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RESUMO

A regido estuarina da Lagoa dos Patos € um ecossistema onde
predomina a cadeia alimentar detritivora e onde as macrofitas séo os principais
produtores primarios, disponibilizando, na forma de detrito, matéria e energia
para os organismos aquaticos consumidores. No processo de formacdo de
detrito, os fungos tém grande participacdo. Entretanto, € escasso 0
conhecimento sobre a diversidade dos fungos nas regides de marisma e na
coluna de agua deste ecossistema estuarino. Com o objetivo de determinar a
diversidade de fungos e leveduras neste estudario e regido costeira adjacente,
foram analisadas amostras mensais de agua em trés estacdes distribuidas
entre 0 estuario da Lagoa dos Patos e a praia do Cassino, nos periodos de
marco de 2007 a junho de 2008 (periodo 1) e junho de 2009 a junho de 2010
(periodo 2). As relacbes entre as variaveis abidticas, como temperatura da
agua, salinidade, pH, transparéncia (disco de Secchi), material particulado em
suspensao (MPS) e os nutrientes inorganicos dissolvidos (fosfato, aménia,
nitrito e nitrato), também foram consideradas. Além disso, foi pesquisada a
colonizacdo de fungos durante a decomposicdo das macroéfitas Spartina
alterniflora, S densiflora e Scirpus maritimus, através da metodologia de ‘“litter-
bags”, que foram depositados em uma marisma no estuario da Lagoa dos
Patos, e retirados para andlises nos periodos de 7, 15, 30, 90 e 180 dias. As
concentragbes de carbono e nitrogénio do detrito nos ‘litter-bags” também
foram avaliadas. Os dois periodos de coleta de agua apresentaram diferencas
na diversidade fungica, sendo que no periodo de marco de 2007 a junho de
2008 a distribuicdo destes foi afetada, principalmente, pela salinidade e

concentracfes de amonia e fosfato e em junho de 2009 a junho de 2010, pela



guantidade de MPS, temperatura da &agua, salinidade, concentracfes de
nitrito+nitrato e fosfato e pH. Nos dois periodos (1 e 2) foram isolados os
géneros: Alternaria , (1), Aspergillus ,(1,2), Aureobasidium,(1), Bispora ,(1,2)
Botryoderma, (1,2), Botryotrichum ,(1), Cladosporium ,(1,2), Chrysosporium
,(1), Dictyosporium ,(2), Helminthosporium ,(1), Monosporium ,(1), Papilospora
,(1), Paecilomyces ,(2), Penicillium ,(1,2), Phialophora , (2), Rhizoctonia ,(2),
Scopulariopsis ,(2), Speiropsis ,(2), Syncephalastrum ,(2), Tilletiopsis ,(2),
Trichoderma ,(1,2), Trichophyton ,(1,2), Verticillium ,(2), além das leveduras
Candida parapsilosis (2), Cryptococcus albidus(2), Issatchenkia orientalis(2),
Rhodotorula mucilaginosa (2), Rhodotorula minuta (2) e Yarrowia lipolytica (2),
leveduras nao identificadas (1,2), e fungos ndo esporulados (1). A microalga
Prototheca (2), que tem caracteristicas de fungo, também foi identificada neste
estudo. A colonizacdo fungica em S. alterniflora (Sa), S. densiflora (Sd) e S.
maritimus (Sm) foi distinta ha composicédo dos géneros quanto com relagéo ao
periodo de aparecimento durante o experimento, tendo sido isolados os
géneros Acremonium ,(Sm), Amblyosporium ,(Sd), Botryoderma ,(Sa,Sd),
Bispora ,(Sm), Cercosporella ,(Sa,Sm), Fusarium ,(Sa,Sd), Gonatobotriys
,(Sm), Microsporum ,(Sa), Mucor ,(Sa,Sm), Penicillium ,(Sa,Sm), Rhizopus
,(Sm), Rhizoctonia ,(Sa,Sm), Rhynchosporium ,(Sm), Scedosporium ,(Sd),
Thallospora ,(Sd), Tilletiopsis ,(Sm) e Trichophyton , (Sd). A decomposicao de
S. densiflora e S. maritimus se processou de modo semelhante, restando cerca
de 64% do material inicial da planta ap6s 180 dias do experimento, engquanto
gue S. alterniflora apresentava apenas 35% da biomassa seca inicial neste
mesmo periodo. S. maritimus foi a espécie que apresentou maior diversidade

fungica na decomposicéao e isto pode estar relacionado a maior quantidade de



nitrogénio presente na biomassa desta planta. Além disto, 0 aumento constante
de nitrogénio no detrito de S. maritimus pode ter resultado da incorporacéo
deste nutriente pelos fungos que colonizaram o detrito ao longo do estudo.
ABSTRACT

The estuarine region of Patos Lagoon is an ecosystem dominated by the
detritus food chain and where macrophytes are the main primary producers,
furnishing matter and energy to aquatic consumers. In the process of detritus
formation, fungi play an important role. However, there is little knowledge about
the diversity of fungi in the salt marsh and in the water column of this estuarine
ecosystem. In order to determine the diversity of fungi and yeasts in the estuary
and adjacent coastal area, water samples were monthly collected and analyzed
in three stations distributed along the Patos Lagoon estuary and Cassino
Beach, from march 2007 to june 2008 (period 1) and from june 2009 to june
2010 (period 2). The relationship between the abiotic variables such as water
temperature, salinity, pH, transparency (Secchi disk), suspended particulate
matter (SPM) and dissolved inorganic nutrients (phosphate, ammonia, nitrite
and nitrate) and fungi was also considered. In addition, we also studied the
colonization of fungi during decomposition of macrophytes Spartina alterniflora,
Spartina. densiflora and Scirpus maritimus using litter bags, which were
deposited in a salt marsh in the Patos Lagoon estuary, and collected for
analysis on days 7, 15, 30, 90, 180. Concentrations of carbon and nitrogen of
the material in the litter bags were also analyzed. The two sampling periods of
water showed differences in fungal diversity, and from march 2007 to june
2008 the distribution of these organisms was mainly affected by salinity and

concentrations of ammonia and phosphate, whereas from june 2009 to june



2010 was mainly by water temperature, salinity, concentrations of nitrite, nitrate
and phosphate and pH. The following genera were isolated in these two periods
(1 and 2) Alternaria , (1), Aspergillus ,(1,2), Aureobasidium ,(1), Bispora ,(1,2)
Botryoderma,(1,2), Botryotrichum ,(1), Cladosporium ,(1,2), Chrysosporum ,(1),
Dictyosporium ,(2), Helminthosporium ,(1), Monosporium ,(1), Papilospora ,(1),
Paecilomyces ,(2), Penicillium ,(1,2), Phialophora , (2), Rhizoctonia ,(2),
Scopulariopsis ,(2), Speiropsis ,(2), Syncephalastrum ,(2), Tilletiopsis ,(2),
Trichoderma ,(1,2), Trichophyton ,(1,2), Verticillium ,(2), in addition of the yeast
Candida parapsilosis (2), Cryptococcus albidus (2), Issatchenkia orientalis (2),
Rhodotorula mucilaginosa (2), Rhodotorula minuta (2) e Yarrowia lipolytica (2),
unidentified yeast (1,2), and non-sporulated fungi (1). The microalgae
Prototheca (2), which has characteristics of fungus, was also identified in this
study. The fungal colonization in S.alterniflora (Sa), S.densiflora (Sd) and
S.maritimus (Sm) differed in both genus composition and time of appearance
during the experiment, has beenthe following genera:  Acremonium ,(Sm),
Amblyosporium ,(Sd), Botryoderma ,(Sa,Sd), Bispora ,(Sm), Cercosporella
,(Sa,Sm), Fusarium ,(Sa,Sd), Gonatobotriys ,(Sm), Microsporum ,(Sa), Mucor
,(Sa,Sm), Penicillium ,(Sa,Sm), Rhizhopus ,(Sm), Rhizoctonia ,(Sa,Sm),
Rhynchosporium ,(Sm), Scedosporium ,(Sd), Thallospora ,(Sd), Tilletiopsis
,(Sm) e Trichophyton , (Sd). Moreover, several genus showed specificity for the
plant species. The decomposition of S. densiflora and S maritimus was
processed in a similar way during the 180 days of the experiment, presenting
ca. 65% of initial biomass after thu period. Highest decomposition rates were
observed for S. alterniflora, with 35% of initial biomass left after 180 days.

