 base pairs (bp). The 1% agarose gel was prepared in 1X TBE buffer and 2L
of Safer 10000X dye (Kasvi). Samples were applied to the gel and the electrophoresis
runs were carried out at 80V for 40 minutes in an electrophoresis tank with 1X TBE

buffer. Subsequently, the gel was observed with E-Gel™ Imager UV Light Base
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(ThermoFisher Scientific). The PCR product was purified with Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega) according to the manufacturer's instructions.
Sequencing analyses were carried out on the DNA Sequencing Platform (PSEQDNA-
UFRJ) of the Carlos Chagas Filho Institute of Biophysics, UFRJ, using the
SeqStudioTM Automatic Sequencer (AppliedBiosystems — ThermoFisher). The data
generated by sequencing were edited manually with the BioEdit program (version
7.2.5). The peaks of the electropherograms were evaluated and the initial and final
portions of the sequences were removed as they were of low quality, in most cases.
The sequences obtained after editing (around 1050bp) were compared with sequences
deposited in public access databases Genbank (http://www.ncbi.nem.nih.gov) using
the BLAST (Basic Local Alignment SearchTools) (ALTSCHUL et al., 1997). Sequences
were aligned and evolutionary analysis were performed using MEGA 11 software
(version 11.0.13) (Tamura et al., 2021). The evolutionary history and phylogenetic tree
were constructed using the Maximum Likelihood method and the Tamura-Nei model
with gamma distribution (+G = 0.5407) in 1000 replicates. Samples registered in the
National Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge Management
System (SisGen) of the Brazilian Ministry of Environment: Access Registration Number
ACBG699E.

2.3. Physico-chemical Analysis

To evaluate the biological dynamics of AMF and bacteria present in the
rhizospheric sediment and plant roots in the mangrove, water physical parameters
were measured in situ at the four stations using a standard centigrade mercury
thermometer to evaluate the temperature (°C), a refractometer (Instruter) for the
analysis of salinity (%°) and identification of the pH in the range 0-14, Universal
indicator kit (Merck kGaA, 64271 Darmstadt, Germany). To understand the biological
dynamics of AMF and bacteria present in the rhizospheric sediment and plant roots in
the mangrove, water samples were collected at the four points studied for turbidity and
nutrients analysis. Nutrient measurement was based on colorimetric techniques in
accordance with A Practical Handbook of Seawater Analysis (STRICKLAND;
PARSONS, 1972.) The nutrients nitrite (NO2-), nitrate (NO3-), phosphate (PO,3") and

ammonium (N- NH4+) were quantified according to calibration curves, using standard
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solutions to obtain the results. The device used to determine these compounds was an
optical spectrophotometer (Spectronic 20D). All these analyses were carried out in the

Institute for Marine Studies Admiral Paulo Moreira Chemistry Laboratory.

3. Results

3.1. Morpho-taxonomic characterization of AMF populations

Several glomerospores were found in the rhizospheric sediment samples. Despite the
variety of spores found, the identification of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) at the
species level based on morphology is limited due to morphological differences among
species within the same genus (KRUGER et al., 2012). In our analyses, it was possible
to observe a broader identification coverage in the distribution of sampling points using
both morphological and molecular analyses. Morphotaxonomic identification (Table 2)
in this study was conducted by AMF taxonomy experts, relying on specific literature and
the database of the International Culture Collection of Vesicular Arbuscular Mycorrhizal
Fungi (INVAM) website.

Tabel 2. Morpho-taxonomic results of the spores found in the rhizosphere of the 4
sampling sites in the Mangue de Pedra, Buzios Mangrove.

