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RESUMO
O manguezal de Rio das Ostras, RJ, Brasil, é um ecossistema que vem sendo impactado com despejos de esgotos domésticos. As possíveis fontes de matéria orgânica e sua influência sobre a comunidade bacteriana no sedimento foram analisadas nesse estudo. Os biomarcadores moleculares foram utilizados como ferramentas analíticas para se caracterizar a fonte de matéria orgânica no local, assim como verificar os processos de biogênese. Para caracterizar o perfil bacteriano foi utilizada a análise de TRFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polimorphysms) como ferramenta para inferir a riqueza, e comparar o perfil da composição em comparação.  As concentrações de carbono orgânico variaram de 18,7 a 95,2 mg.g-1.  A contribuição de matéria orgânica proveniente de plantas vasculares atingiu cerca de 30%, ou seja, maior que qualquer outra fonte em todos os pontos, indicando predominância de fontes terrígenas.  A contaminação fecal foi verificada pro meio de naálise do coprostanol, que variou entre 1,22 – 12,52 µg/100mgCOrg, esterol esse que caracteriza contaminação fecal. As razões entre esteróis indicaram um nível elevado de contaminação.  A razão colestanol/colesterol foi maior do que 1(um) para todos os pontos, indicando biotransformação nesses sedimentos. Para o perfil da comunidade bacteriana, todos os pontos apresentaram distinção, com alta riqueza de filotipos para o gene 16S RNA, mas com similaridade em torno de 50%. Quando observados os perfis gerados com o gene dsrAB, notou-se uma similaridade menor que 40% entre os pontos, e uma menor riqueza em relação ao gene 16S. Neste estudo, não foi observado um padrão de riqueza bacteriana relacionada aos padrões físico químicos isoladamente, mas sim as concentrações dos esteróis em associação com os fatores físico-químicos. No que concerne a origem e concentração das fontes de matéria orgânica, as análises realizadas apontam que embora haja uma grande contribuição de matéria orgânica característica de plantas vasculares, as concentrações de coprostanol indicam que esse manguezal encontra-se contaminado por esgoto, e que essa contaminação está sendo remediada pela biotransformação realizada pelas bactérias. 
Palavras Chaves: Manguezal, Bactérias, TRFLP, Biomarcadores, Esgoto.
ABSTRACT
Rio das Ostras Mangrove, RJ, Brazil, is an ecosystem that is being impacted with domestic sewage dumps. Possible sources of organic matter and its influence on the bacterial community in the sediment were analyzed in this study. The molecular biomarkers were used as analytical tools to characterize the source of organic matter on site, as well as verify the processes of biogenesis. The TRFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polimorphysms) was used for characterize the bacterial profile  as a tool to infer the bacterian composition profile. The organic carbon concentrations ranged from 18.7 to 95.2 mg/g. The contribution of organic matter from vascular plants reached about 30%, greater than any other source at all points, indicating predominance of terrigenous sources. The analysis showed lipid values ​​coprostanol between 1.22 to 12.52 μg/100mgCOrg, featuring this sterol fecal contamination. The ratios sterols indicated a high level of contamination. The reason cholestanol/cholesterol was higher than 1 (one) for all points, indicating biotransformation these sediments. To profile the bacterial community all points presented distinction, with high diversity of phylotypes for the 16S RNA, but with similarity around 50%. When observed profiles generated with the gene dsrAB, noticed a similarity less than 40% between points, and less diversity relative to 16S. In this study we did not observe a pattern of bacterial diversity patterns related to physical chemical isolation, but the concentrations of sterols in combination with physico-chemical factors. As regards the source and concentration of sources of organic matter, the analyzes show that while there is a great imput of organic matter characteristic of vascular plants, the coprostanol concentrations indicate that this mangrove is contaminated by sewage, and that this contamination is being remedied by biotransformation carried by the bacteria.
Key Words: Mangrove, Bacteria, TRFLP, Biomarkers, Sewage.
1. INTRODUÇÃO

1.1. O Manguezal

Os ecossistemas de manguezais ocorrem em ambientes de regiões costeiras tropicais (TOMLINSON, 1986), e constituem um ecossistema de baixa energia, ou seja águas ricas em material em suspensão e que não são pertubadas, e são delimitados normalmente pela linha da maré alta (CURY, 2002). Como composição vegetal, um levantamento realizado por Duke (1992) relatou que existem manguezais que variam entre 4 a 70 espécies (dentro de 26 gêneros e 20 famílias) que são obrigatórias de ambientes de manguezal. Essa gama de espécies distribuem-se por aproximadamente 18 milhões de hectares em todo globo, em uma significativa riqueza geomorfológica (TWILLEY, 1995). Outra estimativa espacial para esse ecossistema, foi citada por Valiela et. al. (2001), onde estes sugerem que os manguezais ocupam 17 milhões de hectares em todo mundo, ou seja 70% de toda área costeira do globo terrestre. 
No Estado do Rio de Janeiro, onde o manguezal ocupa aproximadamente 16 mil de hectares (KJERFVE & LACERDA, 1993), foram catalogadas a ocorrência das espécies típicas Avicennia germinans, Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa e Rhizophora mangle.
O Ecossistema de manguezal é rico em nutrientes, onde, sob os sedimentos lodosos, há um emaranhado de raízes e material vegetal parcialmente decomposto, com coloração que varia de marrom escura a negra devido à grande quantidade de matéria orgânica decomposta (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995) principamente por bactérias, que colonizam sedimentos com baixos teores de oxigênio. Detritos gerados durante o processo de decomposição, pelas bactérias e por fungos, são utilizados como base na cadeia alimentar nesse ecossistema (GUIMARÃES & SILVA, 1997). Assim, esses organismos são participantes importantes nas vias metabólicas responsáveis pela manutenção desse ecossistemas. 

Segundo whitman et. al. 1998, as bactérias são resposáveis pela abundância do carbono de origem procariótico e outros elementos no sedimento e solos. Estes opontamentos sugerem que cerca da metade do protoplasma vivo da Terra seja de origem microbiana.
Os processos biogeoquímicos que ocorrem nos manguezais mediados pelas bactérias, em sua maioria em anaerobiose, como é o caso da ciclagem do enxofre apresenta um importante papel na decomposição e liberação de nutrientes. Durante a decomposição da matéria orgânica, ocorre a redução do sulfato atuando como importante aceptor final de elétrons. 
1.2. Matéria Orgânica

Matéria orgânica do solo (MOS), são todos os elementos vivos e não vivos do solo que contêm compostos de carbono. Dentro da matéria orgânica os elementos vivos, cerca de 3%, são raízes de plantas, minhocas, formigas, cupins, ácaros, bactérias e fungos, os outros 97% são de elementos não-vivos como restos de plantas em diferentes estágios de decomposição e o Húmus. A matéria orgânica é composta de carvoidratos e proteínas, que se decompoem rapidamente e liberam nitrogânio fósforo e enxofre no sedimento; de lignina, que é um composto difícil de se degradar e que permace no solo por muito tempo fazendo parte principalmente do húmus, e dos lipídeos, que apresentam uma certa resistência a decomposição e que contribuiem com enxofre e fósforo no sedimento.

A adição de matéria orgânica no sedimento, tende a provocar um aumento da biomassa bacteriana devido sua incorporação nas membranas celulares desses organismos, entretanto após a morte desses organismos rapidamente esses compostos retornam ao sedimento. Sendo assim a maior parte da contribuição da matéria orgânica autóctone é de organismos unicelulares (BRANDINI, 2008). Já a contribuição alóctone é representada pelos detritos das plantas terrestres e por efluentes domésticos e industriais (MEYERS, 1997).
A maior parte dessa mistura de material particulado oriundo de fontes autóctones e alóctones é rapidamente degradada na superfície do sedimento (HAAS et al. 2002), entretanto uma pequena porção é preservada se tornando o registro geoquímico da área, que terá sua composição de acordo com as condições ambientais e circunstâncias de deposição (GOÑI et al. 2003).


Essa matéria orgânica que se sedimenta nos ecossistemas ao longo dos anos, mesmo com a perda na diagenêse e de alguns de seus componentes mais lábieis, apresentam vários parêmetros seguros para determinação de sua fonte (KILLOPS; KILLOPS, 2003). Essa fonte assim como a qualidade da matéria orgânica no sedimento vem sendo estudada através de diversos marcadores orgânicos geoquímicos.
1.3. Marcadores Moleculares 
Os marcadores moleculares ou biomarcadores são moléculas orgânicas que podem ser relacionadas com uma fonte biológica, com um processo biogeoquímico ou com uma fonte ambiental específica. Estes traçadores geoquímicos possibilitam identificar os tipos de organismos e tecidos que contribuíram na formação da matéria orgânica sedimentar. Esses marcadores possuem como características sua estabilidade química temportal, sua natureza específica e sua resistência aos processos de degradação (MARTINS, 2005). 
Os lipídeos são um grupo de biomarcadores utilizados por apresentarem uma maior preservação em ambientes aquáticos do que as demais classes de biomoléculas, tais como carboidratos e proteínas (HEDGES et. al., 1997).  Estes marcadores são usados como traçadores da matéria orgânica devido à sua estabilidade em ambientes naturais (CARREIRA et. al., 2001) e sua distinta biossíntese nos diferentes grupos de organismos (MUDGE et. al., 1997), além de informar sobre a origem e transformação da matéria orgânica sedimentar (SALIOT, 1994). Outra aplicação desses marcadores é como traçador de contaminação orgânica proveniente de esgoto (CARREIRA, 2004).

Os esteróis, uma classe dos lipídeos, são constituintes importantes das membranas celulares dos eucariontes e sua concentração está relacionada à fluidez da membrana (LEHNINGER, 1970). Os organismos procariontes, salvo algumas exceções, não possuem esteróis em sua membrana (SALIOT, 1994). Esses marcadores lipídicos fornecem informações sobre as várias fontes de matéria orgânica e sua transformação diagenética. Uma característica importante e que auxilia esse tipo de estudo é a alta resistência desses compostos à degradação anaeróbica, permitindo assim seu acúmulo e preservação nos sedimentos (MARTINS et. al., 2008). Alguns esteróis como o colesterol, o campesterol, o β-sitosterol, o estigmasterol, o colestanol, o coprostanol se destacam como biomarcadores (MARTINS et. al., 2008) (Tabela 1). 
Uma outra utilização dos esteróis ocorre em estudos relacionados ao aporte de esgotos, já que a partir desse tipo de estudo é possível distinguir qual a origem da matéria orgânica. Um exemplo é a identificação de lipídeos como o coprostanol, que está relacionado ao aporte de fezes de animais superiores (WAKEHAM et. al., 1997). 

Tabela 1: Esteróis e estanona utilizados no presente estudo.

	 
	Origem
	Nomeclatura

	Esterol
	
	

	Colesterol
	Ampla ocorrência, degradação, fito e zooplâncton
	5-colesten-3β-ol

	Coprostanol
	Traçador de esgoto
	5β-colestan-3β-ol

	Epicoprostanol
	Traçador de esgoto tratado
	5β-colestan-3α-ol

	Colestanol
	Redução "in situ"do colesterol, diatomácias
	5α-colestan-3β-ol

	Colestanona
	Esgoto degradado, ambiente óxido
	5β-colestan-3-ona

	Estigmasterol
	Plantas superiores
	5,22-colestadien-24-etil-3β-ol

	Campesterol
	Plantas superiores, diatomáceas e cianofíceas
	5-colesten-24-metil-3β-ol

	β-Sitosterol
	Plantas superiores, esgoto
	5-colesten-24-etil-3β-ol

	b-sitostanol
	Plantas superiores, esgoto
	5α-colestan-24-etil-3β-ol

	Brassicasterol
	Diatomácias e Dinoflagelados
	24-methyl cholest-5,22-dien-3β-ol

	Ergosterol
	Fungos
	ergosta-5,7,22-trien-3β-ol


Fonte: STERALOIDS (2012)

O coprostanol é um esterol fecal, subproduto da ação microbiana sobre o colesterol. Este esterol é considerado por Maldonado et. al. (2000) um marcador químico para contaminação fecal, devido à sua presença nas fezes de mamíferos, como o homem. Desta forma, esse esterol é um bom indicador em longo prazo desse tipo de contaminação em sedimentos devido a sua relativa estabilização. Segundo Bull et. al. (2002), o coprostanol pode ser associado à contaminação por efluentes de esgoto, já que este esterol representa até 60% dos esteróis presentes em fezes humanas. Como adicional, um outro subproduto do colesterol é o colestanol, resultado da diagenêse precoce do colesterol no ambiente. Nas áreas costeiras, áreas essas normalmente populosas, Green & Nichols (1995) indicam o homem como maior contribuidor desses esteróis, através da emissão de esgotos. A estanona colestanona, também analisada nesse estudo, pode sofrer redução para colestanol, ou em ambientes anóxicos, sofrer processo de conversão de colestanol para colestanona através da atividade bacteriana. 
O epicoprostanol, é um epímero do coprostanol, que não está presente em fezes humanas. Esse esterol surge a partir de processos de digestão aeróbica nas estações de tratamento, indicando, quando em grandes concentrações, a eficiência do tratamento do esgoto.