S.maritimus was the species with the highest fungal diversity and this can be



related to the higher amount of nitrogen present in the biomass of this plant.
However, the steady increase of N in detritus of this plant may have resulted

from the incorporation of this nutrient by fungi that colonized the detritus.

INTRODUCAO GERAL

Os fungos sdo seres eucariontes heterotrofos; unicelulares ou
multicelulares; microscépicos ou macroscépicos; com reproducdo assexuada
ou sexuada, resultando, neste Ultimo caso, na formacéo de esporos. Os fungos
possuem parede celular constituida por quitina e p-glucano. Estes organismos
se alimentam por absorcéo e apresentam glicogénio ou lipideos como material
de reserva energética (Kirk et al. 2001).

A sistematica dos fungos € bastante complexa e ndo completamente
esclarecida. O reino Fungi inclui quatro filos: Chytridiomycota, Ascomycota,
Zygomicota e Basidiomycota.

O filo Ascomycota tem sido relatado como predominante em ambientes
aquaticos (Shearer et al. 2007), marinhos (Shearer et al. 2007, Jones et al.
2009, Hyde et al. (2000) e com muita matéria organica em decomposicao
(Nikolcheva & Barlocher , 2004, Pearman et al. 2010).

Os fungos podem também ser caracterizados como filamentosos e
unicelulares, ou leveduras. Fungos filamentosos apresentam o talo formado por
hifas que, em conjunto, formam o micélio. A reproducdo assexuada destes
organismos se da por fragmentacdo, ou pela producdo de esporos, que sao
dispersos pelo vento e pela agua (Alexoupoulos et al. 1996). Fungos
unicelulares, que apresentam reproducdo assexuada por brotamento e

sexuada por fusdo de gametangios sdo denominados leveduras. Estes



organismos também podem apresentar a formacéo de pseudomicélio (Sidrim &
Moreira,1999, Alexoupoulos et al.1996).

Ha grande diferenca entre os fungos verdadeiramente aquaticos e 0s
gque podem ser encontrados em ambiente aquético. Os fungos
verdadeiramente aquéticos dependem da agua para reproducdo, e possuem
adaptacbes morfoldégicas especiais que lhes permitem a vida na &gua
(Sparrow, 1968, Dick, 1970). Fazem parte deste grupo os fungos zoosporicos,
os hifomicetos aquéaticos e as leveduras aquaticas (Dix & Webster, 1995).

Por outro lado, fungos de origem terrestre, denominados geofungos,
podem ser carreados para o ambiente aquatico por meio de ventos, lixiviacao,
adesao a substratos organicos aloctones, entre outros. Estes se estabelecem,
com bastante frequéncia, em substratos organicos submersos, ou utilizam a
agua como veiculo de transporte para suas unidades de dispersao (Sparrow,
1968, Dick, 1970). Fungos terrestres encontrados em ambientes aquaticos sao
denominados de fungos imigrantes e 0os que podem alternar periodicamente
diferentes fases do ciclo de vida entre os ambientes aquéatico e terrestre de
migrantes. Enquanto os chamados versateis, sdo geofungos que conseguem
sobreviver nestes ambientes e que utilizam a agua como meio de transporte
para disperséo, podendo fixar-se e decompor substratos organicos submersos.
Os geofungos ndo adaptados ao ambiente aquatico e que tem uma diminui¢cao
de sua atividade metabdlica apds submersédo, sdo chamados transientes (Park
1972, Dick 1976, Dix & Webster 1995).

As leveduras aquaticas tém elevada producdo de enzimas e sao
capazes de degradar varios tipos de substratos (Alexopoulos et al.1996).

Algumas representantes deste grupo sdo sensiveis as variacbes ambientais



causadas pela presenca de poluentes, mas também existem leveduras mais
resistentes, assemelhando-se a alguns fungos terrestres (Schoenlein-Crusius &
Milanez 1996).

Os fungos marinhos formam um grupo ecoldgico e ndo um grupo
taxonbmico (Hyde et al. 2000). Fungos marinhos obrigatérios crescem e
esporulam exclusivamente em 4gua do mar, e 0s esporos sdo capazes de
germinar neste ambiente. Por outro lado, os fungos marinhos facultativos, s&o
provenientes de ambientes limnicos, ou do meio terrestre, e que possuem
adaptacOes fisioldgicas, 0 que permite que eles cresgcam e possivelmente
também esporulem no meio marinho (Kohimeyer & Kohlmeyer, 1979).

De maneira geral, a comunidade de fungos encontrados na agua €
composta, predominantemente, de fungos zoosporicos, hifomicetos aquaticos
(principalmente em substratos submersos), alguns representantes de
basidiomicetos (geralmente fases de reproducdo sexuada), ascomicetos
(incluindo fases de reproducdo sexuada) e quantidades variadas de fungos de
origem terrestre e leveduras (Sparrow, 1968, Dick, 1970).

Os fungos séo ubiquos e altamente diversos. O numero total de
espécies estimadas varia entre 0,7-1,5 milhdes, das quais apenas 120.000
espécies ja estdo descritas (Hawksworth, 2001, Schmit & Mueller, 2007). Ao
longo do tempo estes organismos desenvolveram diversas formas de vida que
possibilitam a eles habitar ecossistemas terrestres e aquaticos, incluindo as
mais extremas condi¢cdes ambientais, tais como zonas polares (Hawksworth &
Mueller, 2005), fontes hidrotermais (Lépez-Garcia et al. 2006, Burgaud. et al.
2009, Le Calvez et al. 2009), além de ecossistemas anoéxicos e hipersalinos

(Alexander et al. 2009).



A importancia dos fungos para o funcionamento dos ecossistemas é
amplamente conhecida, uma vez que estes sdo decompositores de matéria
organica e possuem grande capacidade de degradacao de residuos (Kjaller &
Struwe 1992, Moore-Landecher 1996). A capacidade de sintetizar enzimas faz
dos fungos participantes ativos na decomposicdo da matéria organica e na
ciclagem de nutrientes sendo, por isso, importantes para a cadeia alimentar
detritivora (Christensen, 1989). Os fungos sdo organismos com maior atividade
saprobia em ambientes terrestres e aquaticos e sdo fundamentais na ciclagem
de elementos essenciais, mineralizacdo, acumulacdo de materiais toxicos e
desintoxicacdo ambiental (Barlocher & Kendrick 1974, Christensen 1989).

Nos ecossistemas aquaticos, os fungos sdo também importantes em
outros processos ecoldgicos como, por exemplo, o controle de comunidades
microbianas (“top-down”) e pelo parasitismo, principalmente de fitoplancton, e
nutricdo de zooplancton, que podem alimentar-se das formas de vida livre
destes organismos (Jobard et al. 2010a, Rasconi et al. 2011, Sime-Ngando et
al. 2011).

Os fungos marinhos s&o comumente encontrados durante a
decomposicdo e formacdo de detritos de plantas em aguas costeiras
(Kohimeyer e Kohimeyer 1979; Newell, 1996; Hyde et al, 2000;. Raghukumar,
2004, Sridhar, 2005), mas também sdo encontrados em conchas calcéarias
(Raghukumar et al. 1992), algas (Raghukumar, 2006) e corais (Golubic et al.
2005). Também tém sido isolados de sedimentos no fundo do mar (Damare et
al. 2006), até mesmo de sedimentos marinhos anéxicos (Stoeck et al. 2003).