COLLECTION NUMBER OF

STATIONS VEGETABLE SPORES FAMILIES GENDER SPECIES

1 AV'Ce”F"a 37 Glomeraceae Funneliformis Funneliformis aff.
Schaueriana Mosseae
2 Spartina sp. 26 Glomeraceae X X
3 R. mangle 25 Glomeraceae X X
Avicennia Glomeraceae

4 25 Acaulosporaceae

Schaueriana
Paraglomeraceae Paraglomus Paraglomus aff. occultum

3.1.1. Morphological analysis of AMF

Figure 2. A) Glomerospore Funneliformis aff. mosseae isolated from the rhizosphere
sediment of the mangrove Avicennia schaueriana (Collection Station 1). Lens with
1000x magnification, scale bar = 20um. B) Glomerospores of the Glomeraceae Family
isolated from the rhizosphere sediment of the mangrove Avicennia schaueriana
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(Collection Station 1) in the Mangue de Pedra, Armacé&o dos Buzios, under a lens with
1000x magnification, scale bar = 20um.
— .

Source: Author

Figure 3. Glomer spores of the Glomeraceae family isolated from the rhizosphere
sediment of the marine grass Spartina sp. at (Collection Station 2) in the Mangue de
Pedra, Armacao dos Buzios. Images A-C with 1000x magnification and D with 400x
magnification, scale bar = 20um. _

' B

Source: Author
Figure 4. Glomer spores of the Glomeraceae family isolated from the rhizosphere
sediment of Rhizophora mangle at (Collection Station 3) in the Mangue de Pedra,
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Armacao dos Buzios. Images captured under a lens with 1000x magnification, scale
bar = 20um.

A .

AR

Source: Author

Figure 5. Glomerospores isolated in the rhizospheric sediment of Avicennia
schaueriana at sampling Station (4) in the Mangue de Pedra, Armacao dos Buzios.
Images A and B were captured under a 1000X magnification lens and C and D under
a 400X magnification lens. A) Acaulosporaceae family. B) Paraglomus aff occultum.
(C-D) Glomeraceae family. The only spore of the genus Paraglomus sp (B) without the
observed hyphae makes it difficult to identify and compare the structures with other
spores of this species. However, molecular characterization identified the existence of
Paraglomus occultum in the Mangue de Pedra Armacao dos Buzios. The approximate
size of 50 um is below the minimum average size (60-100 pum) reported in the literature.
To preserve possible specific mistakes, the description by Paraglomus aff occultum
was chosen.
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Source: Author

3.1.2. Molecular Taxonomic Identification AMF

The molecular results for Glomeromycota fungi (Figure 6) from the Mangue de Pedra
mangrove showed the presence of the species Paraglomus occultum (C. Walker) J.B.
Morton & D. Redecker, Acaulospora spinosa C. Walker & Trappe, Funneliformis
mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) C.Walker & A. Schussler, Scutellospora calospora
(Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders, Acaulospora cavernata Blaszk

Figure 6. Phylogenetic tree of FMA based on the partial analysis of the SSU-rRNA
region from different Glomeromycota sequences. Using the evolutionary substitution
model, Maximum Likelihood method for evolutionary reconstruction, with 1000
Bootstraps and support values above 60%. *GenBank accession numbers for each
sequence reference are shown in parentheses, with our sequences corresponding to
sampling station 1 (triangle), 2 (square), 3 (diamond), and 4 (circle). Black and red
symbols represent rhizosphere and root samples, respectively. Boletus edulis was
used as an outgroup.
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3.2. Molecular Identification Of Isolated Strains

A total of 13 bacterial strains isolated in culture were characterised at the species level
through partial sequencing of the 16S rRNA gene and comparison with homologous
sequences deposited in the GenBank database. Molecular identification revealed 11
bacterial genera through Sanger nucleotide sequencing: Alcanivorax, Arthrobacter,
Bacillus, Desulfovibrio, Enterococcus, Exiguobacterium, Lactococcus,

Pseudogracibacillus, Thiohalocapsa, Thioalkalivibrio, and Vibrio.
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Table 3. Phylogenetic representation of 13 bacterial species and 11 genera identified
in the Mangue de Pedra.