O campesterol, o β-sitosterol e o estigmasterol são os principais representantes lipídicos de plantas vasculares, e segundo Volkman et. al. (1999) são indicadores de matéria orgânica de origem terrestre. Contudo, o campesterol ainda pode ser utilizado como indicador de efluentes urbanos, já que esse esterol está presente no óleo de soja. O sitosterol também pode ser encontrado em microalgas, mas nesse caso o grupamento alkil 24C sofre uma mudança na configuração estereoquímica. O composto sitostanol é um esterol não saturado que é proveniente da redução do sitosterol. Já o ergosterol é um esterol oriundo da constituição de membranas de fungos, e sua ausência nas membranas celulares animais o torna um eficiente marcador de contribuição de material orgânico de origem fúngica. 
O brassicasterol, é um esterol sintetizado geralmente por algas unicelulares e algumas plantas terrestres. Esse biomarcador é geralmente utilizado para inferir a contribuição para a matéria orgânica de algas nos ambientes, e em sedimentos anaeróbicos, esse esterol é estável por centemas de anos.

Para evitar erros de mascaramento das fontes e contribuições de matéria orgânica, foi utilizada devido à mistura de fontes mais de uma ferramenta analítica para verificar essas contribuições e origens é geralmente utilizada minimizando a possibilidade de erros na interpretação dos dados. Outra maneira de inferir a origem da matéria orgânica é a razão atômica entre carbono e nitrogênio ((C/N)a) (MCCALLISTER et al., 2006), fazendo com que o tipo e abundância dos compostos orgânicos presentes nos ambientes se apresentem como assinaturas estruturais que podem indicar sua origem (REZENDE et al.,1990). Essa razão realiza um balanço entre os elementos carbono e nitrogênio, os mais abundantes na composição da matéria orgânica. Para tal metodologia, razões (C/N)a entre 23 e 94 caracterizam assinatura de plantas vasculares devido a presença de lignina e taninos (HASSAN et al., 1997), compostos estes com difícil degrabilidade e ricos em carbono. Já as plantas aquáticas, como algas, por possuírem uma estrutura bem mais simples, e rica em nitrogênio, apresentam uma assinatura mais baixa em torno de 5 (MEYERS & ISHIWATARI, 1995). Valores próximos a 9 são indicados por Hedges et al. (1997) como sendo característico de atividade fitoplacntônica e 6 como assinatura bacteriana.
As análises através de biomarcadores lipídicos e análise de razão (C/N)a ao serem usados juntamente na interpretação dos dados contribuem para identificar a contribuição e origem da matéria orgânica.

No Brasil, poucos estudos retratam informações sobre a comunidade bacteriana em ecossistemas de manguezais e como essas comunidades se comportam frente a um aumento no aporte de matéria orgânica decorrente de pressões antrópicas. Entretanto, alguns autores como Cury (2002) e Gomes et. al (2008) têm realizado trabalhos em manguezais apresentando como foco essa pergunta. 
O presente estudo é a primeira descrição da riqueza da comunidade bacteriana, por técnica molecular, realizada no manguezal de Rio das Ostras/RJ. Sendo este ecossistema um ambiente que sofre grande pressão antrópica por parte de despejos de esgoto, o presente trabalho busca, através da utilização de várias ferramentas analíticas, o entendimento sobre a dinâmica e ciclagem da matéria orgânica local com duas vertentes: 1- a de contaminção antrópica; 2- de um gradiente físico químico. Assim, esse estudo trará informações sobre o entendimento sobre a biogeoquímica local.
1.4. Assinatura Molecular e TRFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)

Devido à peculiaridade biológica que muitos microrganismos apresentam de não conseguirem crescer em condições laboratoriais (KARL, 2007), nas últimas décadas tem sido desenvolvidos modelos de ánalise metagenômica em estudos microbianos (BUCKLEY, 2004). Nestes estudos, a abordagem permite a extração de DNA/RNA de todos os organismos, cultiváveis e não cultiváveis presentes em uma determinada amostra ambiental. Com essa característica, essa ferramenta representa uma grande importância para o conhecimento da riqueza desses grupos, assim como a função deles nos ecossistemas, já que apenas 1% das espécies são conhecidas devido às suas restrições para cultivo.

Algumas técnicas moleculares são indicadas para estudos de microrganismos não cultiváveis, entretanto, muitas delas apresentam diferenças nos resultados obtidos em decorrência dos diferentes números de cópias da região escolhida do DNA. Nas últimas décadas, muitas técnicas dependentes da PCR (Polymerase chain reaction) têm sido estruturadas para análises de amostras ambientais (MUYZER et. al. 1993), já que esta permite a detecção de moléculas de ácidos nucléicos mesmo em baixas concentrações (STEFFAN and ATLAS, 1991). HEID et. al., (1996); PAHL et. al., (1999) realizaram estudos com alguns gêneros de bactérias utilizando novas metodologias dependentes da técnica da PCR para análises ambientais e possibilitaram a comprovação da eficiência quantitativa dessas análises .
Uma das metodologias, dependente da PCR, que vem sendo empregada em análises ambientais é a utilização de sondas marcadas para genes conservados do rDNA, como o gene 16S/18S rRNA da pequena subunidade ribossomal (SSU) e o 23S/28S da grande subunidade ribossomal (LSU). Amann & Ludwig (2000) apontam outras características importantes, além da alta conservação, para o uso do 16S rRNA como um gene apropriado para estudos de investigação da riqueza bacteriana. Essas características são: (1) grande quantidade de rRNA nas células; (2) aparente ausência de transferência genética horizontal (lateral), ou seja há não ocorrência de transferência de material genético para outra bactéria que não é sua descendente; (3) fragmento de aproximadamente 1500pb, tamanho satisfatório para inferências filogenéticas. Assim, esse gene tem sido utilizado para caracterizar comunidades microbianas, independente da funcionalidade do organismo naquele sistema.


Partes dos processos biogeoquímicos nos ecossistemas são mediadas por bactérias de grupos filogenéticos diferentes. A utilização de genes como o 16S rDNA em análises ambientais proporcionam apenas informações filogenéticas e de riqueza, mas não conseguem interpretar a função desse organismo no ecossistema (CASTRO et. al., 2000). Devido à importância de se conhecer sobre a dinâmica dos ecossistemas, outra abordagem utilizada é a análise de grupos funcionais bacterianos, utilizando o estudo de genes função-específica para elucidar a riqueza e abundância relativa dos microrganismos presentes, a fim de proporcionar um maior entendimento dos processos biogeoquímicos (COTTRELL & CARRY, 1999). O gene dsrAB possui 1900pb, é característico de um grupo de bactérias que apresentam em comum a enzima dissimilatory sulfite reductase (dsrAB). Esta enzima codifica as subunidades alfa e beta da proteína que catalisa a reação final do processo de redução do sulfato em sulfeto (PEREZ-JIMENEZ et. al., 2001). Essas bactérias utilizam o sulfato como aceptor final de elétrons enquanto oxidam diversas fontes de carbono (STAHL et. al., 2002), habitando diferentes ambientes anóxicos como os manguezais (PEREZ-JIMENEZ & KERKHOF, 2005). Jorgensen (1982) estimou que cerca de 50% da degradação da matéria orgânica em ambientes ricos em sulfato, ocorrem devido à redução do sulfato. Essas características fazem deste um importante grupo bacteriano nas pesquisas ecológicas e de biotecnologia.
A variabilidade do gene 16S rRNA e do gene dsrAB podem ser avaliadas através de técnicas de fingerprinting, como o TRFLP (terminal restriction fregment length polymorphism).  Essa é uma técnica robusta e automatizada, pois utiliza detecção a laser para visualizar os fragmentos marcados fluorescentemente gerados na PCR (LIU et. al., 1997). O produto gerado pela PCR é digerido por enzimas de restrição e aplicados a eletroforese como a de um sequenciamento, permitindo uma alta resolução e sensibilidade de detecção (MARSH et. al., 2000). Os fragmentos de TRFLP gerados pela eletroforese são visualizados em eletroferogramas (Figura 1) permitindo quantificar a riqueza e a abundância relativa de diferentes membros de grupos de microrganismos (YANNARELL et. al., 2004). Para essa metodologia, cada pico no eletroferograma representa um filotipo. Esse termo filotipo é usado em um nível filogenético que os organismos são descritos, por exemplo, espécie ou classe. Esse termo é bem empregado em microbiologia e indica supostamente um ponto de desenvolvimento onde “todos” os membros do táxon são verificados no mesmo nível (PASTER et. al., 2001).
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Figura 1: Eletroferogramas de TRFLP.  Eixo X apresenta o tamanho dos fragmentos, indicando a riqueza da amostra. Eixo Y apresenta a quantidade de fluorescência absorvida, inferindo a abundância dos filotipos. Fonte: Albany (2007).
Para testar a reprodutibilidade da técnica de TRFLP, Osborn et. al. (2000)  usaram DNA de amostras isoladas diretamente de solo, água e outros substratos para comparação. Com o intuiuto de aumentar a resolução das análises, e diminuir erros entre os tamanhos de fragmentos observados e os esperados para identificação, tem-se observado ao longo dos últimos anos um maior interesse na formação de banco de dados que relacionam tamanho do fragmento a espécie (HIRAISHI et. al., 2000; KITTS, 2001). Além disso, a utilização de diferentes enzimas de restrição possibilita a diminuição de erros de semelhança entre fragmentos gerados por espécies diferentes (DUNBAR et. al., 2001). 
2. OBJETIVOS

 
2.1. Objetivo Geral

Este estudo tem como foco verificar a riqueza da comunidade bacteriana no manguezal do rio das Ostras, averiguando esse perfil em relação aos fatores físico-químicos abordados e analisar a composição e concentração de alguns lipídeos para inferir sobre a principal fonte de matéria orgânica no local e sua influência sobre a comunidade bacteriana.

 

2.2. Objetivos Específicos

· Aplicar a técnica de TRFLP para analisar a riqueza da comunidade bacteriana geral e das redutoras de sulfato;
· Determinar os parâmetros físico químicos do sedimento;
· Verificar o nível de contaminação orgânica por esterol de origem fecal (coprostanol), nesse estuário, indicando contaminação por esgoto;
· Determinar os demais lipídeos presentes na matéria orgânica sedimentar e relacionar as possíveis fontes de matéria orgânica no sedimento

· Determinar a composição da matéria orgânica nos sedimentos utilizando marcadores elementares (C/Na) e molecular (esteróis).
3. HIPÓTESES
1- A estrutura da comunidade bacteriana é influenciada naturalmente pelo gradiente físico químico, apresentando uma riqueza maior em locais onde ocorra maiores concentrações de esgoto;

2- A pressão antrópica causada pelo aporte de esgoto no manguezal de Rio das Ostras tende a modificar a composição e concentração da matéria orgânica do manguezal influenciando a riqueza bacteriana.
 
4. MATERIAL E MÉTODOS
4.1. Área de Estudo e Coleta de Amostras

O estudo foi conduzido no manguezal de Rio das Ostras, RJ, Brasil (Figura 2). Esse ecossistema é formado pela junção dos rios Iriri e Jundiá, que descem da região serrana, e se unem na localidade conhecida como Chácara da Mariléia, e percorre 6,4 Km2 até o mar. Dentro da cidade, o canal possui em média 10 metros de largura e profundidade média de 2 metros. O presente manguezal possui uma extensão de 2 Km2 ao longo das duas margens do rio, e sofre com problemas comuns em manguezais urbanos. Dentre eles podem ser destacados, poluição por esgoto e lançamento de lixo. Na margem direita (a juzante), próximo à ponte da RJ 106 encontra-se uma invasão de casas em direção ao leito do rio. Do lado esquerdo da ponte, a juzante do rio, há a presença de um depósito de areia, que pode ter sido causado por dragagem, possibilitando uma maior facilidade para ocupações residenciais no local. Este fato tem ocasionado cada vez mais invasões na área de proteção permanente do rio e proporcionando acúmulo de lixo. Em ambos os lados foi observado esgoto sendo lançado no rio através de canos ou de línguas negras a céu aberto, além de muito lixo nas margens (Observações de Campo). 