Cerca de 500 espécies de fungos j4 foram descritas em habitats

marinhos (Kis-Papo, 2005), com uma grande maioria das leveduras



pertencentes ao filo Ascomycota (por exemplo, Candida, Debaryomyces,
Kluyveromyces, Pichia, e Saccharomyces), que sdo comuns em aguas rasas,
enquanto os fungos que pertencem ao filo Basidiomycota s&o mais comuns em
aguas profundas (Munn, 2004). A distribuicdo de fungos marinhos &
influenciada por vérios fatores, como temperatura da agua (Hughes, 1974)
salinidade (Booth& Kenkel 1986) e disponibilidade de substrato (Jones, 2000).

No Brasil, os trabalhos de diversidade de fungos e leveduras em
ambientes aquaticos ainda sdo escassos. A respeito de leveduras em ambiente
de agua doce, Medeiros et al. (2008) conduziram um trabalho na regido
Sudeste para verificar a diversidade e susceptibilidade a antifiungicos de
leveduras de ambientes tropicais. Estes autores isolaram 134 espécies de
leveduras da agua e do sedimento. O género Candida foi 0 que apresentou o
maior niumero de espécies, com a presenca de patdgenos oportunistas, como
Candida krusei, C. tropicalis, C. guilliermondii e C. parapsilosis.

Quanto aos fungos filamentosos, a maioria dos estudos conduzidos em
ambientes de agua doce no Brasil referem-se a colonizacdo destes organismos
em substratos vegetais (principalmente folhas) submersos, observando-se a
presenca de geofungos e fungos zoospéricos (Schoenlein-Crusius & Milanez
1989, 1998, Schoenlein-Crusius et al. 1990, 1992, Pires-Zottarelli et al. 1993,
Moreira, 2006).

Os estudos mais recentes sobre os fungos em ambientes marinhos no
Brasil foram, na sua maioria, conduzidos em praias turisticas e tiveram como
objetivo a avaliacdo sanitaria destes locais. Por exemplo, Gomes et al. (2008)
isolaram e identificaram fungos filamentosos da areia e da agua das praias de

Casa Caiada e Bairro Novo, principais praias de Olinda, Pernambuco. Neste



estudo foram isoladas e identificadas 57 espécies de fungos, correspondentes
a 20 géneros. Aspergillus e Penicillium , dominaram tanto no solo quanto na
agua, com um total de 11 e 19 espécies, respectivamente. Loureiro et al.
(2005) isolaram e identificaram leveduras nestas mesmas praias, onde
espécies do género Candida (Candida catenulata, C. fenica, C. sake) e
Rhodotorula mucilaginosa foram as espécies mais comumente encontradas. E
Oliveira et al. (2011) estudaram fungos filamentosos de amostras de agua e
solo da praia de Candeias, Pernambuco, obtendo 57 espécies de fungos
filamentosos correspondentes a 19 géneros fungicos. Aspergillus e Penicillium
foram os mais abundantes. Estes autores apresentaram duas novas
ocorréncias de fungos para a Ameérica Latina no Nordeste brasileiro, que sao
Penicillium diversum e Varicosporium elodeae.

A regigo estuarina da Lagoa dos Patos, RS, com uma area de 971 km?,
apresenta elevadas taxas de produtividade primaria e uma consideravel
diversidade biolégica (Seeliger et al. 1998). Esta regido serve como area de
reproducdo e bercario para muitas espécies marinhas, que encontram neste
ambiente protecéo e disponibilidade de alimentos. Neste ecossistema a maior
parte da matéria e energia fixada pelos produtores primarios € canalizada para
niveis troficos superiores através da cadeia alimentar detritivora, onde a
biomassa de plantas superiores € decomposta por microrganismos (Seeliger et
al. 1998).

Os fungos desempenham um papel chave na decomposicdo e
transformacdo bioquimica das macrofitas, atuando de duas maneiras: A
primeira seria a acdo de suas enzimas degradativas, pois grande parte do

material é altamente resistente ao ataque microbiano (Hodson et al. 1983). Em



segundo lugar, os fungos podem desempenhar um papel importante na
imobilizacdo de nitrogénio, através da conversdo de nitrogénio inorganico em
biomassa fungica, resultando assim numa diminuicdo da proporcdo CN do
detrito e na melhoria de sua qualidade nutricional (Fell & Newell, 1981). Além
disso, a presenca dos fungos na producado detritica pode tornar o detrito mais
palatavel aos organismos detritivoros (Rietsma et al. 1988).

A despeito da potencial importancia dos fungos na cadeia detritivora de
ambientes com alta produtividade primaria, ndo foram realizados estudos sobre
a ecologia destes organismos no estuario da Lagoa dos Patos e regido costeira
adjacente. Nestes ambientes sédo escassas as informacdes sobre a abundancia
e diversidade de fungos e leveduras. Existe apenas o trabalho de Mendoza et
al. (no prelo), que teve como objetivo o isolamento de géneros patogénicos.
Com relacao aos fungos presentes na regido de marisma do estuario da Lagoa
dos Patos, temos apenas o estudo de Hickenbick et al. (2004) que observaram
durante a decomposicao de trés espécies de macréfitas aquaticas na regiao
estuarina da Lagoa dos Patos, uma grande quantidade de esporos de fungos
nao identificados nas amostras analisadas.

A presente Tese, estruturada em trés capitulos, pretende contribuir para
0 conhecimento sobre identificacdo de fungos e leveduras na agua do estuario
da Lagoa dos Patos e regido costeira adjacente, e o papel destes organismos
fungos no processo de decomposicdo das macréfitas emergentes de
marismas, Spartina alterniflora, Spartina densiflora e Scirpus maritimus deste
estuario.

No capitulo I, “Fungos no estuario da Lagoa dos Patos e Praia do

Cassino, Rio Grande, RS”, Brasil, foi avaliada a variabilidade espacial e



temporal de fungos nas aguas da regido estuarina da Lagoa dos Patos e Praia
do Cassino, com amostras de agua que foram coletadas mensalmente em trés
estacdes distribuidas entre o estuario da Lagoa dos Patos e a regido costeira
adjacente, no periodo de Marco de 2007 a Junho de 2008.

No capitulo Il, “Variagdo espacial e temporal de fungos e leveduras no
estuario da Lagoa dos Patos e Praia do Cassino, Rio Grande, RS, Brasil’,
conduzido no periodo de Junho de 2009 a Junho de 2010, foi dada
continuidade as andlises do capitulo I, com adicdo da variavel abiética material
particulado em suspensédo (MPS) e identificacdo das leveduras isoladas em
nivel de espécie através do sistema automatizado Vitek I1°.

No capitulo Ill, “Colonizacdo de fungos durante a decomposicao de trés
espécies de macroéfitas em um marisma do estuario da Lagoa dos Patos, Rio
Grande, RS, Brasil”, foi avaliada a colonizacdo fungica e concentracdo de
carbono e nitrogénio durante a decomposicao de S. alterniflora, S densiflora e
S. maritimus, através de ‘litter-bags” que foram depositados em uma marisma
no estuario da Lagoa dos Patos, e retirados para analises nos periodos de 7,

15, 30, 90, 180 dias apds o inicio do experimento

OBJETIVOS E HIPOTESES DE TRABALHO
Hipoteses
1) Os grupos dominantes no estuario da Lagoa dos Patos e regido costeira
adjacente sao os Ascomicetos.,
2) A distribuicdo fungica da regido apresenta uma marcada variacao
espacial em funcdo das condicdbes ambientais (principalmente

salinidade) no estuéario da Lagoa dos Patos e praia do Cassino;



3) Na colonizacdo fangica durante o processo de decomposi¢cao de
macrofitas no estuario da Lagoa dos Patos destacam-se fungos
Ascomycota e Basidiomycota e com influéncia da composi¢cao quimica

das plantas estudadas.

Objetivo Geral

Avaliar a variacao espacial e temporal de fungos e leveduras na agua da
regido estuarina da Lagoa dos Patos e Praia do Cassino e a colonizacao
destes microrganismos durante o processo de decomposicdo de macréfitas

aquaticas na regiao estuarina.