COLLECTION

PHYLOGENETIC CLASSIFICATION

VEGETABLE
STATIONS ORDER GENDER SPECIES
Bacillales Bacillus Bacillus
halotolerans
1 A. schaueriana Lactobacillales Lactococcus LaCt;CC?;CUS
Micrococales Arthobacter Arthobacter agilis
Vibrionales Vibrio Vibrio variabilis
2 Spartina sp. Oceanospirillales Acanirovax Acanirovax
hongdengensis
Lactobacillales Enterococcus Enterococcus
casseliflavus
Chromatiales Thioalkalivibrio Th|oalk_al|\_/|br|o
sulfidiphilus
3 R. mangle Thiohalocapsa Thiohalocapsa
Marina
Bacillales Bacillus Bacillus sp.
4 A. schaueriana Exiguobacterium Exiguobacterium
profundum
Bacillales Pseudogracibacilus  Pseudogracibacilus

Desulfovibrionales

Bacillus

Desulfovibrio

marinus

Bacillus cereus

Desulfovibrio
giganteus

Figure 7. Phylogenetic tree was constructed based on the 16S rRNA gene sequences
of bacterial strains isolated from Mangue de Pedra samples. The sequences obtained
after editing (approximately 1050 bp) were compared with sequences deposited in the

publicly accessible GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) using the BLAST
(Basic Local Alignment Search Tools) tool (ALTSCHUL et al., 1997). The sequences
were aligned and evolutionary analyses were conducted using the MEGA 11 software
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phylogenetic tree were constructed using

the Maximum Likelihood method and the Tamura-Nei model with gamma distribution
(+G =0.5407) in 1000 replicates. Collection Station 1 (triangle), 2 (square), 3 (diamond),
and 4 (circle). The symbols in black and red represent rhizosphere and root samples,
respectively. Methanomassiliicoccus luminyensis was used as the outgroup
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Discussion

Despite the limited number of measureme

nts taken, the general values of the

physicochemical properties of the soil and seawater (salinity, pH, temperature, and
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nutrients) measured at four points distributed throughout Pedra Mangrove in this study
were similar. Therefore, the differences observed in microbial composition between the
collection stations cannot be directly attributed to environmental conditions but are
likely due to potential synergistic interactions between the measured environmental
factors and the biotic factors of the Mangue de Pedra.

Research in mangrove forests has demonstrated that microbial communities are
influenced by various biotic and abiotic factors (BERG; SMALLA, 2009; DE SANTANA
et al., 2021; LAI et al., 2022). Factors such as plant age, root type, soil grain size, pH
levels, salinity, and temperature play a significant role in determining microbial
diversity, affecting the prediction of fungal-bacterial dominance in mangroves
(HELFER; HASSENRUCK, 2021; LAI et al., 2022). However, most of these studies
have been conducted in mangroves with muddy sediments in riparian and delta
landscapes. In this study, we provide the firstinformation on bacterial communities and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) associated with vegetation in the Mangue de
Pedra, which grows on a sandy-rocky substrate and lacks direct river influence.
Salinity is a key factor affecting microbial diversity and community structure in coastal
sediments, with higher diversity observed at intermediate salinities (BARIK et al., 2018;
LAI et al., 2022; BERNHARD et al., 2005). The Mangue de Pedra, with salinity values
between 23 and 28 ppt, represents an intermediate brackish environment. In contrast,
high salinity mangroves typically range from 33 to 64 ppt, while intermediate salinity
environments are between 10 and 30 ppt (BARIK et al., 2018; BERNHARD et al., 2005;
LAl et al., 2022).

The second key factor influencing microbial structure, after salinity, is pH, which acts
as a limiting factor for metabolic activities (CECCON et al., 2019). Our results showed
that pH values were within the neutral range, aligning with previous studies that
demonstrated the influence of mineral acids and alkalinity from bicarbonates in the tide
pools of Pedra Mangrove (REBELO, 2013; BENFEITA, 2017).