Foram demarcados 10 pontos aleatórios, ao longo do rio, sentido juzante-montante e realizada uma amostragem no mês de maio de 2010. A Figura 2 demarca cada ponto, assim como possibilita a visualização do adensamento populacional no entorno de cada um deles; da composição da paisagem e de proximidade com o mar.
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Figura 2: Mapa de localização do ecossistema estudado e dos pontos de coletas. 

Fonte: Google Earth.

Ao longo dos anos esse ecossistema sofreu intenso desmatamento, entretanto existe hoje por parte do município, um projeto de restauração com plantio de mudas de duas espécies de árvores de mangue, Avicennia schaueriana e Rhizophora mangle, em áreas mais próximas a foz. Os bosques com árvores mais antigas possuem sua vegetação dominada por Laguncularia racemosa, espécie mais abundante na região, e localizada mais a montante do rio. 

As coletas de sedimentos foram realizadas no período seco, em maio de 2010. Os sedimentos foram amostrados com auxílio de tubos de PVC em 7 parcelas em um gradiente a montante do rio, e 3 parcelas em um pequeno canal na margem esquerda do rio, sentido a montante (Figura 2). Com exceção dos pontos 5, 6 e 7, todos os demais pontos estão presentes dentro de uma área de intensa urbanização, onde há um maior adensamento demográfico, com consequente despejo de esgotos, e eventos de replantio de mudas de espécies de A. schaueriana e R. mangle. 

Em cada ponto demarcado para a caracterização da estrutura da vegetação, (projeto em colaboração realizado pela Dra. Elaine Bernini) foram coletadas três amostras de sedimento (0- 15 cm)  ao acaso, durante a maré baixa (Tabela 2), fazendo uma amostra composta (três subparcelas) para melhor representação de cada parcela. Em seguida esse sedimento foi armazenado em sacos plásticos mantidos totalmente fechados. Após a coleta, as amostras foram transportadas em isopor com gelo, para diminuir a atividade bacteriana até o laboratório e estocadas em freezer a -80 ºC. 

Tabela 2: Descrição dos pontos de coletas no Rio das Ostras.
	Pontos
	Latitude e Longitude
	Descrição

	1
	22º31'06'' S     41º55'54'' O
	Ponto a juzante da ponte da RJ 116, área com alto fluxo de despejo de esgoto urbano

	2
	22º31'03'' S     41º55'58'' O
	Ponto a montante da ponte da RJ 116, área com alto fluxo de despejo de esgoto urbano

	3
	22º30'27'' S     41º56'33'' O
	Ponto do lado esquerdo do rio, com  fluxo de despejo de esgoto

	4
	22º30'20'' S     41º56'39'' O
	Ponto do lado direito do rio, sem fluxo (aparentemente) de despejo de esgoto no local

	5
	22º30'12'' S     41º56'49'' O
	Ponto do lado esquerdo do rio, sem  fluxo (aparentemente) de despejo de esgoto local. Área ao lado usada para pecuária.

	6
	22º29'58'' S     41º56'40'' O
	Ponto do lado esquerdo do rio, sem fluxo de despejo de esgoto local. Contém outras árvores não características de manguezais.

	7
	22º29'50'' S     41º56'40'' O
	Ponto do lado esquerdo do rio, sem fluxo de despejo de esgoto local. Contém outras árvores não características de manguezais.

	8
	22º30'31'' S     41º56'33'' O
	Ponto do lado esquerdo de um canal situado ao lado direito. Composição vegetal contendo árvores de mangue jovens.

	9
	22º30'31'' S     41º56'37'' O
	Ponto do lado esquerdo de um canal situado ao lado direito. Composição vegetal contendo árvores de mangue jovens.

	10
	22º30'31'' S     41º56'41'' O
	Ponto do lado esquerdo de um canal situado ao lado direito. Composição vegetal contendo árvores de mangue jovens.


4.2. Análises Físico-Químicas do Sedimento
4.2.1 – Salinidade e pH 

A análise de salinidade da água intersticial foi determinada através de um refratômetro. A água intersticial foi retirada por centrifugação de 15 g de sedimento em tubo “Falcon” a 2500 rpm/5 min em centríguga Hitachi - modelo Himac CF7D2 e no sobrenadante foi realizada a determinação da salinidade.
Para obtenção do pH, foram utilizados 10 g de sedimento seco misturado a 25 mL de água Milli-Q, e reservado por 1 hora para sedimentação (EMBRAPA, 2007). Após esse tempo, aferiu-se o pH de cada amostra utilizando-se um pHmetro (previamente calibrado com padrões de pH 4,0 e 7,0). 

4.2.2 - Granulometria

Para a análise da granulometria, foi utilizado o amostrador (Shimadzu) SALD-3101 que possui uma bomba radial de tipo vertical com taxa de fluxo de aproximadamente 5.000cm3/min, capaz de circular as partículas de alta densidade e desiguais desde várias centenas de micrometro até vários milímetros, cobrindo uma faixa de 0,05 a 3000µm. No equipamento, foi colocada uma alíquota de amostra úmida sob agitação em banho maria com ultrasssom por 10 minutos para desagregação das partículas. Após essa etapa, é realizada a determinação da distribuição granulométrica por difração a laser, causada por interação do feixe de laser com as partículas (BLOTT et al., 2004; MCCAVE et al., 1986). Para controle analítico de precisão foi medido a variação analitica entre triplicatas análiticas a cada 20 amostras com resultados de coeficiente de variação aceitáveis inferior a 10%. A exatidão foi determinada através de três amostras certificadas fornecidas pelo fabricante do equipamento com faixa de tamanho de partículas diferenciadas (JISS 11, Licopodium e glass beads). O limite de detecção do método foi de 0,1%.
4.2.3 – Carbono Orgânico Reativo
O carbono orgânico reativo (COR) foi determinado após tratamento da amostra de sedimento com HCl (1,0N); (2 g : 80 mL) à temperatura ambiente (LEVENTHAL &TAYLOR, 1990). Após a descarbonatação, para determinar o valor de carbonato total presente nas amostras através da diferença entre peso inical e peso final das asmostras, o conteúdo de carbono orgânico reativo foi medido através do sobrenadante de cada amostra. A balança analítica utilizada para determinar  o carbonato total tem precisão de ±0,0001g. Os valores foram expressos em percentual (%), e depois transformados em miligramas por grama (mg.g) de sedimento e a precisão obtida com três repetições, realizadas a cada 20 amostras. O nível de tolerância da variação analítica foi de 90% e em geral nossas amostras estiveram acima deste valor e o limite de detecção igual a 0,1 %.
4.2.4 – Determinação da Composição Elementar (C/N)a
A composição elementar da matéria orgânica foi determinada na amostra bruta (C total, N total) e na amostra descarbonatada (C orgânico). A massa de material utilizada para as determinações analíticas foi aproximadamente 10 mg. Para C orgânico, efetuou-se a descarbonatação, através da adição de HCl 1,0N diretamente nas amostras dentro dos frascos de análises. Para este procedimento as amostras foram secas em estufa a 60oC por 12h e liofilizadas. A determinação dos teores de carbono e nitrogênio nos sedimentos foi realizada no Analisador Elementar CHNS/O Perkin Elmer (2.400 Series II). Os valores foram expressos em percentual (%), e depois transformados em miligramas por grama (mg.g) de sedimento, sendo a precisão obtida com três repetições, realizadas a cada 20 amostras. O nível de tolerância de variação analítica dentro da mesma amostra foi a partir de 10%. Os testes de exatidão para C total e C orgânico realizados com padrão certificado marinho NIST 2702 foram realizados e revelaram recuperações acima de 95%. O limite de detecção para C e N foram 0,05%, 0,04%, respectivamente.
O carbono orgânico reativo (COR) foi obtido do sobrenadante remanescente da determinação do carbonato. As alíquotas para esta análise foram armazenadas em frascos de vidro âmbar (previamente lavados com solução sulfocrômica e enxaguados com água deionizada e ultrapura Mili-Q) contendo 5mL de H3PO4 10%, tendo sido estocadas a 4ºC na geladeira até a análise. A concentração de COR foi determinada por oxidação à temperatura elevada (680ºC), através do TOC (Shimadzu). A amostra foi acidificada com HCl 2N e depois purgada com ar sintético ultrapuro, para enfim, ocorrer à detecção em um detector dispersivo de infravermelho. A purga foi realizada com Ar sintético 5.0, durante 5 minutos e o coeficiente de variação analítico de 5%. Os valores de COR foram normalizados pelo carbono orgânico previamente analisado. 

O fósforo total reativo foi analisado através do sobrenadante da descarbonatação no ICP Optical Emission Spectrometer 720 ES (Varian).
4.2.5 – Determinação de Lipídeos
Uma parte dos sedimentos de cada ponto foi descongelada e liofilizada por aproximadamente 5 dias. Após esse período, os sedimentos foram macerados em um gral e pistilo de ágata para homogeneização da amostra. Aproximadamente 2 g de sedimento triturado foram pesados e enviados em potes plásticos estéreis para o Laboratório de Geoquímica no Departamento de Química da UFF para a realização da análise de lipídeos. A análise de lipídeos foi realizada segundo adaptação da metodologia descrita por Wakeham & Canuel (1988). 
Para tal análise as vidrarias utilizadas foram descontaminadas através de lavagem com detergente neutro tipo Extran, secagem em estufa e posterior muflagem à 450 ºC, por no mínimo 6 horas. Vidrarias que não puderam ser descontaminadas de maneira convencional, foram rinsados com diclorometano ou hexano. 
A sílica gel 60 (0,063–0,200 mm) e a lã de vidro, usadas no procedimento, foram descontaminados em aparelho Soxhlet com diclorometano, e antes de sua utilização, a sílica foi ativada em estufa e em seguida, foi desativada na proporção de 5% de água destilada previamente extraída com diclorometano.
O sulfato de sódio anidro foi tratado termicamente à 450 ºC em uma mufla, por 6 horas. Os solventes utilizados nas análises foram todos grau pesticida.

Antes da extração dos lipídeos, foram adicionados nas amostras já maceradas 2.500 ng dos padrões de recuperação de hidrocarbonetos alifáticos (n-C16d e n-C24d) e 3.000 ng do padrão de recuperação de esteróis (androstanol), para posterior separação das fases.
A extração foi realizada em banho-maria com ultrassom, a 30 ºC, utilizando por sucessivas vezes os seguintes solventes, durante 15 minutos cada um: diclorometano; diclorometano:metanol (1:1); e metanol (2x).
Após a extração, foi realizada a centrifugação do extrato, concentrado em evaporador rotativo a vácuo e em seguida, concentrado até a secura sob fluxo de nitrogênio. Foi realizado o processo de saponificação no extrato para separação da fase ácida e neutra (esteróis e hidrocarbonetos).
Posteriormente, a separação dos esteróis foi realizada através do fracionamento na fase neutra de cada extrato por micro-colunas cromatográficas (pipetas pasteurs), preenchidas com lã de vidro na base e sílica gel previamente ativada e desativada. O extrato foi reeluído com solvente e transferido para o topo da coluna em seguida, foi iniciada a eluição das frações que foram concentradas sob fluxo de nitrogênio até a secura.
Para a determinação dos esteróis, a metodologia utilizada foi a de cromatografia gasosa acoplada com detector de ionização por chama (GC-DIC), com uma coluna capilar do tipo DB-5, composta por dimetilpolisiloxano (DB-5). Os gases utilizados como gases de arraste foram o hélio e o hidrogênio, todos de grau analítico (5.0), além do hidrogênio e do ar sintético, utilizados para acendimento e manutenção da chama. Antes da injeção no GC, as frações de esteróis foram derivatizados com bis(trimethylsilyl)trifluoro-acetamida (BSTFA), para substituir os radicais livres por grupos “silanil”, permitindo assim a análise em cromatografia gasosa. 
Para identificação dos compostos de interesse, foram injetados soluções conhecidas de padrões certificados de esteróis, verificando assim o tempo de retenção de cada composto. A identificação foi realizada pela comparação do tempos de retenção dos compostos padrões com os obtidos nas amostras. Os tempos de retenção coincidentes foram considerados como sendo os mesmos compostos.

4.3 -  Análise Molecular de TRFLP 

4.3.1 - Extração de DNA


O processo de extração de DNA ambiental seguiu o protocolo do Kit utilizado, Mobio Ultraclean Soil DNA Kit (Mo Bio Laboratories, Solana Beach, CA). A extração do DNA se caracteriza pela ruptura da amostra ambiental por um tampão que contém microesferas. Para cada amostra ambiental foi utilizado 0,5 g de solo em duplicata, totalizando 1 g por amostra, para a obtenção de um maior volume final de DNA da comunidade. Ao final da extração, o DNA foi armazenado em freezer a – 20oC.