Objetivos Especificos

1) Identificar as principais espécies de fungos e leveduras, através de amostras
de agua coletadas no estuario da Lagoa dos Patos e Praia do Cassino.

2) Caracterizar, experimentalmente, a colonizacdo de fungos na decomposicao

de macrdfitas aquaticas na regido estuarina da Lagoa dos Patos;
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CAPITULO |
FUNGOS NO ESTUARIO DA LAGOA DOS PATOS E PRAIA DO CASSINO, RIO
GRANDE-RS, BRASIL*.

* Trabalho submetido para publicagcdo na Revista Atlantica

RESUMO

O presente trabalho avaliou a variabilidade espacial e temporal fungos
nas aguas da regido estuarina da Lagoa dos Patos e Praia do Cassino.
Amostras de agua foram coletadas mensalmente em trés estagfes distribuidas
entre o estuario da Lagoa dos Patos e a regido costeira adjacente. A presenca
dos fungos e leveduras foi avaliada por cultivos de amostras de agua em meio
de cultura agar Sabouraud com cloranfenicol. Variaveis ambientais como
temperatura da agua, salinidade, pH, transparéncia (Disco de Secchi) e
nutrientes inorganicos dissolvidos (fosfato, amdnia, nitrito e nitrato) também
foram analisads. Os géneros Aspergillus Penicillium , e os agrupamentos de
fungos ndo esporulados e leveduras foram os mais freqientes durante o
estudo. O local que mostrou maior niamero de isolados foi Museu, enquanto
gue a Praia e Barra apresentaram-se similares. A maior frequéncia dos
géneros Penicillium , e Aspergillus , e fungos ndo esporulados foi no local
Museu, em abril, maio e setembro de 2007, respectivamente. Leveduras foi o
principal grupo isolado na Praia, com o maior nimero de isolados verificado em
junho de 2007. A distribuicdo dos fungos foi afetada principalmente pela
salinidade e concentracdes de aménia e fosfato.

Palavras-chave: fungos, leveduras, estuario da Lagoa dos Patos



INTRODUCAO

Os fungos séo seres eucaridticos, micro ou macroscépicos, unicelulares
ou filamentosos, com parede celular composta de quitina e que se reproduzem
de forma assexuada e/ou sexuada, estando presentes nos ambientes terrestre
e aquatico. Classificam-se como seres heterotréficos, com nutricdo absortiva
saprofagica (Alexoupoulos et al. 1996).

Os fungos presentes na agua tém distribuicdo ubiqua, mas diferenciada
guanto a distribuicdo geogréfica e os substratos onde sdo encontrados (Jones,
1997; Gareth et al. 2006). Entretanto, had grande diferenca entre os fungos
verdadeiramente aquaticos e os que podem ser encontrados neste ambiente.
Os fungos verdadeiramente aquaticos dependem da agua para reproducéo e
possuem adaptacbes morfologicas especiais, tais como flagelos, que lhes
permitem a vida neste ambiente (Sparrow 1968, Dick 1970).

Por outro lado, fungos de origem terrestre, denominados geofungos,
podem ser carreados para o ambiente aquatico por meio de ventos, lixiviacao,
adesao a substratos organicos aloctones, entre outros. Estes se estabelecem,
com bastante frequéncia, em substratos organicos submersos, ou utilizam a
agua como veiculo de transporte para suas unidades de dispersao (Sparrow

1968, Dick 1970).

Os fungos tém um papel fundamental na manutencéo dos ecossistemas,
considerando-se sua atividade de decomposicdo da matéria organica e
reciclagem de nutrientes. Estes organismos sao importantes também na
melhoria da qualidade nutricional de substratos organicos consumidos por
organismos detritivoros. Alguns fungos tém a capacidade de remover ou

degradar poluentes organicos e inorganicos, agindo como depuradores da



agua (Schoenlein-Crusius et al. 2004). Desta forma, estudos associados a
identificagdo de fungos representam ndo s6 um maior conhecimento da
biodiversidade, como se caracterizam como uma alternativa para obtencao de
bioprodutos e processos biotecnoldgicos (Vasconcelos et al. 2003).

Na América do Sul é escassa a informacdo que se tem a respeito de
diversidade de fungos aquéticos, especialmente em ambientes marinhos. Com
relagcdo a ambientes costeiros no Brasil, existem poucos estudos que relatam a
ocorréncia de fungos (Silva et al. 2003, Gomes et al. 2008) e leveduras (Faraco
& Faraco,1960, Queiroz, 1972, Loureiro et al. 2005) nestes ambientes.

A regido estuarina da Lagoa dos Patos, RS, com uma area de 971 km?,
apresenta elevadas taxas de produtividade primaria e uma consideravel
diversidade biolégica (Seeliger et al. 1998). Esta regido serve como area de
reproducdo e bercario para muitas espécies marinhas, que encontram neste
ambiente protecdo e disponibilidade de alimentos. Neste ecossistema
predomina a cadeia alimentar detritivora, onde a biomassa de plantas
superiores € decomposta por microrganismos, tornando a matéria e energia
das plantas disponivel a organismos aquaticos consumidores de detritos
(Seeliger et al. 1998). Em alguns estudos realizados sobre a ecologia de
bactérias e protozoarios nesta regido. Abreu et al. (1992), revelaram que a
dindmica da comunidade bacteriana é determinada por fatores bioldgicos,
como a producdo primaria do fitoplancton e a herbivoria exercida por
protozoarios. Brepohl et al. (1996) acompanharam a variacdo de biomassa de
microrganismos (bactérias, flagelados e ciliados) durante o processo de
degradacéo de folhas de Scirpus maritimus, medindo a influéncia da matéria

organica dissolvida liberada sobre a comunidade de bactérias livres e aderidas



a particulas. Entretanto, a Unica informacdo sobre fungos presentes na agua
desta regido esta reportada em Hickenbick et al. (2004), que observaram uma
grande quantidade de esporos de fungo durante o estudo da decomposicao de
trés espécies de macrofitas aquéticas na regido estuarina da Lagoa dos Patos.

Apesar do grande potencial biotecnolégico, e da evidente importancia
ecoldgica de fungos e leveduras no processo de decomposi¢cdo em ambientes
aguaticos, pouco se sabe a respeito da diversidade e acdo destes
microrganismos no Brasil, e em especial no estuario da Lagoa dos Patos.
Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar a composicdo e
variabilidade espacial e temporal da comunidade de fungos e leveduras no
estuario da Lagoa dos Patos e regido costeira adjacente (Praia do Cassino) e

identificar os possiveis fatores controladores de sua variabilidade.

MATERIAL E METODOS
Local do estudo

Foram escolhidas 2 (duas) estacfes de coleta no estuario da Lagoa
dos Patos (molhes da Barra e Yacht Clube-Museu de Rio Grande) e 1 (uma)
estacdo na Praia do Cassino (Figura 1). Nestas estacdes foram realizadas
coletas mensais no periodo de marco de 2007 a junho de 2008, excetuando 0s
meses de julho e agosto de 2007 e fevereiro e marco de 2008, nos quais as
coletas para identificacdo de fungos ndo foram efetuadas. Em cada ponto
foram coletadas trés amostras de 500 ml de agua, sendo utilizados frascos de
vidro esterilizados com boca larga (5 cm de diametro) e tampa, modelo

Wheaton. Cada frasco foi submergido rapidamente com a boca para baixo, 30



cm abaixo da superficie. Os locais e as coleta acompanharam o PELD
(Programa Ecolégico de Longa Duracao)

Os dados abidticos como temperatura da agua, temperatura do ar
(termGmetro Incoterm -1°C — 100°C), salinidade (Hand Refractometer ATAGO
SO MILL/-E salinity 0 ~ 100), pH (Phmetro DIGIMED DMPH-3) e transparéncia
da agua (Disco de Secchi) registrados no momento de cada coleta e as
analises das concentracdes dos nutrientes fosfato, nitrato+nitrito (Strickland &
Parsons,1972) e amonia (UNESCO, 1983), foram gentilmente cedidos pelo

PELD (Programa Ecoldgico de Longa Duracao).
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Figura 1. Localizacdo dos locais de amostragem: Museu, Barra e Praia

Isolamento de Fungos e Leveduras das amostras
Apébs a coleta foi realizada centrifugacdo da amostra de agua (500 mL),
separadas em aliquotas de 50 ml, a 4500 rpm por 10 minutos, para a

concentracdo do material em suspensdo. Posteriormente, o material



concentrado foi diluido em PBS (Phosphate Buffer Solution) pH 7,2, nas
proporcdes de 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 (Busta et al. 1984).