Understanding the interaction of microbial populations and their role in nutrient cycling
in the tidal zones of mangroves is essential for the adaptation and conservation of
these ecosystems (DE SANTANA et al., 2021; TRIVEDI et al., 2020). Environmental
parameters influence ammonia-oxidising bacteria, which are important in the nitrogen
cycle in mangroves (LAl et al., 2022). In Mangue de Pedra, we observed diazotrophic

bacterial species in all sampling stations, both in rhizosphere sediment and in the roots,
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such as Gammaproteobacteria, Actinomycetota, and Desulfovibrionaceae (ALFARO-
ESPINOZA et al., 2015; ZHANG et al.,, 2017). These diazotrophs are crucial for
nitrogen recycling, including nitrification, fixation, denitrification, and ammonia removal
in eutrophied mangrove environments (WANG et al., 2018, WANG et al., 2019;
ALFARO-ESPINOZA et al., 2015).

All sampling stations in Mangue de Pedra, except station 1, showed nitrate levels
higher than 5 uM, possibly due to anthropogenic events and frequent effluents in the
area, mainly brought by the Una River. Nitrate concentrations above 5 mg/L may
indicate contamination from anthropogenic activities, where the presence of nitrite in
groundwater is a sign of recent pollution (BENFEITA, 2017). Station 1, geographically
more protected and farther from the main mangrove trail, has a higher density of
mangrove trees and seedlings, suggesting a less disturbed site. Station 4 had the
highest nitrate, ammonium, and nitrite levels, possibly associated with effluents from
the Fishermen's Village and the proximity to the Rasa stream. In addition to nutrient
results, the salinity of sampling stations 1 and 4 showed greater discrepancies.
HALDAR et al. (2018), report that mangrove sediments heavily influenced by raw
sewage and anthropogenic activities have lower microbial diversity and taxonomic
richness compared to those with less human intervention. Thus, assessing and
comparing microbial diversity and surrounding conditions in Mangue de Pedra is
necessary to analyse this relationship with long-term environmental changes.

In addition to nutrients, temperature can influence the rhizosphere environment by
increasing the retention of organic products and microbial activity (KUZYAKOV et al.,
2019; RAZAVI et al., 2019). In the present study, the average temperature of 26 °C
was not extreme enough to significantly alter microbial composition.

To understand the formation of microbiomes associated with plants in Mangue de
Pedra, we analysed the plant compartments, rhizosphere, and roots for bacterial
characterization. In all plant samples from the collection stations, our results showed
the dominance of the Phylum Firmicutes, represented by species such as Bacillus
halotolerans, Lactococcus lactis, Enterococcus casseliflavus, Bacillus sp.,
Exiguobacterium profundum, Pseudogracilibacillus marinus, and Bacillus cereus. To a
lesser extent, the Phylum Proteobacteria was observed, represented by
Gammaproteobacteria species like Alcanivorax hongdengensis, Thioalkalivibrio

sulfidiphilus, Vibrio variabilis, and Thiohalocapsa marina.
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In South America, several studies report Firmicutes as the most dominant phylum,
particularly due to the Bacillaceae family (FERNANDEZ-CADENA et al., 2020; ISAZA
et al.,, 2021; SANTANA et al., 2021). The proportion of Proteobacteria is reported in
mangroves as the second most dominant phylum, with minimal percentage differences
compared to Firmicutes (LAl et al., 2022). The prevalence of Firmicutes and
Proteobacteria in both roots and the rhizosphere suggests a selective pressure from
the plants on the microbial communities in Mangue de Pedra. Environmental
conditions and geomorphology may influence the composition of microbial
communities according to the type of plant (CHUNHUA et al., 2023; TRIVEDI et al.,
2020; LAl et al., 2022).

In the plant's root, from Mangue de Pedra, we observed the distribution of bacteria
from Proteobacteria, Desulfovibrionales, Pseudomonata, Actinomycetota, and a
higher distribution of Bacilli. This microbial distribution and organisation suggest a

selection for the endophytic environment with specific microbial functions.

Common bacterial groups in mangroves include nitrogen-fixing rhizobacteria
represented by Proteobacteria; phosphate-solubilizers such as Bacillus, Vibrionaceae,
and Pseudomonata; and sulfate-reducers represented by Desulfovibrio (HOLGUIN et
al., 2001; THATOI et al., 2013; LAl et al., 2022).