Para definir a concentração do DNA, 2 µl de DNA extraído homogeneizado com “blue juice” (azul de bromofenol + Glicerina) e acrescido do corante Gel Red (Biotium) foi aplicado em cuba horizontal de eletroforese, em gel de agarose 2%, por aproximadamente 1 hora e 30 minutos, a 100 Volts. Para inferir o peso e a concentração das bandas do DNA extraído, utilizamos o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogem). O gel foi visualizado em um fotodocumentador UVP - GelDoc_It(TM) TS Imaging System.

4.3.2 - Amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Para o presente trabalho, foram selecionados dois conjuntos de iniciadores. Iniciadores moleculares são sequências sintéticas montadas para parear com uma área de interesse do DNA, permitindo assim a cópia do mesmo. Na técnica de PCR convencional são usados dois inicadores, um copiando no sentindo 5’-3’ e o outro copiando no sentindo 3’- 5’ do DNA. O primeiro conjunto de iniciadores foi para o gene 16S ribossomal, com a sequência 27F - 5’-AAGGAGGGWTCCARCC e 1525R - 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTC (SAKANO & KERKHOF, 1998), utilizado para caracterizar a comunidade bacteriana geral, já que estes amplificam a região 16rRNA comum a todas as bactérias. O segundo conjunto de iniciadores foi para o gene dsrAB DSR1F - 5-ACSCACTGGAAGCACG - DSR4R - 5-GTGTAGCAGTTACCGCA) usado para selecionar bactérias redutoras de sulfato. Ambos os conjuntos são marcados fluorescentemente com 6-FAM, nos inicador 27F e DSR1F respectivamente.

Para a reação de amplificação do gene 16S rDNA, utilizamos aproximadamente 10ng de DNA, 5U de enzima Taq polimerase, tampão de reação que acompanha a enzima, 2mM de cada dNTP, 0,25mM de MgCl2, e  10µM de cada iniciador, completando para o volume final de 50ul com água. Essa reação foi preparada em gelo, e colocada em termociclador modelo TC 412 (Analítica) com as fases: 94ºC por 5 minutos para desnaturar inicialmente o DNA, seguindo-se 35 ciclos de: 94ºC por 30 segundos para desnaturar o DNA, 52ºC por 30 segundos para anelamento dos inicadores, 72ºC por 1 minuto e 30 segundos para a extensão dos fragmentos e ao final dos 35 ciclos houve uma extensão final de 72 ºC por 30 minutos para padronizar o comprimento final dos fragmentos copiados. Para o gene dsr AB utilizamos as mesmas concentrações de reagentes e equipamento para amplificação, entretanto o programa para amplificação seguiu as seguintes fases: desnaturação inicial de 94oC por 5 minutos, início de 30 ciclos de 94oC por 30 segundos, 55 oC  por 30 segundos e 72 oC  por 90 segundos, e uma extensão final de 72 oC por 7 minutos (PEREZ-JIMENEZ et. al., 2001).


Para visualização dos fragmentos amplificados pela PCR, foram aplicados em gel de agarose 2%, 2µl de amplicon de cada amostra junto com 2µl do corante Gel Red (diluído em “blue juice”) que marca bases nitrogenadas, permitindo a visualização das bandas em luz UV. Para estimar os pesos e as concentrações das bandas de DNA amplificadas, foi aplicado 2µl de Blue Juice + Gel Red juntamente com 2 µl do marcador Low DNA Mass Ladder (Invitrogem). Este gel foi submetido a 100 Volts em tampão TAE (Tris base + EDTA) por 1 hora e após a eletroforese, visualizado e fotografado no fotodocumentador UVP - GelDoc_It(TM) TS Imaging System. (Figura 3).
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Figura 3: Foto de eletroforese de PCR com o primer 16S de 3 dos pontos do manguezal de Rio das Ostras em gel de agarose 2% a 100V. M=marcador; P1= ponto 1; P2=ponto 2; P3=ponto 3; C=controle negativo.

4.3.3 - Digestão, Precipitação, Ressuspensão do DNA e Análise de Fragmentos

Todas as enzimas utilizadas nesse trabalho para ambos os genes, foram testadas previamente em um trabalho de monografia desenvolvido por Freitas (2009), onde foi realizada uma digestão in silico para observar as enzimas que demonstravam uma maior diferenciação nos cortes de fragmentos, gerando maior quantidade de picos únicos. Cada gene foi analisado com 3 (três) das enzimas que foram escolhidas pelo trabalho supracitado. 

Tabela 3: Enzimas de restrição com sua sequência de reconhecimento (corte) e o seu organismo de origem.

	Nome

(Protótipo)
	Organismo
	Sequência de

reconhecimento (5' - 3')

	MnlI
	Moraxella nonliquefaciens 
	CCTC (7/6)

	RsaI
	Rhodopseudomonas haeroides 
	GT^AC

	HaeIII
	Haemophilus aegyptius 
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	MspI
	Moraxella species 
	C^CGG

	HhaI
	Haemophilus haemolyticus 
	GCG^C


A digestão das amostras, com o gene 16S amplificado, foi realizada com as enzimas MnlI, HaeIII e MspI, e as amostras do gene dsrAB com as enzimas MnlI, RsaI e HhaI, separadamente, utilizando-se 5U de enzima, 2µl de tampão que acompanha a enzima, aproximadamente 30ng de DNA e água para completar o volume final  da reação de 20µl. A digestão foi realizada em um termociclador da analítica (modelo TC 412), com  programa de 120 minutos à 37º C, para todas as enzimas (Tabela 3).

Com o amplicom digerido, realizamos a precipitação do DNA e sua limpeza para visualização em um sequenciador automático ABI 3500 (Applied Biosystems). Esta fase precipita o DNA e retira todos os iniciadores não utilizados na PCR. O processo de precipitação é realizado com o volume final do amplicom digerido (20µl), juntamente com 49µl água, 125µl de álcool 95% e 6µl de acetato de sódio 3M para cada amostra. Todos esses reagentes são misturados juntamente com o amplicom e reservados a temperatura ambiente por 15 minutos seguidos de centrifugação a uma velocidade de 13000 rpm por 30 minutos, com subseqüente descarte do sobrenadante por aspiração com micropipeta e adição ao pellet de 250µl de etanol 70%, seguido novamente de centrifugação a velocidade de 13000rpm por 10 minutos. O sobrenadante é descartado e os “eppendorfs” abertos com o pellet são levados a 70º C por 15 minutos em termociclador para evaporação do álcool.  Ao final da precipitação, para ressuspender o DNA, são utilizados 14,5µl de formamida Hi-Di com 0,5µl de padrão Gene Scan 1200 Liz (Applied Biosystem, Warrinton, UK), que nos permite um padrão de tamanhos de pico na análise de TRFLP. Essa alíquota é aplicada em uma placa para sequenciador, e levada a 95ºC por 5 minutos em termociclador para desnaturar o DNA, submetida a choque-térmico em gelo e imediatamente aplicadas no sequenciador. As amostras foram aplicadas em eletroforese capilar, no seqüenciador ABI 3500 do laboratório de microbiologia, departamento de genética da UFRJ, para análise de TRFLP. A figura 4 apresenta um esquema simplicado da análise de TRFLP.
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Figura 4: Molelo esquemático da análise de TRFLP. Fonte: http://home.postech.ac.kr/~jaai/fig/T-RFLP_fig.gif (modificado).
4.4. Análises Estatísticas

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do programa STATISTICA 6.0 (Copyright 1984-1997, StatSoft, Inc.). Para avaliar a correlação entre as variáveis trabalhadas (ex: Carbono orgânico, Nitrogênio Total, Coprostanol etc.) realizou-se análise de correlação de Spearman (1904), a qual utiliza um ranking das medidas para cada uma das variáveis utilizadas (ZAR, 1999). Para tal análise, utilizamos o grau de significância de p< 0,05, ou seja, a probabilidade dessa distribuição ocorrer ao acaso é menor que 95%.

Para verificar quais processos são direcionadores da distribuição  das variáveis físico químicas no local de estudo, utilizou-se uma ACP. Neste estudo, a análise teve seus componentes projetados em um plano bidimensional.
Para os dados gerados através da técnica de T-RFLP, foi realizada uma padronização inicial desses valores com o programa GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems). Em seguida, as amostras passaram por um programa (baseado em ABDO et. al., 2006), de filtro e normalização dos fragmentos gerados através de um pacote fornecido pelo programa R, para evitar erros em relação à veracidade dos fragmentos e de seus tamanhos. Posteriormente, foi realizada uma análise de agrupamento do tipo cluster utilizando os dados de riqueza, transformados em dados binários, a partir do qual foram gerados dendrogramas utilizando o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com índice de similaridade de Bray-Curtis, utilizando-se o programa PAST. 

 5. RESULTADOS
5.1. Caracterização Fisico-Químicas dos Sedimentos e Razão Atômica entre Carbono e Nitrogênio (C/N)a
A salinidade, nos pontos amostrados apresentou um padrão de distribuição seguindo o perfil de inundação da água do mar, fazendo com que os pontos mais próximos ao mar apresentassem valores mais elevados. Os valores obtidos variaram entre 3  e 30. Os valores de pH nos diferentes pontos amostrados apresentaram variação máxima e mínima, entre 5,59 e 6,75, pontos 3 e 2, respectivamente (Tabela 4). 

O conteúdo da fração silte+argila variou de 81 e 96% tipificando um ambiente de sedimentação de baixa energia, exceto no ponto 2 que apresentou uma granulometria mais grosseira, com a fração silte+argila em torno de 44,6%. 

O C-total apresentou concentrações entre 23 mg.g-1 e 97,9 mg.g-1 nos pontos 2 e 6, respectivamente. As maiores concentrações de COrg foram encontradas nos pontos 6 e 7 (93,6 e 95,2 mg.g-1, respectivamente) e a menor concentração no ponto 2 (18,7 mg.g-1). As concentrações de carbono orgânico reativo (COR) variaram entre 1,14 a 7,08 mg.g-1. O COR representa o carbono que está fracamente ligado e que pode ser prontamente assimilado. Os baixos valores encontrados (Tabela 4) no ponto 2 nos três parâmetros supracitados, está provavelmente relacionado a predominância da fração areia nessa área.


As concentrações de fósforo reativo, nutriente muito importante para as plantas, variram entre 0,04 e 0,20 mg.g-1 (Tabela 4). As concentrações de NT variaram entre 3 e 12 mg.g-1 (Tabela 4). Os pontos 5, 6 e 7 possuem altas concentrações de carbono total, orgânico e de nitrogênio total, que pode está relacionada a elevada contribuição vegetal nesses pontos.

Os valores encontrados para as variáveis físico químicas corroboram com nossa hipótese de que existe um gradiente ao longo dos pontos para a variável salinidade, entretanto as demais variáveis (Tabela 4) não apresentaram esse padrão de gradiente.
A razão (C/N)a (Tabela 4) apresenta valores que inferem uma possível contribuição de várias fontes de matéria orgânica nos pontos analisados. O ponto 1 e 8 apresentaram valores da razão (C/N)a, aproximados, superiores a 23 indicando material proveniente de plantas vasculares (Tabela 4). Os pontos 2 e 5 com valores aproximados a 6, demostram uma contribuição de atividade bacteriana. Já o valor da razão próximo a 9 encontrado no ponto 10, infere uma atividade fitoplanctônica como principal contribuinte da matéria orgânica nesse ponto. Os demais pontos de coleta apresentaram valores de mistura de material, necessitando assim intercalar resultados de outras análises para uma inferência mais precisa de tal fonte. Assim, essa distribuição pode estar sendo influenciada pelo uso do solo nesses locais, já que esta área apresenta uma matriz bem diversificada de uso (Tabela 2). 
Tabela 4: Dados físico-químicos dos pontos de coleta no Rio das Ostras. C org = Carbono Orgânico; CT  = Carbono Total; NT = Nitrogênio Total; COR = Carbono Orgânico reativo; PR = Fósforo reativo; % Silte-Argila = Fração Silte + Argila e Razão C/Na
	Pontos
	
	
	Parâmetros

	
	COrg
(mg.g-1)
	CT

(mg.g-1)
	NT

(mg.g-1)
	Razão (C/N)a
	COR 
(mg.g-1)
	PR

(mg.g-1)
	pH
	Salinidade
	Silte+Argila (%)

	1
	51,0
	55,1
	2,6
	24,7
	4,22
	0,18
	6,25
	30
	94,9

	2
	18,7
	23,0
	5,2
	5,2
	1,14
	0,07
	6,75
	30
	44,6

	3
	61,0
	63,7
	5,0
	14,9
	4,40
	0,19
	5,59
	25
	90,4

	4
	47,0
	66,2
	4,9
	15,8
	3,54
	0,10
	5,69
	20
	96,3

	5
	66,2
	66,9
	12,3
	6,3
	3,49
	0,09
	5,71
	9
	92,2

	6
	93,6
	97,9
	10,8
	10,6
	7,08
	0,10
	5,69
	5
	80,4

	7
	95,2
	96,7
	6,0
	18,8
	3,94
	0,04
	5,8
	3
	80,8

	8
	50,0
	54,4
	2,8
	22,7
	2,22
	0,17
	6,26
	19
	90,2

	9
	55,4
	64,2
	5,7
	13,1
	2,46
	0,20
	6,19
	10
	91,2

	10
	55,7
	66,8
	8,0
	9,7
	2,24
	0,15
	6,05
	10
	91,2


5.2. Caracterização Molecular
Todos os pontos foram analisados pela técnica de TRFLP, com todas as enzimas descritas na Tabela 5. Entretanto, a enzima que apresentou padrão menos similar entre as amostras, ou seja cortes únicos e maior média de TRFs gerados foi selecionada para a comparação dos dados. Para o gene 16S ribossomal e dsrAB, as enzimas que apresentaram um melhor perfil dentro dos critérios citados foram HaeIII e RsaI, respectivamente (Tabela 5). 