O cultivo dos fungos foi realizado utilizando-se 1 mL da 4gua da amostra
de &gua diluida nas propor¢cdes acima em 90 ml de PBS (Phosphate Buffer
Solution) pH 7,2, com diluicdes seriadas (decimais) até 10™, empregando-se o
mesmo diluente. Aliquotas de 10 ul de cada diluicdo foram espalhadas na
superficie de placas contendo meio agar Sabouraud acrescido de Cloranfenicol
(Acumedia), e colocados em estufa bacteriol6gica a 25°C (Busta et al. 1984).
Esta operacao foi repetida em duplicata para cada diluicdo. Os cultivos foram
observados diariamente por até 07 (sete) dias.

A identificag&do dos fungos filamentosos em nivel de género, foi baseada
nas caracteristicas de macro e de micromorfologia dos fungos que crescerem
nos meios. Além destas caracteristicas, foram também observados, a
velocidade de crescimento (tempo da semeadura até visualizac&o inicial da
col6nia), aspecto superficial do micélio e pigmentacdo do verso e reverso dos
cultivos (Alexopoulos et al. 1996, Barnett & Hunter,1998, Putzke & Putzke,
2002). As caracteristicas micromorfologicas foram observadas utilizando-se a
Técnica de Microcultivo (Ridel, 1950).

As leveduras foram identificadas pela sua forma estrutural, ndo sendo

classificadas em género.

Anédlise Estatistica
Foi feita a comparacdo das médias de todas as variaveis bidticas e
abioticas entre dois periodos(abril ,maio e junho de 2007 e abril, maio e junho

de 2008), utilizando o teste t. Para testar a associacdo entre 0 numero de



géneros e numero de isolados por géneros e variaveis abidticas durante todo o
periodo aplicamos um modelo de regressao multipla Stepwise forward. Foram
observadas as premissas do modelo de homogeneidade de variancia e

normalidade dos residuos (Zar, 1996, Hammer et al. 2001).

RESULTADOS

A temperatura da agua foi semelhante nas trés estacfes de coleta e
mostrou um padrdo sazonal , com valores menores (5 °© C) em julho de 2007 e
0 mais alto (25 ° C) em janeiro de 2008 (Figura 2A).

A salinidade variou de acordo com a localizacdo geogréafica de cada
local de amostragem. As maiores diferencas durante o periodo experimental
foram encontradas entre os locais de coleta Barra e Museu, onde a salinidade
variou de 0 a 33. Os maiores valores foram medidos no Outono de 2007 e
Verdo 2008. Na estacdo da Praia a salinidade variou de 20 a 33, nao

mostrando grande variabilidade (Figura 2B).
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Figura 2. Variacbes de temperatura da agua (A) e salinidade (B) durante o

periodo experimental.

Os niveis de pH mantiveram-se estaveis ao longo do estudo, com uma

ligeira variacdo em cada local de amostragem (7,0-8,2) (Figura 3A).

Os menores valores de profundidade do disco de Secchi foram

observados no local Praia, onde o maior valor foi de 60 cm em abril de 2008.

Os locais Barra e Museu apresentaram variacdes semelhantes de valores de

penetracdo de luz. O maior valor para a Barra foi em marco de 2007 (200 cm) e

o menor (5 cm) em outubro de 2007. O local Museu teve maior valor em



fevereiro e margo de 2008 ( 200cm), e menor em janeiro e abril de 2008 (5 cm)

(Figura 3B).
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Figura 3. Variacdes de pH (A) e Secchi (B) durante o periodo experimental.

As concentracfes de amodnia foram semelhantes nos trés

locais de

amostragem, com maior valor (65 puM) medido em outubro de 2007 no local

Barra (Figura 4A). As concentracdes de nitrito+nitrato foram baixas no local

Praia, exceto para a amostra de setembro de 2007, que atingiu 15 uM. A Barra



apresentou altos niveis de nitrito+nitrato entre agosto e dezembro de 2007. No
local Museu a concentracdo mais elevada destes nutrientes (40 uM) foi
também medida em Dezembro de 2007 (Figura 4B).

As concentracOes de fosfato apresentaram padrdes diferentes para cada
local. No local Praia o fosfato variou entre 0,75 e 2,0 yM, com maximo em
outubro de 2007. O local Barra também mostrou variacdes elevadas, com
valores entre 0,75 e 3,5 uM. As concentragdes deste nutriente no local Museu

variaram de 0 a 3,3 uM. (Figura 4C).
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Figura 4. Variagcbes nas concentracdes de amonia (A), nitrito+nitrato (B) e

fosfato (C) durante o periodo experimental.

Em todas as estacdes foram encontrados os seguintes géneros de
fungos filamentosos filos Ascomycota, Basidiomycota, Zigomycota e fungos
nao esporulados : Alternaria , Aspergillus , Aureobasidium , Bispora |,
Botryoderma Botryotrichum , Cladosporium , Chrysosporum
Helminthosporium , Monosporium , Papilospora , Penicillium , Trichoderma ,
Trichophyton , leveduras, actinomicetos e fungos nao esporulados. Os géneros

mais frequentes foram Aspergillus e Penicillium (Tabela 1).



Tabela 1. Géneros de fungos isolados nos diferentes locais (Praia, Barra e

Museu) e periodos de amostragem —(Margo de 2007 a Junho de 2008).

Ascomycota Basidiomycota|Zigomycotd

Locais

meses
Allernaria
Aspergiffus
Aureobasidium
Bispora
Helminthosporium
Nonosporium
Penicititim
Trichoderma
Trichophyton
Papirtospora
Fungos n. esporul.
Leveduras

Nricor

= |Botrvoderma

= |Bothvolrichum
= |Cladosporium
= |Chrysosporum

Mar
Abr
Mai
Jun X
Set X
Out X
Naov

Dez

Jan b b
Abr X X
Mai

Jun

A
E A A ]
A A A

Praia

Mar ® ®
Abr X X
Mai X X
Jun X

Set X X
Out b
MNav b X b
Dez X X
Jan X
Abr X
Mai
Jun

ox M o=

Barra
=

Mar
Abr x X X
Mai XX
Jun
Set b

EeS
ES
ES
E - A B

S
E
EE A A R

huseu
=

Nov X
Dez
Jan

=

Mai
Jun ¥ X ¥ ¥




A maior frequéncia do género Aspergillus foi no local Museu, em maio
de 2007, embora esse organismo tenha sido isolado neste local durante quase
todo o periodo de estudo. Leveduras foram encontradas em 08 amostras neste
local de coleta e tiveram a maior frequéncia em amostras em abril, maio e
junho de 2007. Fungos nado-esporulados foram encontrados em 07 amostras
com valores bastante uniformes. O género Penicillium foi encontrado em 04
amostras, com maior frequéncia em Abril de 2007 (Tabela 1).

O maior numero de isolados foi encontrado no local Museu (85
isolados). Os locais Barra e Praia tiveram quantidades de isolados similares, 35

e 39, respectivamente (Figuras 5A, 5B e 5C).
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Figura 5. Numero de isolados de fungos filamentosos (barras pretas) e
leveduras (barras cinzas) na Praia (A), Barra (B) e Museu (C) durante o periodo

experimental.