The genus Bacillus is frequently found in soil, wastewater, and mangrove sediments,
where halotolerant bacterial genera also play important roles in plant-microorganism
interactions, such as nitrogen fixation, plant growth promotion, and pathogen
protection (ALMEIDA et al., 2021; SHAHRAJABIAN, 2023). The Bacillaceae family has
metabolic potential in carbohydrate pathways (citrate cycle and pentose phosphate
pathway) as well as sulphur and nitrogen metabolism, suggesting their abundance in
tidal zones (DE SANTANA et al., 2021; SPEALMAN et al., 2020; LAI et al., 2022).
Literature frequently reports the dominance of Firmicutes and low abundance of other
species in microbial diversity, especially in intertidal zones, where Bacilli is
predominantly represented (ISAZA et al., 2021; FERNANDEZ-CADENA et al., 2020;
DE SANTANA et al., 2021; CECCON et al., 2019; LAl et al., 2022).

In collection stations 1 and 4, despite differences in nutrient levels, the Bacilli group
also predominated, suggesting a possible selectivity by the plant Avicennia
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schaueriana. The dominance of Bacilli found both in the rhizosphere and in the roots
of plants in Mangue de Pedra suggests a heterogeneous amplification and selection
associated with the assembly of microbial communities. This assembly is likely related
to specific microbial functions, controlling the entry of microorganisms into the roots
and the microbial diversity regulated by root exudates (TRIVEDI et al., 2020; ZHUANG
et al., 2020). Root exudates in mangroves, such as amino acids, organic acids,
polyhydroxy acids, sugars, phosphates, phenolic acids (phthalic acid, salicylic acid),
and fatty acids (palmitic acid, myristic acid, and oleic acid) in large quantities, could
attract more probiotics that protect the host plants (BAIS et al., 2006; ZHUANG et al.,
2020).

Different patterns of bacterial and fungal communities may occur due to niche
differentiation along the root compartments and the effects of mangrove root exudates
(LUO et al., 2018; SAKHIA et al., 2016; ZHUANG et al., 2020). Our FMA results,
obtained through morpho-taxonomic techniques, revealed glomerospores belonging to
the phylum Glomeromycota in all analysed rhizosphere sediments, with the highest
occurrence in Glomeraceae (3 out of 4 collection stations), followed by
Acaulosporaceae. The presence of FMA glomerospores in Mangue de Pedra
sediments of A. schaueriana was also observed by Bomfim (2019) using the morpho-
taxonomic technique, which supports our findings.

In the molecular results for AM fungi in Mangue de Pedra, we identified species also
found using morpho-taxonomic techniques. The presence of Paraglomus occultum
and Funneliformis mosseae, identified by both methods, showed distinct distribution
across the collection stations. This scenario was beneficial as it allowed for a broader
geographic coverage of AM fungi distribution and reduced potential identification
errors. In this context, the combination of molecular and morphological studies is
considered the most suitable methodology for classifying AM fungi and describing their
geographic distribution (COFRE et al., 2019; DA SILVA et al., 2022; LEE et al., 2008).

In collection stations 1 and 4, the identification of AM fungi of the genus Acaulospora
in A. schaueriana highlighted its widespread distribution in the region and its ability to
adapt to various environmental conditions. Despite the presence of Acaulospora in the
same mangrove species, the host plant biotype seems to exert selective pressure on
the structure of endophytic fungal communities in the rhizosphere (LEE et al., 2020;
ZENG et al., 2024).
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In collection station 3, AM fungi were not identified in the root of the single, recent,
Rhizophora mangle specimen using molecular techniques; only Scutellospora
calospora was observed in the rhizosphere sediment. Although AM fungi were not
identified in the root, it cannot be concluded that endophytic colonisation is absent,
given that only a single sample was collected. Using morpho-taxonomic techniques,
glomerospores were observed in the rhizosphere sediment, corroborating the
molecular findings. The presence of AM fungi only in the rhizosphere sediment may be
due to glomerospores being carried by tidal variation or coastal vegetation. Dispersal
via fluvial-marine waters, animals, and coastal vegetation are reported as means of
AM fungi transport (SCHMIDT et al., 1986; DA SILVA et al., 2017). Further monitoring

of R. mangle is needed to clarify this result.