Tabela 5: Riqueza de filotipos (TRFs) para cada enzima de restrição utilizada. Dsr= Gene dsrAB – gene da sulfato redução; 16S= Gene 16S ribossomal – gene comum a todas as bactérias
	Pontos
	Enzimas de Restrição/Gene

	 
	RsaI_DsrAB
	MnlI_DsrAB
	HhaI_DsrAB
	MnlI_16S
	HaeIII_ 16S
	MspI_16S

	1
	44
	40
	49
	100
	120
	138

	2
	58
	38
	30
	116
	127
	133

	3
	52
	45
	53
	125
	129
	130

	4
	54
	51
	35
	114
	119
	94

	5
	55
	40
	41
	137
	60
	212

	6
	60
	51
	45
	133
	130
	132

	7
	35
	46
	37
	100
	108
	164

	8
	70
	58
	34
	123
	101
	84

	9
	51
	49
	46
	133
	201
	165

	10
	61
	41
	39
	130
	118
	47

	Média de TRFs
	54
	46
	41
	121
	121
	130

	         Máximo de TR    TRFs
	70
	58
	53
	137
	201
	212

	Mínimo de TRFs
	35
	38
	30
	100
	60
	47

	% de picos únicos
	26
	24
	26
	8
	11
	10


O gene 16S é um gene característico de todas as bactérias, enquanto o gene dsrAB reflete uma abordagem funcional específica para o grupo das bactérias redutoras de sulfato.  A figura 5 demonstra o padrão de riqueza, analisado com o gene 16S, encontrado no sedimento em cada ponto de coleta. Para esse padrão, pode ser verificado que o ponto 5 apresenta a menor riqueza (60) e o ponto 9 a maior riqueza (201) entre os pontos. Os valores de riqueza (número de TRFs) encontrado para o gene 16s foram elevados, apontando para uma comunidade bem heterogênia em alguns pontos.
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        Figura 5: Gráfico de riqueza de filotipos encontrados nos 10 
        pontos com a enzima de restrição HaeIII para o gene 16S ribossomal.

Para a análise de riqueza nos pontos usando o gene dsrAB, foi verificado que a menor riqueza para o grupo das redutoras de sulfato se encontra no ponto 7 (35), e a maior riqueza no ponto 8 (70). Quando comparado os números de fragmentos gerados para cada gene,  o 16S apresentou um elevado número de fragmentos em relação ao dsrAB (Figura 6). Essa diferença reflete as diferentes traduções que esses genes possibilitam, e a presença do 16s em todos os grupos bacterianos. 
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Figura 6: Gráfico de riqueza de filotipos encontrados nos 10 pontos
 com a enzima de restrição RsaI para o gene DsrAB.
A análise de cluster para o gene 16S RNA com finalidade de agrupar pontos mais semelhantes entre a amostragem, apresentou dois grupos com baixa similaridade (40%)  (Figura 7). O ponto 2, se separa com menos de 39% de similaridade. Esses dados indicam que os pontos são heterogênios na composição da comunidade bacteriana e não seguem um agrupamento em relação ao gradiente físico químico.

Figura 7: Análise de similaridade (índice de Bray-Curtis) realizada com a tabela binária de riqueza gerada com a enzima de restrição HaeIII para o gene 16S ribossomal.

Quando a análise de Clusters foi realizada entre os pontos, utilizando o gene DsrAB (Figura 8), dois grupos apresentaram separação com valores de similaridade de 30%. E um grupo apresentou similaridade em torno de 28% em relação aos demais. Mesmo havendo a tendência dos pontos em se agruparem nos ramos por um gradiente espacial de coleta, a similaridade dos ramos do cluster foram muito baixo (inferior que 30%), apontando, mesmo assim,  para uma heterogeneidade das amostras, semelhante as análises para 16S.

Figura 8: Análise de similaridade (índice de Bray-Curtis) realizada com a tabela binária de riqueza gerada pela enzima de restrição RsaI para o gene DsrAB.

5.3. Análises de Esteróis

Os esteróis presentes nesse trabalho totalizam 6 compostos diferentes, onde todos as concentrações foram normalizadas pelo teor de carbono orgânico presente em cada amostra, para verificar sua representação real na matriz sedimentar (Tabela 6). 

Os compostos mais representativos foram os esteróis de origem de plantas vasculares, como β-sitosterol variando as concentrações entre 6,2 a 28,9 µg/100mgCOrg e estigmasterol entre 25,8 a 60,7 µg/100mgCOrg. As concentrações de esteróis totais variaram entre 133,1 a 266,3 µg/100mgCOrg. 

O coprostanol apresentou concentrações entre 1,2 e 12,5 µg/100mgCOrg nos pontos 7 e 3, respectivamente. A figura 9 apresenta os níveis de coprostanol nos pontos. 
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Figura 9: Concentração de coprostanol em cada ponto amostrado.

Tabela 6: Concentração em µg/100mgCOrg dos esteróis analisados nos sedimentos em cada ponto de coleta. Concentração normalizada pelo carbono orgânico presente no sedimento. Os valores para cada esterol é absoluto de um n=1. 
	 
	 
	 
	 
	 
	µg/100mgCOrg
	 
	 
	 
	 

	Ponto
	Coprostanol
	Colesterol
	Colestanol
	Colestanona
	Ergosterol
	Campesterol
	Estigmasterol
	β-Sitosterol
	Sitostanol
	Total Esteróis

	1
	9,4
	13,6
	13,5
	6,1
	4,7
	9,5
	40,4
	68,2
	11,6
	177,0

	2
	4,8
	6,8
	13,8
	5,0
	5,7
	7,1
	60,7
	85,9
	18,0
	207,8

	3
	12,5
	7,8
	11,8
	3,7
	2,4
	5,5
	28,9
	53,6
	26,3
	152,5

	4
	3,6
	7,0
	9,8
	3,3
	2,9
	7,1
	25,8
	47,5
	26,0
	133,1

	5
	4,8
	10,7
	19,5
	6,0
	4,6
	11,1
	49,9
	123,4
	28,9
	258,8

	6
	5,2
	5,7
	8,5
	3,6
	2,3
	9,5
	47,1
	72,1
	6,2
	160,1

	7
	1,2
	5,8
	11,1
	5,4
	4,3
	7,9
	39,1
	90,8
	15,8
	181,4

	8
	3,2
	10,1
	13,9
	6,4
	0,4
	6,4
	35,8
	78,9
	21,6
	176,5

	9
	6,6
	13,9
	15,5
	5,0
	2,4
	13,3
	59,3
	130,4
	20,0
	266,3

	10
	5,6
	11,5
	15,0
	7,8
	2,2
	11,7
	46,4
	99,1
	24,0
	223,2


O percentural de contribuição das várias fontes para formação da matéria orgânica é apresentado na figura 10. A fração correspondente aos esteróis de plantas vasculares (campesterol, estigmasterol e sitosterol) foram mais representativas (aproximadamente 30%), apontando para uma contribuição de origem alóctone. Os pontos apresentam um padrão de distribuição de alguns compostos de uma maneira bem semelhante. Os compostos reduzidos, sitostanol e colestanol, apresentam uma fração representativa dentro do total de esteróis, apontando para uma utilização dessa matéria orgânica pelos microrganismos presentes. 
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Figura 10: Porcentagem de esteróis encontrados no sedimento em cada ponto.

Algumas razões foram utilizadas para inferir a origem dessa contribuição, como é o caso da razão campesterol:estigmasterol:sitosterol. Valores dessa razão entre 1: 1.4: 4.0 e 1: 1.6: 6.6 caracterizam uma contribuição terrestre, enquanto que valores menores, indicam contribuição marinha (VOLKMAN, 1986). Os pontos amostrados apresentaram valores das razões (Tabela 7) superiores aos indicados por VOLKMAN (1986), indicando características de origem da fonte de matéria orgânica oriunda de plantas vasculares terrígenas. A razão sitostanol/sitosterol aponta para uma lenta biotransformação da matéria de origem vegetal. A biotransformação da matéria orgânica emissada continuamente pelos esgotos, medida através da razão Colestanol/Colesterol, infere que nesse ecossistema vem ocorrendo uma transformação acelerada desses compostos por parte dos microrganismos (Tabela 7).
Tabela 7: Valores das razões indicativas do grau de transformação da matéria orgânica e das fontes predominantes de matéria orgânica nos sedimentos
	Pontos
	Colestanol/

Colesterol
	Sitostanol/

Sitosterol
	Campesterol:

Estigmasterol:

Sitosterol

	1
	1,00
	0,17
	1.0 : 4.2 :7.7

	2
	2,03
	0,21
	1.0 : 8.6 : 12.2

	3
	1,51
	0,49
	1.0 : 5.3 : 9.8

	4
	1,40
	0,55
	1.0 : 3.6 : 6.7

	5
	1,83
	0,23
	1.0 : 4.5 : 11.1

	6
	1,51
	0,09
	1.0 : 5.0 : 7.6

	7
	1,90
	0,17
	1.0 : 4.9 : 11.5

	8
	1,37
	0,27
	1.0 : 5.6 : 12.4

	9
	1,11
	0,15
	1.0 : 4.5 : 9.8

	10
	1,31
	0,24
	1.0 : 4.0 : 8.5


Para a correlação de Spearman (anexo 4) algumas variáveis apresentaram relações significativas entre si. O COrg apresentou uma correlação positiva com o nitrogênio total (r= 0,673; p= > 0,05) e correlação negativa com a salinidade ( r= -0,799; p> 0,05). A salinidade apresentou correlação negativa com NT (r= -0,762; p> 0,05). O COR mostrou correlação negativa com o pH (r= -0,736; p> 0,05) e o colestanol (r= -0,648; p> 0,05). O fósforo reativo foi correlacionado positivamente com o coprostanol (r= 0,726; p>0,05) e o colesterol (r= 0,681; p> 0,05).
O esterol β-Sitosterol, de origem de plantas vasculares, apresentou uma alta correlação positiva com os esteróis estigmasterol (r=0,709; p>0,05) e campesterol (0,713; p> 0,05), também provenientes de plantas vasculares. Também foi observado correlação positiva para o total de esteróis com os esteróis de plantas vasculares β-Sitosterol (0,952; p=0,05)  >estigmasterol( r= 0,782; p> 0,05) >campesterol (r= 0,750; p>0,05), já que estes foram os compostos mais abundantes em todos os pontos (Tabela 6). 
O colesterol apresentou uma relação positiva com o produto gerado na sua transformação, o colestanol (r=0,745; p> 0,05). Este por sua vez também demostrou uma relação positiva com o composto colestanona (r=0,632; p> 0,05), outro produto da quebra do colesterol. O colestanol apresentou alta correlação positiva (r=0,818; p>0,05) com a concentração de esteróis totais.
Foi realizada uma análise de componentes principais (ACP) para estimar quais as variáveis são melhor associadas à cada ponto (Figura 11). Os dois fatores juntos foram capazes de explicar cerca de 56% da variação entre os pontos. O fator 1 está relacionado com a variação espacial dos pontos, enquanto que o fator 2 apresenta uma relação com a degradabilidade da matéria orgânica e da concentração de coprostanol. Para tal análise, utilizamos as variáveis COrg, %silte + argila, salinidade, nitrogênio total, carbono orgânico reativo, riqueza de filotipos para o gene 16S e DsrAB, e as razões colestanol/colesterol, coprostanol/coprostanol+colestanol e coprostanol/colesterol.
Os pontos 1, 2, 3, 4, 8 e 9 demostraram influência da salinidade e uma baixa relação com o NT. O ponto 6 apresenta o NT, o COrg, COR e o %Silte+argila como seus principais compontentes. Os pontos 5, 7 e 10 foram influenciados pela razão colestanol/colesterol, o qual indica processos de biotransformação como o principal fator nesses pontos, inferindo que a biodegradação, seja ela de matéria proveniente de esgoto ou proveniente de origem vegetal, é o fator principal atuante nesses pontos.
O componente riqueza de bactérias (16S) foi mais expressivo nos pontos 1, 3 e 9, ambientes estes com maior concentração de coprostanol (Figura 9). Para a riqueza do grupo das bactérias redutoras de sulfato (Dsr), a APC apresentou nos pontos 2, 4 e 8 uma maior influência da salinidade e menor concentração de coprostanol.  