Neste estudo, alguns géneros de fungos foram caracteristicos de um
Unico ponto de amostragem. Por exemplo, os isolados de Botryotrichum ,
Cladosporium , , Papulospora , e Crysosporium , s6 foram encontradas na
estacdo de amostragem Praia. O Museu foi a unico local de onde Trichoderma
Helminthosporium , Trichophyton e Botryoderma , foram isolados, enquanto
qgque o local Barra foi a unico local de amostragem com isolados de Mucor
(Tabela 1).

Entre os grupos isolados de fungos, as leveduras foram encontradas em
07 das 11 amostras no local Barra. A maior ocorréncia foi verificada em
amostras de marco e maio de 2007, embora mostrasse distribuicdo bastante
uniforme durante todo o periodo experimental. Nesta mesma estac&do, grupos
de fungos néao-esporulados foram encontrados em 07 amostras, mostrando
elevada ocorréncia em maio, outubro e dezembro de 2007 e junho de 2008.
Aspergillus foi encontrado em 04 amostras, sendo mais frequente em marcgo
de 2007.

As leveduras estdo entre os principais grupos isolados de fungos no
local Praia. Elas foram encontrados em seis de nove amostras, com a maior
abundancia verificada em junho de 2007 (Figura 5A). Neste local, fungos nao-

esporulados foram encontrados nas amostras de maio a novembro, mostrando



a ocorréncia mais elevada na amostra de setembro de 2007. Aspergillus foi
encontrado em trés amostras, mostrando a maior ocorréncia no més de
outubro de 2007.

A andlise de regressdo multipla mostrou que existe uma
associacdo significativa entre o nimero de isolados de leveduras (R?*= 0,40) e
salinidade (p = 0,01) e pH (p = 0,040199). Além disso, foram encontradas
correlacBes significativas (R*= 0, 37) entre o nimero de géneros de fungos e
fosfato (p = 0,005), nitrato (p = 0,02) e pH( p = 0,024).
DISCUSSAO

De maneira geral, a comunidade de fungos encontrados na agua e
regido costeira adjacente € composta, predominantemente, de fungos
zoosporicos e hifomicetos aquaticos, normalmente encontrados em substratos
submersos. Além destes foram encontrados também alguns representantes de
basidiomicetos (geralmente fases de reproducdo sexuada), ascomicetos
(incluindo fases de reproducdo sexuada) e quantidades variadas de fungos de
origem terrestre e leveduras (Sparrow 1968, Dick 1970).

Shearer et al. (2007) analisaram a diversidade de espécies de fungos
baseados em dados de presenca/auséncia de relatos da literatura, e
verificaram que 0s grupos taxonémicos mais freqiientemente encontrados em
substratos submersos em habitats aquaticos sdo: Ascomicetos,
Basidiomicetos, Quitridiomicetos e zoosporicos uniflagelados. Em termos de
diversidade, a micota aquatica pode apresentar porcentagens variadas de
fungos de origem terrestre e leveduras e, em aguas poluidas, a incidéncia

destes ultimos pode ser elevada (Schoenlein-Crusius et al. 2004).



Os géneros Aspergillus sp e Penicillium , que predominaram em nosso
estudo, também foram dominantes no estudo de diversidade fungica realizado
por Gomes et al. (2008), com amostras de agua da Praia da Casa Caiada (PE,
Brasil), onde 50 espécies foram isoladas. Destas amostras, Aspergillus e
Penicillium foram os mais frequentes, com um total de 11 e 19 espécies,
respectivamente, isoladas de amostras de agua com alta salinidade e pH
alcalino.

As maiores quantidades de isolados de fungos em nosso estudo
ocorreram nos meses de abril, maio e junho de 2007, resultado este que,
entretanto, n&o se repetiu no mesmo periodo em 2008. Analisando os fatores
abioticos destes dois periodos, observou-se que a salinidade e pH
apresentaram maiores valores em 2008 (figura 2B e 2C), enquanto que as
concentracfes de amodnia (Figura 3A) foram maiores nos meses de 2007 .

Mueller et al. (2004) relatam que a salinidade é um fator limitante ao
crescimento dos fungos, especialmente aqueles provenientes de ambientes
limnicos. Desta forma, o menor numero de isolados obtidos em 2008 pode
estar relacionado com a salinidade mais alta na regido estuarina e costeira.
Outro fato que corrobora o efeito da salinidade em nosso estudo foi o gradiente
espacial observado cm maior numero de isolados na estacdo Museu
(localizac&o mais interna do estuério), onde a salinidade era normalmente mais
baixa do que nos outros dois pontos de coleta.

Quanto ao pH, o valor 6timo para o crescimento de diferentes tipos de
fungos varimuito, mas a maioria cresce melhor em pH de 4 a 7 (Alexoupoulos
et al.1996). Note-se que neste estudo, a maior quantidade de fungos ocorreu

em amostras de agua com valores de pH variando entre 7 e 7,5.



Foi observada neste estudo uma maior diversidade fangica quando
havia maior quantidade de particulas presentes na &agua, evidenciada pela
menor transparéncia medida pelo Disco de Secchi. Segundo Tang et al.(2006)
e Jobard et al.(2010), em ambiente aquatico estes detritos sao fontes de
recursos para o desenvolvimento de fungos, levando a uma consideravel
diversidade destes organismos. No estuario da Lagoa dos Patos, o material
particulado em suspensdo pode ter origem na decomposicdo das macréfitas
Spartina alterniflora, Spartina densiflora e Scirpus maritimus, que s&o
dominantes neste ambiente (Costa, 1998, Peixoto & Costa, 2004, Cunha et al.
2005).

Também a presenga de um numero maior de isolados de géneros de
fungos relacionado a valores mais altos de amonia (abril, maio e junho 2007),
pode ser explicada pelo fato de que, além do carbono, os fungos necessitam
de nitrogénio para seu crescimento. Para obter nitrogénio os fungos utilizam
fontes organicas ou inorganicas. As principais fontes organicas sao as
proteinas, peptidios e aminoacidos de organismos mortos. Na natureza, 0s
fungos decompdem proteinas, e outras matérias para obter seu suprimento de
nitrogénio. Muitos fungos, entretanto, obtém o nitrogénio a partir de fontes
inorganicas, como nitrato e amonia (Caddick et al.1994, Marzluf, 1997). Desta
forma, a presenca de maior quantidade de isolados neste periodo poderia
estar diretamente relacionada a uma maior absorcdo de amoénia por estes
microrganismos. Por outro lado, sabe-se também que a amodnia é resultante da
decomposicdo de proteina por bactérias e fungos. Sendo assim, a relacao
direta entre amonia e o maior nimero de isolados pode também ter sido

resultado da maior decomposicao substratos organicos pelos fungos.



Quando testamos a associacdo entre o numero de géneros e fatores
abidticos em todos os pontos de coleta, encontramos ainda uma relacdo
positiva entre a concentracao de fosfato, e a quantidade de isolados nas trés
estacdes de coleta (Praia, Barra e Museu). Véarios estudos tém mostrado que
um aumento da concentracdo de nutrientes na agua leva a um aumento da
diversidade fangica (Sridhar & Barlocher 2000, Gulis & Suberkropp 2003 a, b,
Gulis & Suberkropp 2004, Pascoal & Cassio 2004). Com relacdo ao fosfato,
especificamente, estudos prévios indicam que o aumento da concentracao
deste elemento leva a uma maior atividade de decomposicdo de substratos
(Sridhar & Barlocher 2000; Gulis & Suberkropp, 2003a). Por outro lado,
Rosemond et al. (2002) ndo encontraram qualquer efeito do fosfato na
decomposicéo pelos fungos de folhas na agua. E Fernandes et al. (2009), em
um estudo para melhor entender o impacto de multiplos fatores estressantes
sobre os fungos de agua doce, observaram que a maior exposicdo ao fosfato
levou a um aumento significativo da biomassa de fungos e a um aumento da
producédo de esporos em folhas em decomposicao.