Another relevant factor was the low phosphate demand in R. mangle compared to
other analysed plants in Mangue de Pedra. Mycorrhizal plants absorb phosphorus from
the soil through hyphae, extending the depletion zone (KOTHAMASI et al., 2006;
SEHOANE et al., 2023). However, phosphorus (P) demand can significantly influence
root architecture and AM fungi community composition (MALICKA et al., 2022). Root
colonisation by AM fungi is often associated with phosphorus-deficient soils, though
spore sporulation can be positively influenced by increased phosphorus in some
cases, and negatively in others (EZETA and SANTOS, 1980; NEUMANN and
GEORGE, 2004; SUBRAMANIAN et al., 2006; MOREIRA et al., 2012). Phosphorus
availability in the soil can affect the efficiency of certain AM fungi species, influencing
root colonisation, fungal species composition, and distribution in the environment
(PICONE, 2000).

Some plants, such as those in the Rhizophoraceae family, may exhibit an increase in
phenolic compounds in cortical cells, forming a physical barrier against intracellular
colonisation by AM fungi (RASHIDI et al., 2022). However, KOTHAMASI et al. (2006)
observed that the soil in the rhizosphere of mangroves like Rhizophora mucronata,
Rhizophora stylosa, and Bruguiera gymnorrhiza in South Bay, Great Nicobar, India,
had low inorganic phosphate levels (0.86+0.42 mg), yet AM fungi of the genus Glomus
and phosphate-solubilizing bacteria were found, indicating their role in mobilising
phosphate in the rhizosphere for these plants.

In our results, Bacillus sp. was found in the roots of R. mangle in Mangue de Pedra,

known for solubilizing phosphate in nutrient-poor mangrove environments and
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promoting plant growth and salinity tolerance (GOBINDA et al., 2024; DE SANTANA
et al., 2021; SPEALMAN et al., 2020; LAl et al., 2022).

The rhizosphere of R. mangle is described as sulphurous, with reduced sulphur
compounds (FRUEHAUF, 2005; ANDRADE & PATCHINEELAM, 2000). In the
rhizosphere of R. mangle in Mangue de Pedra, the bacterium Thioalkalivibrio
sulfidiphilus was observed, which may play a role in redox reactions in the rhizosphere.
This genus is known as a haloalkaliphilic and obligate chemolithoautotrophic sulphur-
oxidising bacterium that oxidises hydrogen sulphide (H,S) as an electron donor,
tolerates pH levels from 9.5 to 11, and high sodium concentrations (AHN AC et al.,
2017). The genus Thioalkalivibrio isolated from various sediments shows genetic
diversity, suggested to be genomic species harbouring geographically separated
strains or those found only in specific or endemic areas (MORRONE, 1995; FOTI et
al., 2006; AHN AC et al., 2017; MUYZER et al., 2011; BECARELI et al., 2020).

5. Biotechnological Applications

The presence of AM fungi from the families Acaulosporaceae and Glomeraceae found
in Mangue de Pedra has been reported in hypersaline environments, a wide range of
pH levels, as well as in soils contaminated with nickel, cadmium, and arsenic, indicating
their biotechnological potential for bioremediation in polluted environments (DA SILVA
et al., 2017; DA SILVA et al.,, 2022; SCHNEIDER et al., 2013; YANO-MELO et al.,
2003; HARMANJIT et al., 2023; LEE et al., 2020; MALICKA et al., 2022). Although
heavy metals were not measured in this study, the presence of these AMF might to the
mitigation of contaminants in Mangue de Pedra, which has been exposed to pollutants

in recent years.

