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INTRODUCAO: Manguezais sio ecossistemas costeiros que ocorrem na transigdo entre os
ambientes terrestre e marinho, ao longo das regides tropicais e subtropicais, sofrendo influéncia
direta do regime das marés. No Brasil, a vegetacdo dos manguezais € representada pelos géneros
Rhizophora, Laguncularia e Avicennia. No género Rhizophora encontra-se o mangue vermelho,
R. mangle (Familia Rhizophoraceae) (GAMERO, 2001 e CURY, 2002). A comunidade
microbiana € fundamental neste sistema, onde estd envolvida na ciclagem de nutrientes. A
rizosfera € definida como a camada do solo que € influenciada pelo metabolismo das raizes, o
que constitui um nicho amplamente rico em microrganismos devido a exsudagido de nutrientes
radiculares (BERG et al., 2005). Neste, podemos encontrar as actinobactérias, que sdo Gram-
positivas, organizam-se de forma filamentosa e muitas vezes ramificada. Estas bactérias
produzem cadeia de esporos, € sdo em sua grande maioria aerébias. Comumente encontradas
nos solos, as actinobactérias se adaptam as diversas condigées do ambiente, produzem
antibidticos e sdo capazes de colonizar a rizosfera e tecidos internos das plantas, na forma de
endéfitos (de ARAUJO et al., 2000).

OBJETIVOS: Avaliar a diversidade de actinobactérias rizosféricas de R. mangle em dois
manguezais do estado de Sao Paulo (Ilha do Cardoso-Cananéia e Bertioga).

MATERIAL E METODOS: Para o isolamento de actinobactérias da rizosfera, amostras de
solos aderidos as raizes foram coletadas da superficie destas, até perfazer 1g de solo por planta,
que foi suspenso em 9 mL (1:10) de 4gua destilada esterilizada e homogenizado, em seguida,
foram submetidas a uma diluigdo em série em solugdo salina (10" a 10), semeados em placas
contendo o meio de cultivo Amido-Caseina—Agar (ACA), seletivo para actinobactérias. Apos a
purificagdo, os isolados foram submetidos a andlise do perfil de acidos graxos da membrana
celular (MIDI-FAME) de acordo com o manual do equipamento da Agilent, modelo 7683 e
programas ChemStation A0901[1206] e Sherlock 4.0. As linhagens que ndo tiveram
similaridade desejada, foram identificadas utilizando o gene 16S rDNA (Andreote, 2007).
Adicionalmente ao isolamento, a diversidade de actinobactérias foi avaliada de maneira
independente de cultivo. Para isto, o DNA presente em 0,5g de rizosfera foi extraido com o kit
MoBio UltraClean soil DNAa Extraction € submetido a amplificagdo do fragmento do gene 16S
RNAr de actinobactérias, realizada com os primers 243F ¢ R1387 (Heuer et al., 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de actinobactérias em manguezais € em outros ecossistemas marinhos tem sido
pouco documentada, embora esse grupo tenha sido encontrado abundantemente em diversos
ecossistemas. Neste trabalho, foi possivel isolar 11 linhagens de actinobactérias, a partir de
amostras de rizosfera de R. mangle presentes no manguezal localizado na cidade de Cananéia,
enquanto que numa amostragem similar no manguezal de Bertioga, apenas trés isolados foram
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obtidos. Este pequeno niimero de isolados obtidos, quando comparados aos encontrados na
rizosfera de culturas convencionais pode ser justificado pela baixa quantidade de oxigénio na
rizosfera das plantas de manguezais, que sdo ecossistemas alagados. Dessa forma, por serem
microrganismo com alta capacidade adaptativa, as actinobactérias conseguem sobreviver na
regido proxima as raizes das plantas que liberam o oxigénio oriundo do seu metabolismo no
sedimento do manguezal.

Dos 14 isolados obtidos, 5 foram caracterizadas por meio de FAME, sendo verificada a
principal afiliagdo ao género Streptomyces, com exceg¢do de um isolado, que ndo foi
identificado. Contudo, como os indices de similaridade de alguns isolados apresentados nesta
analise foram baixos (inferior a 0,3), sete isolados foram submetidos ao sequenciamento parcial
do gene 16S rDNA, dos quais cinco tiveram similaridade satisfatéria com as seqiiéncias
presentes no banco de dados do GenBank (Tabelal).

Tabela 1. Identificagdo dos isolados de actinobactérias isoladas da rizosfera de R. mangle
presentes nos manguezais de Bertioga e Cananéia.

Locais de Coleta Codigos Identificagdo Similaridade Técnica

Cananéia AMCI1 Streptomyces fulvorobues 96,1 16S rDNA
AMC3 Streptomyces rubrogriseus 97,5 16S rDNA
AMCI16 Streptomyces afghniensis 96,9 16S rDNA
AMC22 Streptomyces halstedii 0,27 MIDI
AMC23 Streptomyces griseus 92 16S rDNA
AMC24 = = =
AMC25 Streptomyces griseus 97,5 16S rDNA
AMC39 Streptomyces rochei 0,27 MIDI
AMC40 Nio identificado MIDI
AMC41 Streptomyces rochei 0,36 MIDI
AERC-1 Streptomyces griseus 92 16S rDNA

Bertioga 22b - % =
AMB26 Streptomyces virginae 96,9 16S rDNA
AMBI12 Nio identificado MIDI

A analise de amostras de rizosfera por meio de DGGE especifico para actinobactérias
mostrou importantes pontos da diversidade desde grupo na rizosfera de R. mangle. Além de
suprir informagdes ndo consideradas quando apenas o isolamento € utilizado, esta anilise
fornece uma visdo geral da comunidade em cada uma das amostras avaliadas. Inicialmente, &
possivel observar a distingdo das comunidades de actinobactérias presentes nos manguezais.
Esta diferenga se deve ao fato da contaminagdo por petréleo, que ocorre no manguezal de
Bertioga. No entanto, além desta diferenga entre as localidades, uma variagdo entre as amostras
obtidas em diferentes regides do mesmo manguezal € encontrada. Os perfis obtidos em amostras
de franjas diferem daquelas obtidos na 4rea central do manguezal e da restinga. Tais diferengas
sdo mais evidentes no manguezal de Cananéia, sugerindo que a sele¢do que ocorre devido a
contaminag@o por 6leo, € maior do que a selecdo que ocorre devido a variagdes encontradas
dentro de um mesmo manguezal. Adicionalmente, observando que os pontos de franja mostram
similaridade entre os dois manguezais, pode-se sugerir o efeito das marés na composicio da
comunidade de actinobactérias na rizosfera de R. mangle que se desenvolvem na drea de franja
dos manguezais.
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Figura 1. Andlise da comunidade rizosferica de actinobactérias em plantas de R. mangle
localizadas nos manguezais de Bertioga ¢ Cananéia. M indica os marcadores de corrida,
enquanto que os nomes na figura identificam as amostras presentes em cada fingerprinting.

CONCLUSOES

Os dados obtidos permitem concluir que a comunidade de actinobactérias na rizosfera de R.
mangle ¢ pequena e pouco diversa. No entanto, esta comunidade € altamente responsiva as
altera¢Ges ambientais, que podem ocorrer naturalmente, ou devido a agéo antropica.
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