Em nosso estudo observou-se a ocorréncia de géneros tipicos nos
diferentes locais de coleta. Por exemplo, a estacdo Praia foi o Unico local onde
foram encontrados Botryotrichum Cladosporium sp  Papulospora sp e
Crysosporium  sp). Museu foi o Unico local onde Trichoderma
Helminthosporium Trichophyton sp e Botryoderma sp foram observados. Da
mesma forma, Mucor soé foi encontrado na Barra. Estas ocorréncias localizadas
poderiam ser explicadas pela influéncia de alguns fatores, como a salinidade,

temperatura, disponibilidade e diversidade de substratos, e nutrientes na agua



qgue poderiam favorecer a ocorréncia de algumas espécies (Jones & Alias,
1997).

Por exemplo, Trichoderma foi encontrado somente na estacao de coleta
Museu onde a salinidade foi mais baixa que as outras esta¢des. Regragui &
Lahlou (2005), verificaram em testes in vitro com Trichoderma harzianum que,
para este fungo, o aumento da salinidade no solo pode ser um fator ambiental
gue limita sua capacidade reprodutiva, pela diminuicdo da esporulacao.
Papulospora, que s6 ocorreu na Praia, e que esta associado principalmente a
processos de decomposicdo de plantas, foi também identificado em um
levantamento para identificagdo de fungos marinhos na Tailandia ( Gareth et al.
2006). Este fungo foi isolado de troncos de madeira em decomposi¢édo na zona
entre-marés das praias de Laem Son Park. Segundo Wurzbacher et al. (2010)
fungos aquéaticos e filamentosos terrestres necessitam geralmente de um
substrato solido e usam a coluna de agua apenas para a dispersdo do seus
propagulos.

As leveduras sdo conhecidas por ser um componente normal da biota
dos oceanos (Kriss et al, 1967, Fell, 1967). Da mesma forma, a ocorréncia de
leveduras em aguas marinhas costeiras tem sido bem estabelecida (Meyers &
Ahearn, 1974; Kohimeyer & Kohlmeyer, 1979), em funcdo do seu papel na
decomposicdo de substratos organicos, reciclagem de nutrientes e
biodegradacdo de hidrocarbonetos (Meyers & Ahearn, 1974, Lachance et al.
1976). Em ambientes costeiros, tem sido observado um decréscimo da
guantidade de leveduras com o aumento da distancia da terra e, certas
espécies coletadas frequentemente da agua do mar, foram obtidas de areas

bastante poluidas (Fell, 1963).



A presenca de leveduras em agua do mar no Brasil foi relatada por
Faraco & Faraco (1960), em Florianépolis (SC) e por Queiroz et al. (1972), que
analisaram quanti- e qualitativamente, leveduras isoladas de algas marinhas,
em Recife (PE). Em 2005, Loureiro et al. analisando a a4gua de praias de
Olinda, no estado de Pernambuco isolaram géneros de leveduras si em aguas
com salinidade variando de 20 a 40%.

Uma hipétese a ser considerada € que as leveduras isoladas em nosso
estudo possam ser terrestres com caracteristicas halofilica ou halotolerante.
Porém, em sua revisao, Sreevedi & Rosamma (2008) citam que a tolerancia a
salinidade n&o distingue espécies de leveduras marinhas de espécies
terrestres, porque quase todas leveduras podem crescer em concentracoes de
cloreto de sédio superiores aquelas presentes na agua do mar .

Em resumo, os resultados deste estudo mostraram haver uma razoavel
diversidade de fungos nas aguas estuarina e costeira préxima ao estuario da
Lagoa dos Patos existindo, entretanto, uma variacado espacial, co ocorréncia
de determinados géneros restritos ao estuario ou praia. Outros estudos
deverdo para comprovar os padrdoes observados de géneros caracteristicos
por local e identificar as espécies de fungos e leveduras no estuario da Lagoa

dos Patos e regido costeira adjacente.
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CAPITULO I

VARIACAO ESPACIAL E TEMPORAL DE FUNGOS E LEVEDURAS NO
ESTUARIO DA LAGOA DOS PATOS E PRAIA DO CASSINO, RIO GRANDE,

RS, BRASIL.

RESUMO

Neste estudo foi avaliada a variabilidade espacial e temporal de fungos e
leveduras nas aguas da regido estuarina da Lagoa dos Patos e praia do
Cassino. Amostras de agua foram coletadas mensalmente pelo periodo de um
ano (junho 2009 — julho 2010) em trés pontos distribuidos ao longo do estuario
da Lagoa dos Patos e na regido costeira adjacente. A presenca de fungos e
leveduras foi avaliada através da analise morfolégica de isolados em agar
Sabouraud e cloranfenicol e, para as leveduras, através do sistema
automatizado Vitek 1°. Foram medidas também a temperatura da Aagua,
salinidade, pH, material particulado em suspensdo (MPS) e 0s nutrientes
inorganicos dissolvidos fosfato, amonia e nitrito+nitrato. Os géneros de fungos
identificados durante o estudo foram Aspergilllus , Bispora , Botryoderma ,
Cladosporium , Dictyosporium , Paecilomyces , Penicillium , Phialophora ,
Speiropsis , Rhizoctonia , Scopulariopsis , Syncephalastrum , Tilletiopsis
,Trichophyton , Verticillium além das leveduras Candida parapsilosis,
Cryptococcus albidus, Issatchenkia orientalis, Rhodotorula mucilaginosa,
Rhodotorula minuta e Yarrowia lipolytica. A microalga Prototheca, que tem

caracteristicas de fungo, também foi identificada neste estudo. Os trés locais



de amostragem apresentaram numero similar de géneros, embora alguns
destes tenham ocorrido em apenas um local de amostragem. Foi observado
nos locais de amostragem Barra e Museu um aumento no niumero de géneros
e isolados no més de agosto de 2009, com posterior queda em setembro de
2009. A partir de outubro até dezembro de 2009 estes valores aumentaram
novamente. Estas variagdes foram relacionadas com o aumento de material em
suspensao e da temperatura da agua, respectivamente. Em geral, ndo se
observou a influéncia de outros fatores ambientais sobre a ocorréncia dos
diferentes géneros de fungo, com excecao de Tilletiopsis , cuja ocorréncia
parece ser afetada pela salinidade e concentracdes de nitrito+nitrato e fosfato.
Por outro lado, a presenca de Leveduras esteve relacionada com os nutrientes

nitrito +nitrato e com o pH.

INTRODUCAO

Fungos marinhos formam um grupo ecolégico, mas ndo taxonémico
(Hyde et al. 2000). Os fungos marinhos obrigatorios sdo aqueles que crescem
e se reproduzem exclusivamente na agua do mar. Por outro lado, os fungos
marinhos facultativos sdo provenientes da agua doce ou de ambiente terrestre
e sofreram adaptacOes fisioldgicas que lhes permitem crescer e reproduzir
também no ambiente marinho (Kohlmeyer & Kohlmeyer, 1979).

Diferentes grupos de fungos podem ser encontrados na agua, incluindo
fungos zoospdéricos, Zygomicotoa, fungos Anamorficos, Ascomycota e poucos
pertencente a Basidiomycota (Hyde, 1997).

No Brasil sdo poucos os estudos sobre fungos marinhos, destacando-se

0s primeiros trabalhos desenvolvidos por Faraco & Faraco (1974), Mattede et



al. (1986), Purchio et al. (1988), Pinto et al. (1992) e Sarquis & Oliveira (1996).
Os estudos mais recentes sobre os fungos marinhos no Brasil, na sua maioria,
foram conduzidos em praias turisticas e tiveram como objetivo a avaliacao
sanitaria destes locais. Por exemplo, Gomes et al. (2008), desenvolveram um
estudo que teve como obijetivo isolar e identificar fungos filamentosos da areia
e da agua das praias de Casa Caiada e Bairro Novo, principais praias de
Olinda, Pernambuco. Neste estudo foram isoladas e identificadas 57 espécies
de fungos, correspondentes a 20 géneros. Aspergillus e Penicillium
dominaram tanto no solo quanto na dgua, com um total de 11 e 19 espécies,
respectivamente. E Loureiro et al. (2005), que isoloram e identificaram
leveduras nestas mesmas praias, observaram que espécies do género Candida
(Candida catenulata, C. fenica, C. sake, Brettanomyces bruxelenses) e
Rhodothorula mucilaginosa foram as espécies mais comumente encontradas.