Figura 11: Análise de Componentes principais (ACP) entre a riqueza de filotipo gerados para o gene DsrAB(Dsr) e 16S RNA (16S) presente nos pontos e as variáveis físico-químicas: salinidade (Sal), carbono orgânico (COrg), % silte+argila (S+A), carbono reativo (COR), nitrogênio total (NT), e as razões colestano/colesterol, Coprostanol/colesterol (cop/colesterol) e coprostanol/coprostanol+colestanol (cop/cop+colestanol). 
6. DISCUSSÃO
6.1. Influências dos Fatores Físico-Químicos Sobre a Comunidade Bacteriana
A estrutura da comunidade bacteriana está relacionada a fatores como pH, salinidade, temperatura e nutrientes. Segundo Hunter-Cevera et al. (2005) a maior parte dos parâmetros ecofisiológicos demonstram um certo impacto na riqueza dessas comunidades nos ambientes costeiros. Esse impacto causa certo grau de distúrbio, podendo ocasionar mudanças na riqueza, alterando a composição na comunidade afetada. Que no caso de comunidades bacterianas, pequenas alterações ecofisiológicas podem afetar todo a dinâmica da comunidade.
Os valores encontrados para a salinidade nesse estudo (Tabela 4) indicaram uma alta contribuição de entrada de água marinha para o estuário do Rio das Ostras, o qual possui uma pequena extensão entre suas margens, assim como uma profundidade média baixa (1,2 m), ocasionando maior influência da água salina durante a maré cheia. Wetler-Tonini (2011) cita em seu trabalho que a salinidade é um dos fatores que interferem diretamente na composição da comunidade bacteriana. No presente estudo, a salinidade se mostrou bem distinta entre os pontos, podendo ser essa um fator importante para as diferentes estruturas da comunidade bacteriana. Estudo realizado por WALSH et. al. (2005) em um gradiente de salinidade, demonstrou que mesmo que a riqueza de espécies entre os pontos amostrados fosse semelhante, a estrutura da comunidade pode ser diferente, indicando assim uma mudança da comunidade em relação a salinidade. 
Os pontos amostrados apresentaram pH levemente mais baixo que os encontrados por Wetler-Tonini (2011) no manguezal de Guargaú (entre 6,09 e 6,77), São Francisco de Itabapoana. A variação de pH nos pontos pode estar sendo influenciada pelos eventos de inundações nesse ecossistema (CINTRON & SCHAEFFER-NOVELLI, 1983). Segundo Robe et al., (2003), o pH é um dos fatores ambientais que influencia e promove a complexidade da comunidade bacteriana, entretanto nossos pontos não apresentaram uma correlação positiva da riqueza de bactérias com os valores de pH. Entretanto o pH encontrado pode estar influenciando diretamente, juntamente com outras variáveis, na estrutura dessa comunidade, a qual apresentou, para ambos os genes, uma similaridade menor que 57% (Figuras 7 e 8). 
No que concerne a classificação granulométrica, todos os pontos deste estudo, foram considerados silte-argilosos, com excessão do ponto 2 (arenoso), e todos apresentaram uma riqueza de bactérias significativa. Essa granulometria encontrada no ponto 2, pode ter sido influenciada por uma área de extração de areia, nas margens do rio, um pouco acima do ponto de coleta. 

O valor elevado da riqueza desses microrganismos pode estar atribuído à adsorção da matéria orgânica nos grãos silte-argilosos e assim, permitindo uma maior complexidade dessa comunidade. Alonso-Gutiérrez et al. (2009) citam o tipo de substrato de crescimento como um influenciador da riqueza bacteriana; locais com granulomentria mais fina tendem a possuir riqueza maior em comparação com aqueles em que suas partículas são mais grosseiras, devido a maior adsorção da matéria orgânica nos grãos mais finos.  Wetler-Tonini (2010) encontrou para o manguezal de Gargaú, que apresenta semelhanças com o de Rio das Ostras, a classificação do sedimento como silte argiloso em seus pontos, e uma riqueza de bactérias elevada. Por outro lado, o contínuo despejo de esgoto, e seu volume, nos pontos favorecem uma comunidade mais heterogênia, aumentando assim o número de espécies. Assim, a riqueza encontrada no ponto 2, possivelmente não está ligada diretamente a granulometria, já que a mesma foi classificada como areia e por consequência tende a perder matéria orgânica por lixiviação (CAMEOTRA & SINGH, 2009), mas sim pela descarga contínua de matéria orgânica nesse ponto através do despejo de esgoto. 

Nos ambientes sedimentares a endofauna presente, é influenciada por vários fatores como, penetração de oxigênio, retenção da água e da quantidade e qualidade matéria orgânica. Em contrapartida, essa endofauna atua influenciando diretamente as características desse sedimento. Nos manguezais essas características granulométricas do sedimento estão relacionadas à proximidade com o mar, pois as partículas mais finas tendem a serem carreadas durante as marés altas, se precipitando em pontos de baixa energia, enquanto que as partículas mais pesadas (areia) tendem a se acumular próximas ao mar (LAMOUR, 2007). 
A diferença econtrada entre os números de fragmentos, indicativos da riqueza bacteriana, reflete as diferentes abordagens que esses genes produzem – o gene 16S é característico de todas as bactérias enquanto o gene dsrAB reflete uma abordagem funcional específica para as bactérias redutoras de sulfato (PEREZ-JIMENEZ et. al., 2001). Em relação a composição da comunidade, o ponto 2 (Figura 7) foi o menos similar em relação a todos os outros pontos, para o gene 16S, talvez refletindo a diferença de granulometria encontrada juntamente com aporte de matéria orgânica recebida por parte dos despejos de esgoto (Observação de Campo). Quando observado todos os pontos em relação ao maior grau de similaridade, observamos que a mesma foi bem baixa, indicando que estes são heterogêneos na composição da comunidade microbiana e não seguem um agrupamento em relação ao gradiente de coleta.

No presente estudo, todos os pontos apresentaram concentrações maiores de COrg nos pontos com granulometria mais fina, corroborando com os trabalhos realizados por CAMEOTRA & SINGH, (2009). As concentrações de carbono orgânico encontrado nos pontos variaram entre 18,7 e 95,2 mg.g-1 representando quase que o total de carbono presente nos pontos coletados (concentrações entre 23 e 97,9 mg.g-1). Esses valores elevados podem estar relacionados com a maior contribuição vegetal nessas áreas. Concentrações de carbono entre 7,5 e 57,2 mg.g-1 encontrados por Wetler-Tonini (2011) para pontos da baía de Guanabara são semelhantes aos encontrados no presente estudo. Entretanto, alguns pontos deste estudo se sobrepujaram aos valores encontrados pela autora. Essas altas concentrações indicam que a maior parte do carbono presente no sedimento amostrado no rio das Ostras se encontra na forma lábil, facilitando assim o aumento da atividade bacteriana.
O carbono é o principal constituinte da matéria orgânica, e funciona como componente fornecedor de energia para as bactérias. A absorção desse elemento se dá principalmente pela fotossíntese e logo depois é depositado e mineralizado pelas bactérias anaerobicamente, disponibilizando subprodutos para todo o sistema (RIBEIRO, 2010). Bano et al. (1997) expõem os microrganismos como principais responsáveis pelo ciclagem do carbono nos sedimentos dos manguezais. Esta microbiota, ao absorver o carbono orgânico presente nas águas intersticiais (HOLGUIN et. al., 2001), ajudam a manter esse carbono no manguezal, evitando a perda para outros ecossistemas. O COR, por estar prontamente livre para ser absorvido, representa uma fração importante no mecanismo de uso do carbono para evitar a perda para outros ecossistemas, promovendo o rápido incremento de biomassa microbiana. Entretanto, esse COR pode ser expulso facilmente do sedimento para a água intersticial, a partir daí para a coluna dágua e exportado, podendo então afetar diretamente a comunidade bacteriana devido a perda do nutriente.
As concentrações de NT obtidas em nosso estudo (3-12 µg g-1) foram bem maiores do que os encontrados por Wetler-Tonini (2011) em um manguezal do norte do estado do Rio de Janeiro (3,9 - 4,3 µg g-1). Esses valores podem estar sendo incrementados pela utilização de áreas bem próximas ao manguezal para atividades pecuárias, e pelo despejo contínuo de esgoto. Os nutrientes nitrogênio e fósforo são importantes para o crescimento das plantas, entretanto em ecossistemas de manguezal são bem limitados (ZHANG et. al. 2009). Nos manguezais o nitrogênio pode apresentar várias origens, no caso do manguezal de Rio das Ostras, os valores encontrados de nitrogênios, podem estar relacionados a descarga desse nutriente pelo esgoto e/ou atividades de pecuária que ocorre a algumas mestros dos pontos de coleta.dentre elas, fontes decorrentes da pecuária e da fixação atmosférica através de bactérias associadas às raízes das plantas do manguezal. Através da observação de campo, foi constatada a presença de atividade de pecuária próximo ao ponto 5, ponto este acima de vários outros pontos de coleta.
  Em relação ao fósforo, sua entrada no ecossistema de manguezal ocorre principalmente através de fontes aquáticas, embora ocorra um aumento no aporte desse elemento devido às atividades antrópicas, como a descarga de esgotos (FILIPPELLI, 2008). O fósforo reativo (ortofosfato) é a forma de fósforo mais assimilada pelos vegetais. Em ambientes levemente ácidos, como encontrados nos pontos amostrais, esse composto inorgânico pode está sendo precipitado ou absorvido por Al3+ e Fe3+, tornando-o indisponível para os vegetais. Os maiores valores de PR (fósforo reativo) encontrados em rio das Ostras foram nos pontos 1, 3 e 9 (Tabela 4) com maior riqueza de bactérias redutoras de sulfato.
Bactérias presentes nesses ambientes também são responsáveis por um importante papel na ciclagem do fósforo, que é a hidrólise do composto para sua forma inorgânica, ou seja, disponível para os vegetais. Essas bactérias, por serem as principais degradadoras da matéria orgânica em condiçoes anaeróbicas, parecem influenciar diretamente a disponibilidade de fósforo nos sedimentos de manguezais, pois elas acabam solubilizando o fósforo durante a mineralização do enxofre orgânico. Devido à contínua descarga de esgoto nessa área existe também um incremento de fófsforo proveniente dos efluentes líquidos.  
Entre os pontos nota-se uma diferenciação na comunidade bacteriana, contudo a alteração parece ocorrer mais por interação dos fatores do que por um fator em específico. A variável abundância bacteriana pode ser a mais impactada diretamente pelos fatores isoladamente, entretanto esses dados não foram analisados.

6.2. Origem e Transformação da Matéria Orgânica, Despejo de Efluentes e Sua Relação Com o Perfil da Comunidade Bacteriana

Os manguezais tendem a apresentar acúmulo de materiais provenientes de diferentes fontes, por serem um ambiente de transição. Essas fontes podem ser de origem alóctone, ou seja, produzida fora do sistema estudado, mas que foi transportado até ele, ou autóctone, produzida dentro do mesmo sistema. Para inferir a possível origem e contribuição dessa matéria orgânica, algumas ferramentas como a razão (C/N)a e os esteróis foram utilizados. 