The AMF Funneliformis mosseae, observed in the grass Spartina sp., is known to
improve plant nutritional status by mitigating oxidative stress and increasing tolerance
to hydrocarbon contaminants (DA SILVA et al., 2022; LENOIR et al., 2016; MALICKA
et al., 2021; MALICKA et al., 2022; MARRO et al., 2022). Despite AMF's adaptability
to hydrocarbon exposure, the decrease in their richness could favour the dominance
of Funneliformis, whose functional characteristics stimulate the activities of
hydrocarbon-degrading bacteria (MALICKA et al., 2022).
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Bacteria can form biofilm-like structures on the surfaces of AMF hyphae (MIQUEL
GUENNOC, et al., 2018; TAKTEK et al., 2017; LEE et al., 2020). In our results, the
bacterium Alcanivorax hongdengensis, identified in the rhizosphere of Spartina sp,
possesses genes involved in alkane degradation in various oil-polluted marine
substrates (WANG et al., 2019; WU et al., 2009; CAO et al., 2022). Among obligate
hydrocarbonoclastic bacteria, Alcanivorax is also noted for its ability to biodegrade
petroleum-based plastics, such as low-density polyethylene, terephthalate, and
polypropylene, and is receiving attention in the plastisphere, a new ecosystem hosting
microbial communities on plastic surfaces (CAO et al., 2022).The genus
Thioalkalivibrio, observed in R. mangle, is of industrial interest due to its applications
in the oxidation of H,S produced as a waste in various industrial processes, such as
leather tanning, paper manufacturing, oil refining, biogas production, and geothermal
sources (BECARELI et al., 2020).

The species Exiguobacterium profundum is noted for its biotechnological potential in
remediation by sequestering uranium from contaminated marine sediments in southern
India (MANOBALA et al., 2019). Exiguobacterium strains can produce a variety of
enzymes that help them maintain stability across a wide temperature range, including
alkaline protease, guanosine kinase, EKTA catalase, ATPases, dehydrogenase, and
esterase, and can be found in diverse environments (OZDEMIR et al., 2021).

The Bacilli class, found at all collection sites in Mangue de Pedra, is recognized for its
potential in bioremediation of polycyclic aromatic hydrocarbons in diesel-contaminated
sediments (SAMPAIO et al., 2019; ABDUL et al.,2022; ALMEIDA et al., 2021; ANU et
al., 2024). These microorganisms form biofilms on mangrove plant roots, which
facilitates the bioremediation process. Additionally, Bacillus extracted from mangroves
has been described as a potential biocontrol agent in agriculture due to its production
of various extracellular enzymes, including cellulases, amylases, proteases, and
chitinases, which have multiple biotechnological applications (OLIVEIRA et al., 2023;
SILVA et al., 2023)

6. Conclusion

The Mangue de Pedra, in Bulzios, presents unique and rare geomorphological
conditions for a mangrove. The research conducted in this ecosystem represents a
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significant milestone in understanding the indigenous microorganisms with
biotechnological potential associated with the rhizosphere and roots of mangrove
plants, which could be used as inoculants or later developed into microbial consortia.
Furthermore, while the physical-chemical parameters and nutrient data collected are
preliminary, they provide a comprehensive view of the environmental conditions of
Mangue de Pedra, contributing to the understanding of its unique ecology and
microbial interactions. In this context, a holistic approach that includes a tripartite
symbiosis between plants, AMF, and bacteria should be considered in future
investigations to understand changes in the functional and structural diversity of these
microorganisms, which play a crucial role in ecological interactions and the adaptation
of this rocky-sandy sediment mangrove to anthropogenic pressures. Comparing our
results with those of other mangroves, we revealed the presence of organisms with
similar biotechnological potential, reinforcing the importance of specific studies for
rocky sediment mangroves. This pioneering study in the Mangue de Pedra not only
provides an initial understanding of ecological interactions, but also establishes a solid
basis for the future use of phytoremediation and other biotechnological areas.
However, due to its geomorphological rarity and scenic beauty, Mangue de Pedra is
threatened by real estate speculation, human activities and environmental changes.
The sensitivity of this mangrove requires greater integral conservation protection
suggestive of Permanent Protection Units. By promoting the preservation of this rare
ecosystem, this research makes a significant contribution to environmental science
and the implementation of sustainable management and conservation practices for this

mangrove.
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