Pelas razões (C/N)a encontradas neste estudo, podemos inferir que os pontos analisados são heterogêneos em relação a qualidade da matéria orgânica. Nos pontos 1 e 8, os valores foram característicos de contribuição de plantas vasculares (>20) (Hedges et. al. 1986ª). Essa alta razão, indica a presença de compostos refratários (compostos pobres em N), que são mais resistentes à degradação. Os pontos 2 e 5 apresentaram contribuição proveniente de bactérias (5-6,5) (Countway et. al. 2007), e o ponto 10 uma razão (C/N)a característica do fitoplâncton (7-9). A baixa razão (C/N)a desses pontos apontam um consumo de matéria orgânica mais lábil, que está sendo influenciado possivelmente pelo consumo da matéria orgânica pelos microrganismos. Os demais pontos apresentaram razão (C/N)a indicativa de contribuição de solos (11-20), onde se observa um sedimento com misturas de aportes autóctones e alóctones.    

Goñi et al. (2003) relaciona a queda na razão (C/N)a com altos valores de salinidade, entretanto, esse padrão não foi observado no presente estudo. Isso pode ser explicado pela possível predominância de matéria orgânica terrestre refratária nesse ambiente, mesmo nos pontos com alta salinidade.
A maior fonte de matéria orgânica nos pontos estudados foi oriunda de plantas vasculares (Figura 10), indicando que a matéria desse sistema é principalmente de origem autóctone, e demanda a importância do esforço de preservação da floresta de manguezal naquela região. Segundo Killops et. al. (1993), as fontes mais importantes de matéria orgânica para o sedimento são os vegetais terrestres, cujo material é transportado para as áreas costeiras; o plâncton e as bactérias que consomem a matéria orgânica, mas ao morrerem também fazem parte da constituição dessa matéria.
O manguezal, ecossistema que possui uma complexa comunidade bacteriana, é um ambiente que vem sofrendo muito com efeitos de despejo de esgoto, com alterações na qualidade da água que leva a redução do oxigênio dissolvido, turbidez, mudanças do pH entre outros (CARREIRA et al., 2001). Entretanto, o despejo de esgoto provoca nesses ecossistemas uma grande entrada de nutrientes, modificando seu funcionamento.
O uso de esteróis para se estudar a origem da matéria orgânica contribui para o entendimento da fonte dessa matéria orgânica (SALIOT et. al. 2002) e auxilía na compreensão dos efeitos de alteração da comunidade bacteriana. Mudge & Seguel (1999) sugerem a razão estanol/esterol para verificar o processo de redução diagenética da matéria orgânica. A razão entre sitostanol/sitosterol apresentou nesse estudo valores entre 0,09 e 0,55 (Tabela 7). Os valores encontrados dessa razão indicam matéria orgânica, de origem vegetal não transformada (COSTA et. al., 2011), caracterizada por uma maior representação dos compostos na forma insaturada (sitosterol). Abreu (2011) considera valores da razão sitostanol/sitosterol baixos como característicos de locais onde a matéria orgânica se encontra fresca ou pouco degradada. Para nossos pontos essa razão apresentou baixos valores indicando uma lenta biotransformação do material vegetal depositado. O trabalho realizado por Ribeiro (2008), encontrou para um ecossistema lacustre, valores semelhantes desta razão ao do presente estudo, entretanto para alguns pontos em Rio das Ostras, os valores dessa razão apontaram para uma biotransforamação desses compostos mais lenta que os encontrados por Ribeiro (2008), que pode estar sendo provocada pela contínua contribuição oriundes das plantas vasculares, variável importante nessa razão, assim como uma difícil degrabilidade desse material (CANUEL et. al., 1996).  Os valores obtidos para a razão campesterol:estigmasterol:sitosterol (Tabela 7), que indicaram uma participação de matéria orgânica provenientes de plantas vasculares corroboraram com os valores encontrados, nos pontos de 1 a 8, para a razão (C/N)a. 
Para a razão colestanol/colesterol (Tabela 7), os valores encontrados (1,00-2,03) são considerados elevados por CARREIRA et. al. (2001), indicando uma biotransformação do composto insaturado em seu composto saturado (COSTA et. al., 2011), ou seja, matéria orgância, provavelmente oriunda dos despejos de esgotos sendo transformada continuamente, juntamente com a influência contínua do despejo de esgoto e uma rápida transformação da matéria por parte da ação microbiana sobre esses compostos que normalmente são mais lábeis, em uma matéria orgânica trabalhada. 
Carreira et. al. (2002) encontraram para um sistema de laguna estuarina, valores (0,22-0,25) mais baixos que os encontrados no presente estudo (1,00-2,03). Esse valor pode estar sendo conduzido pela labilidade do material proveniente do grande volume de esgoto que é lançado nessa área. Para tal transformação, as bactérias são os organismos que agem mais rapidamente e mais eficientemente. 

Para a análise de riqueza de bactérias em ambos os genes não houve uma relação direta com as razões das transformações diagenéticas. E esse fato pode estar relacionado com dominância de alguns grupos bacterianos nesses locais, indicando que o manguezal de Rio das Ostras, pode estar selecionando uma comunidade bacteriana eficaz na rápida degradação de compostos provenientes de esgotos. 

A riqueza de organismos encontrada para o gene 16S, foi significativamente maior que a encontrada para o gene funcional DsrAB. Os menores valores para o gene da redução de sulfato em relação ao 16S ribossomal podem estar relacionado ao fato desse gene ser função específica, sendo assim, estando presente em apenas alguns grupos de bactérias (PEREZ-JIMEZES & KERKHOF, 2005). Em adição, as diferentes respostas apresentadas em relação aos dois genes estudados podem estar direcionadas a outros fatores como: a disponibilidade de substrato lábil para os microrganismos; a taxa do crescimento microbiano; e as características ambientais do local. Entretanto, em ambientes dinâmicos como estes, as alterações na comunidade se tornam mais díficies de serem relacionadas a alterações naturais ou influências antrópicas (MARONE et. al., 2005).
Os esteróis totais descritos nesse estudo (Tabela 6) foram muitos superiores ao encontrado por Carreira et. al. (2009) em um estudo realizado em sedimentos da baía de Sepetiba (0,77 a 9,24 µg g-1), onde os valores obtidos nesse trabalho, podem estar relacionado ao grande aporte de matéria de origem vegetal presente nos sedimentos e pela de matéria orgânica proveniente dos esgotos.
O esterol colesterol, presente na membrana dos animais, apresentou concentrações entre 1,3 e 7,7 µg g-1. Baixos valores desse composto em relação aos esteróis totais são citados por Carreira et. al. (2009) como uma provavél resposta a trasnformação do colesterol em colestanol, inferindo em uma atividade bacteriana acentuada nesse compartimento do sistema.
O coprostanol, esterol usado para traçar contaminação por esgoto (LI et. al. 2007), originado da redução do colesterol no intestino de mamíferos (NICHOLS et. al. 1993), é degradado através da ação das bactérias em um metabolismo aeróbico (BARTLETT, 1987). A concentração de coprostanol no presente estudo foi muito superior ao proposto por Writer et. al. (1995). Neste estudo o autor se refere às concentrações maiores que 0,5 µg g-1 como sendo característico de áreas contaminadas. Carreira et. al. (2009) encontrou baixas concentrações (0,01-0,43 µg g-1) desse esterol para a Baía de Sepetiba, se comparado com o presente estudo. Porém, estudos realizados por CORDEIRO et. al. (2008) encontraram para outros estuários em áreas que também recebem emissão de esgoto, concentrações entre 0,21 e 40,8 µg g-1. Esses valores são influênciados não somente pela quantidade da emissão do esgoto no local, mas também por seu histórico de contaminação, já que ambientes redutores como os manguezais favorecem a preservação do coprostanol (TAYLOR et. al. 1981). Além disso, a biotransformação do colesterol em coprostanol realizada pelas bactérias pode superestimar os valores desse esterol. Entretanto, os valores apresentam-se dentro da média encontrada em outros sedimentos com distintas fontes de contaminações fecais (Tabela 8).
Tabela 8: Concentração de Coprostanol em diversas regiões do mundo.
	Local
	Ano da Pesquisa
	Faixa de concentração (µg g-1)
	Referência

	Estuário Rio das Ostras
	2009
	0,2 - 7,6
	Este estudo

	Estuário Tamar, Reino Unido
	1985
	0,8 – 17
	Readman et. al. (1986)

	Estuário Capiberibe, Recife, Brasil
	1994
	0,5 - 7,3
	Fernandes et. al. (1999)

	Estuário Morlaix, França
	1987/88
	0,07- 30
	Quéméneur and Marty (1994)

	Baía de Guanabara
	1996
	0,3 – 40
	Carreira et. al. 2001

	Estuário Bilbao, Espanha
	1995/96
	2,2 – 293
	González-Oreja and Saiz-Salinas (1998)


Adaptado de Carreira et. al. 2001.

A área amostrada apresenta um histórico de contaminação por esgoto, devido ao rápido crescimento da população e a falta de estrutura urbana, como também uma contribuição grande de matéria orgânica proveniente das plantas, favorecendo a riqueza de bactérias. Outro fator influente na preservação dos esteróis é a granulometria mais fina, encontrada em nove dos dez pontos deste estudo, caracterizando um ambiente de baixa energia que favorece a preservação dos compostos. Segundo Campos et. al. (2012), mais de 90% do coprostanol está ligado à matéria particulada e apresenta uma alta capacidade de se ligar a sedimentos finos ricos em compostos orgânicos, e assim acabam por acumular maiores quantidades de coprostanol (WRITER et. al., 1995). Para McCaffrey (1990) o uso das concentrações de coprostanol isoladamente para indicar contaminação fecal apresenta pois este composto pode ser gerado a partir da hidrogenação bacteriana sobre o composto colesterol (TAYLOR et. al.,1981), fazendo com que locais onde não há contaminação fecal (locais pristinos) apresentem níveis de coprostanol (GRIMALD et. al., 1990). Sendo assim, para diminuir os erros de superestimação, muitos autores (CARREIRA et. al., 2001; JENG et. al., 2001; MUDGE et. al., 1999) utilizam as razões entre estanóis e esteróis.
Grimald et. al. (1990), sugeriram a utilização da razão coprostanol/(coprostanol+colestanol) como indicador qualitativo de contaminação fecal. Essa razão distingue a contribuição de esgoto urbano de processos naturais, pois utiliza o colestanol em sua fórmula, isômero esse que é mais estável, mais preservado. Através dessa razão pode-se inferir se há contaminação por esgoto, e se está ocorrendo a redução ”ïn situ” do colesterol. Entretanto, Carreira et. al. (2011) aponta essa razão como limitante, em ambientes tropicais, já que o colestanol pode ser produzido por processos diagênéticos “in situ” mais acelerados devidos as altas temperaturas. Assim, o grau de contaminação dos pontos para essa razão pode estar sendo subestimado por processos naturais. Segundo Ribeiro (2008), para ambientes como o utilizado no presente estudo, o índice para caracterizar uma área como contaminada, utilizando a razão supracitada, seria 0,5.
 Para esta razão, os pontos 2, 4, 5, 7, 8, 9 e 10 foram caracterizados como não contaminados. Os pontos 1 e 6 indicam influência fecal, que pode refletir uma maior contribuição de colestanol devido ao elevado aporte de descargas antropogênicas (Grimald, 1990). Somente o ponto 3 foi, através dessa razão, considerado contaminado (Tabela 9). Essa razão sugere a possibilidade de uma atividade bacteriana desenvolvida nesse ambiente para transformação da matéria orgânica. Provavelmente, essa matéria orgânica está sendo utilizada pelas bactérias assim que chegam ao ambiente, ou sendo perdida por lavagem como no caso da amostra 2.
Tabela 9: Critérios e parâmetros de avaliação da contaminação por esgoto utilizando razão de esteróis como indicadores de qualidade e quantidade de matéria orgânica de origem fecal.
	Parâmetros de Avaliação
	Critérios
	Referências
	Pontos vs Critérios

	(1) Coprostanol/

(Coprostanol+Colestanol)  

       (Qualitativo)
	0,00 – 0,30  
	Grimald et. al.1990; Ribeiro, 2008)
	Pontos 2, 4, 5, 7, 8, 9 e 10

	
	não contaminado
	
	

	
	0,30 – 0,50  Influência fecal
	
	Pontos 1 e 6

	
	> 0,50  contaminado
	
	3

	(2) Coprostanol/Colesterol

          (Quantitativo)
	> 0,2 contaminado
	Mudge & Seguel, 1999
	Todos os pontos


Outra razão utilizada para determinar a contribuição proveniente de esgoto, é a razão sugerida por Mudge & Seguel (1999), no qual o valor do coprostanol é normalizado pelo colesterol. Essa razão tem valor quantitativo, no qual valores superiores a 0,2 indicariam contaminação fecal. Para essa razão, todos os pontos desse estudo apresentaram-se contaminados (Anexo 3). Possivelmente, os valores encontrados é devido tanto ao elevado volume de despejo de esgoto, assim como ao histórico desse despejo, fazendo com que os valores encontrados para tal razão, apresentassem valores elevados se comparado com outras áreas. O ponto 3 de coleta,  obteve valor de 1,6 para a razão coprostanol/colesterol demonstrando que mesmo existindo uma eficiente transformação da matéria, a concentração recebida de esgoto é extremamente alta. Estudos realizados por Takada et. al. (1994), apontam que áreas com valores maiores que 1 são consideradas como extremamente contaminadas. Neste caso, se comparado os valores de esgoto bruto obtidos por Quéméneuer & Marty, (1994), para essa razão, sugere que esse ponto é extremamente afetado pela contribuição dos esgotos. Ainda para essa razão, Carreira et. al. (2009) encontraram valores menores na baía de Sepetiba, área esta que também recebe uma grande concentração de esgoto.
6.3. Avaliação dos dados por Análise de Componentes Principais (ACP)

Para avaliar os fatores e tentar inferir quais se relacionavam entre si, foi utilizado o método multivariado de análise de componentes principais. Segundo Salau et. al. (1997), essa análise é exploratória, e demonstra quantos componentes são necessários para explicar a variação em um grupo dados.
A variação dos dados realizados na ACP, (Figura 11) evidenciam que 56% da variação total dos dados são representados por dois fatores. Esse valor é expressivo, pois a análise englobou um número considerável de variáveis, tornando assim, os dados mais representativos. Os resultados dos fatores 1 e 2 dessa ACP estão expostos no plano bidimensional na Figura 11. 
O COrg se correlacionou inversamente com a salinidade nas análises de PCA. Abril et al. (2002) descrevem que para alguns estuários, as concentrações desse parâmetro apresentam uma maior variabilidade e diminuição das suas concentrações com o aumento da salinidade. Essa diminuição da matéria orgânica mais próximo do mar pode estar ligada diretamente ao aumento de salinidade mas sim ao distanciamento geográfico das fontes de matéria orgânica, fazendo com que estas cheguem ao mar já degradadas ou em acelerado estado de degradação. Sendo o COrg uma importante forma de fonte de carbono para os microorganismos, podemos inferir que mesmo que a salinidade não esteja alterando a riqueza diretamente, através do gradiente dessa salinidade, devido a disponibilização do COrg, a estrutura da comunidade bacteriana é alterada.

A correlação negativa apresentada entre o COrg e as razões de coprostanol, verificadas na ACP, pode estar sendo amortecidas devido à acelerada transformação do mesmo para outros esteróis. Para a relação colesterol/colestanol, indicadores de biodegradação nota-se uma correlação positiva com pontos onde existe uma riqueza bacteriana alta, com excessão do ponto 7 (comparativamente aos outros pontos). Entretanto esse ponto apresentou sua maior contribuição de matéria orgânica proveniente de plantas vasculares, ou seja, menos lábil.
Os dados da ACP indica que esse ecossistema é uma área heterogênea, e a comunidade bacteriana pode estar em completa alteração. Por isso, alguns fatores que influenciariam essas comunidades podem estar sendo suprimidos por outros efeitos que estejam causando um distúrbio muito maior e mais rápido nessa comunidade. 
7. CONSIDERAÇÕES FINAIS

De acordo com os resultados os fatores físico-químicos não demonstraram um padrão de interferência direta na riqueza bacteriana. Esses fatores podem estar realizando um maior impacto na abundância dos microrganismos, entretanto esses dados não foram analisados. Sendo assim, a hipótese de que a estrutura da comunidade bacteriana está sendo influênciada naturalmente pelo gradiente físico químico foi refutada, pois os experimentos não demonstraram um padrão linear dessa riqueza em relação as variáveis analisadas, com excessão da salinidade. 


Os dados de lipídeos indicam que a matéria orgânica presente no sedimento do manguezal de Rio das Ostras é de origem de plantas vasculares. Todavia, as concentrações encontradas de coprostanol, composto característico de contaminação fecal, oriundes de despejos de esgotos, Sendo assim, em decorrência das concentrações de coprostanol encontradas, os dados indicam que esse manguezal se encontra contaminado por esgoto. Em compensação, a razão estanol/esterol que analisa o processo de biotransformação desse material, indica que a atividade biólogica tem auxiliado a degradabilidade dessa matéria orgânica, e que em alguns pontos a atividade primária tem sido estimulada pelo aumento de nutrientes. Esse fato se deve a qualidade lábil dessa matéria orgânica, que é utilizada rapidamente pelos microganismos no processo de mineralização da matéria. Assim, locais com maiores concentrações de coprostanol, apresentaram uma correlação positiva com a riqueza de espécie. 


Assim, a caracterização molecular do perfil bacteriano e físico-química do manguezal do rio das Ostras auxiliará pesquisas futuras em monitoramento da contaminação por esgoto, em pesquisas biotecnólogicas na área de microbiologia devido a alta diversidade de bactérias existentes nesse ecossistema, além de auxiliar na conservação do manguezal.
A realização deste trabalho apresenta uma relevante importância, tanto para a comunidade científica, já que através deste estudo podemos constatar experimentalmente que o sedimento do manguezal do rio das Ostras encontra-se contaminado, mas também para as autoridades locais, já que moradores ao redor desse ecossistema fazem uso de peixes e crustáceos para sua alimentação, assim como a área para recreação. 
Además, a caracterização molecular e físico-química do manguezal do rio das Ostras auxiliará pesquisas futuras em monitoramento da contaminação por esgoto e em pesquisas biotecnólogicas na área de microbiologia devido a alta riqueza de bactérias existentes nesse ecossistema, além de auxiliar na conservação do manguezal.
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9. ANEXOS
Anexo 1 - Condições Cromatográficas de Análise e Identificação e Quantificação dos Lipídeos
 As condições cromatográficas de análise são descritas a seguir:

Hidrocarbonetos

	Condições Cromatográficas

	Pressão da coluna: 20,2 PSI

	Fluxo da coluna: 1,9 ml.min-1 

	Velocidade linear: 39,8 cm.s-1 

	Fluxo Total: 64,0 ml.min-1

	Temperatura inicial da coluna: 60 ºC

	Temperatura do injetor: 300 ºC

	 Temperatura Detector (FID): 320ºC

	Tipo de injeção: splitless


	Rampa de temperatura do forno

	Taxa

(ºC.min-1)
	Temperatura (ºC)
	Tempo

(min)

	----------
	60
	2

	6,0
	320
	10

	Tempo total de corrida
	55,33


Esteróis

	Condições Cromatográficas

	Pressão da coluna: 5,0 PSI

	Fluxo da coluna: 1,6 ml.min-1 

	Velocidade linear: 35,0 cm.s-1 

	Fluxo Total: 40,6 ml.min-1

	Temperatura inicial da coluna: 100 ºC

	Temperatura do injetor: 280 ºC

	 Temperatura Detector (FID): 300ºC

	Tipo de injeção: split 20:1


	Rampa de temperatura do forno

	Taxa

(ºC.min-1)
	Temperatura (ºC)
	Tempo

(min)

	----------
	100
	3

	10,0
	215
	---

	5,0
	250
	---

	2,0
	320
	---

	Tempo total de corrida
	56,50


Anexo 2 - Valores das razões indicativas de contaminação por esgoto (µg.g-1 ).

	Amostra
	Cop/(cop+colestanol)
	Cop/Colesterol

	1
	0,41
	0,69

	2
	0,26
	0,70

	3
	0,51
	1,60

	4
	0,27
	0,52

	5
	0,20
	0,45

	6
	0,38
	0,92

	7
	0,10
	0,21

	8
	0,19
	0,31

	9
	0,30
	0,47

	10
	0,27
	0,49


Anexo 3 - Análise de esteróis nos sedimentos do Manguezal de Rio das Ostras. 

	 
	µg g-1

	Ponto
	Coprostanol
	Colesterol
	Colestanol
	Colestanona
	Ergosterol
	Campesterol
	Estigmasterol
	β-Sitosterol
	Sitostanol
	Total Esterois

	1
	4,8
	6,9
	6,9
	3,1
	2,4
	4,9
	20,6
	34,8
	5,9
	90,3

	2
	0,9
	1,3
	2,6
	0,9
	1,1
	1,3
	11,3
	16,1
	3,4
	38,9

	3
	7,6
	4,8
	7,2
	2,3
	1,4
	3,3
	17,6
	32,7
	16,0
	93,0

	4
	1,7
	3,3
	4,6
	1,5
	1,4
	3,3
	12,1
	22,3
	12,2
	62,5

	5
	3,2
	7,0
	12,9
	4,0
	3,0
	7,4
	33,0
	81,7
	19,1
	171,3

	6
	4,9
	5,3
	8,0
	3,4
	2,1
	8,9
	44,0
	67,5
	5,8
	149,9

	7
	1,2
	5,5
	10,5
	5,1
	4,1
	7,5
	37,2
	86,5
	15,1
	172,7

	8
	1,6
	5,0
	6,9
	3,2
	0,2
	3,2
	17,9
	39,4
	10,8
	88,3

	9
	3,6
	7,7
	8,6
	2,8
	1,3
	7,4
	32,8
	72,2
	11,1
	147,5

	10
	3,1
	6,4
	8,3
	4,4
	1,2
	6,5
	25,8
	55,2
	13,4
	124,3


	
	COrg
	COR
	PR
	Sal
	NT
	S+A
	pH
	Cop
	Colesterol
	Colestanol
	Colestanona
	Ergosterol
	Campesterol
	Estigmasterol
	β-Sitosterol
	Sitostanol
	TE
	DsrAB
	16S

	Corg
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	COR
	0,600
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	PR
	-0,182
	0,128
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Sal
	-0,799
	-0,213
	0,355
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	NT
	0,673
	0,067
	-0,432
	-0,762
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	S+A
	-0,182
	0,122
	0,360
	0,196
	-0,249
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	pH
	-0,559
	-0,736
	-0,012
	0,349
	-0,334
	-0,220
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Cop
	0,024
	0,347
	0,726
	0,401
	-0,097
	0,238
	-0,171
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Colesterol
	-0,236
	-0,285
	0,681
	0,262
	-0,212
	0,626
	0,328
	0,505
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Colestanol
	-0,139
	-0,648
	0,231
	0,018
	0,200
	0,219
	0,462
	0,140
	0,745
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Colestanona
	0,006
	-0,462
	0,073
	-0,031
	-0,024
	0,088
	0,579
	-0,046
	0,535
	0,632
	1,000
	
	
	
	
	
	
	
	

	Ergosterol
	-0,176
	0,012
	-0,421
	0,346
	-0,079
	0,101
	0,195
	-0,006
	-0,061
	0,000
	-0,155
	1,000
	
	
	
	
	
	
	

	Campesterol
	0,287
	-0,073
	0,092
	-0,436
	0,555
	0,281
	0,116
	0,235
	0,512
	0,482
	0,291
	0,000
	1,000
	
	
	
	
	
	

	Estigmasterol
	0,006
	-0,370
	-0,164
	-0,116
	0,515
	-0,340
	0,456
	0,152
	0,164
	0,503
	0,134
	0,316
	0,610
	1,000
	
	
	
	
	

	β-Sitosterol
	0,273
	-0,491
	-0,109
	-0,500
	0,612
	-0,140
	0,365
	-0,097
	0,382
	0,758
	0,468
	-0,018
	0,713
	0,709
	1,000
	
	
	
	

	Sitostanol
	-0,091
	-0,236
	0,122
	0,091
	0,091
	0,456
	-0,353
	0,030
	0,285
	0,442
	0,036
	-0,116
	-0,146
	-0,273
	0,055
	1,000
	
	
	

	TE
	0,115
	-0,515
	-0,043
	-0,262
	0,479
	-0,018
	0,480
	0,067
	0,527
	0,818
	0,511
	0,188
	0,750
	0,782
	0,952
	0,030
	1,000
	
	

	DsrAB
	-0,079
	0,321
	0,468
	0,232
	-0,079
	-0,213
	-0,128
	0,626
	-0,018
	-0,297
	-0,584
	-0,018
	0,098
	0,261
	-0,164
	-0,394
	-0,103
	1,000
	

	16S
	-0,248
	-0,455
	-0,061
	-0,012
	0,176
	-0,274
	0,170
	-0,182
	-0,115
	0,188
	0,237
	-0,559
	-0,091
	0,115
	0,042
	0,176
	-0,055
	-0,212
	1,000


Anexo 4 - Correlação de Spearman realizada com as variáveis ambientais e biológicas dos 10 pontos amostrados no manguezal do rio das Ostras/RJ
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