Oliveira et al. (2011), que estudaram fungos filamentosos de amostras
de agua e solo da praia de Candeias, Pernambuco, obtiveram 57 espécies
correspondentes a 19 géneros.. Aspergillus e Penicillium foram os mais
abundantes. Estes autores apresentaram dois novos registros de fungos para a
América Latina e Nordeste brasileiro, que sao Penicillium diversum e
Varicosporium elodeae.

No estuario da Lagoa dos Patos existem, até o presente momento,
somente dois estudos publicados sobre a comunidade de fungos aquaticos.
Mendoza et al. (no prelo), conduziram um estudo para identificar organismos
patogénicos na agua do porto de Rio Grande, situado no estuéario da Lagoa dos
Patos. Estes autores evidenciaram a presenca de fungos em 88,3% das

amostras de agua coletadas dentre estes os filamentosos Aspergillus,



Penicillium , Cladosporium , e a levedura Rhodotorula J& Hickenbick et al.
(2004) observaram durante a decomposi¢cdo de trés espécies de macrofitas
aquaticas na regido estuarina da Lagoa dos Patos uma grande quantidade de
esporos de fungos nas amostras analisadas, porém ndo foram conduzidas
identificacOes destes microrganismos.

Mais recentemente, Silveira & Abreu (submetido — Cap. 1) avaliaram a
variabilidade espacial e temporal de fungos nas aguas da regido estuarina da
Lagoa dos Patos e Praia do Cassino, com amostras mensais de agua em trés
estacdes distribuidas entre o estuario da Lagoa dos Patos e a regido costeira
adjacente, no periodo de Junho de 2007 a Junho de 2008. As variaveis
ambientais temperatura da agua, salinidade, pH e nutrientes inorganicos
dissolvidos (fosfato, amdnia, nitrito e nitrato) também foram analisadas. Os
autores observaram em seus resultados que Aspergillus, Penicillium e os
agrupamentos fungos nao esporulados e leveduras foram os isolados mais
frequentes, e a distribuicdo dos fungos foi correlacionada, principalmente, com
salinidade e concentracdes de amonia e fosfato.

O presente estudo visa dar continuidade a avaliacdo da variabilidade
espacial e temporal de fungos no estuéario da Lagoa dos Patos e regido costeira
adjacente. Além das variaveis analisadas no trabalho anterior, neste estudo foi
realizada a identificacdo das leveduras em nivel de espécie pelo sistema
automatizado Vitek Il (Biomérieux). Com os resultados deste estudo é possivel
tracar um perfil mais completo da comunidade de fungos no estuario da Lagoa
dos Patos e regido costeira adjacente e verificar se existe uma alta

variabilidade destes organismos em funcdo de pequenas variacdes ambientais.



MATERIAL E METODOS
Local do estudo

Foram amostradas 2 (duas) estacdes de coleta no estuario da
Lagoa dos Patos (molhes da Barra e Yacht Clube-Museu de Rio Grande) e 1
(uma) estacdo na Praia do Cassino (Figura 01). Para este estudo foram
realizadas 12 coletas mensais no periodo de junho de 2009 a junho de 2010.
Em cada ponto foram coletadas trés amostras de 500 ml de &agua, sendo
utilizados frascos de vidro, esterilizados, com boca larga (5 cm de diametro) e
tampa hermética, modelo Wheaton. Cada frasco foi submergido rapidamente
com a boca para baixo, 30 cm abaixo da superficie. Os locais e as coletas
acompanharam o PELD (Programa Ecologico de Longa Duracgao)

Os dados abioticos como temperatura da agua, temperatura do ar
(termbémetro Incoterm -1°C — 100°C), salinidade ( Hand Refractometer ATAGO
SO MILL/-E salinity 0 ~ 100), pH (Phmetro DIGIMED DMPH-3) e transparéncia
da agua (Disco de Secchi) registrados no momento de cada coleta e as
analises das concentracdes dos nutrientes fosfato, nitrato+nitrito (Strickland &
Parsons,1972) e amobnia (UNESCO, 1983), foram gentilmente cedidos pelo

PELD (Programa Ecologico de Longa Duracgéo).
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Figura 1. Locais de amostragem: Museu , Barra e Praia.

As amostras para a determinacdo do material particulado em suspenséo (MPS)
foram filtradas em filtros pré-pesados GF 52C Schleicher & Schuell,
imediatamente apos a chegada no laboratorio e os filtros armazenados a -20
°C até posterior determinacédo pelo método gravimétrico descrito em Strickland
& Parsons (1972).

Os dados de precipitacdo pluviométrica foram obtidos Do Banco de Dados

Meteoroldgicos da Universidade Federal do Rio Grande.

Isolamento e identificacdo de Fungos e Leveduras das amostras
Apés a coleta as amostras foram separadas em aliquotas de 50 ml e
centrifugadas a 4500 rpm por 10 minutos, para concentracdo do material em

suspensdao. Posteriormente, o material concentrado foi diluido em solucdo PBS



(Phosphate Buffer Solution) pH 7,2, nas proporc¢oes de 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4(Busta
et al. 1984).

O cultivo dos fungos foi realizado com aliquotas de 0,1 mL de cada uma
das diluicdes que foram espalhadas na superficie de placas contendo meio
agar Sabouraud acrescido de Cloranfenicol (Acumedia) e colocados em estufa
bacteriolégica a 25°C (Busta et al. 1984). Os cultivos foram observados
diariamente por até 07 (sete) dias.

A identificagdo dos fungos filamentosos em nivel de género, foi baseada
nas suas caracteristicas de macro- e de micromorfologia (Alexopoulos et al.
1996, Barnett & Hunter,1998), Putzke & Putzke,2002), sendo que as
caracteristicas micromorfologicas foram observadas utilizando-se a Técnica de
Microcultivo (Ridell,1950).

A identificacdo das leveduras isoladas foi conduzida no Laboratério da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas -
UFPEL, primeiramente avaliando-se o0s caracteres morfologicos e
posteriormente, realizando-se testes de assimilacdo e fermentacdo de
diferentes fontes de Carbono e Nitrogénio através do sistema automatizado
Vitek Il (Biomérieux), que é de um equipamento para a identificacdo microbiana
baseado na formacdo de cor por mudanca de pH a partir da
absorcao/fermentacdo de um substrato especifico, de acordo com o
metabolismo caracteristico de cada espécie. Os resultados dos testes
fenotipicos, associados aos dados de assimilacdo e fermentacao dos isolados
obtidos a partir do sistema Vitek Il foram compilados e analisados junto ao
sistema Poliphasic Identification do MycoBank da International Mycological

Association (IMS). Para este estudo, consideramos um grau de similaridade



dos resultados com o banco de dados do sistema, superior a 95%, nivel de
distancia dos dados obtidos com aqueles presentes no sistema de identificacédo

igual a zero e o maior nimero de caracteres similares.

Anédlise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas com os isolados identificados com
frequéncia acima de 40%. Para avaliar a correlacéo de ocorréncia dos géneros
identificados com os fatores abidticos foi utilizado o modelo de Regressao
Multipla Logistica com dados de presenca e auséncia, utilizando a funcéo glm
do Programa R Development Core Team (2012), com familia binomial e funcéo
de ligacao logit. As variaveis incluidas no modelo foram temperatura da agua,
salinidade, pH, nutrientes inorganicos dissolvidos (fosfato, amonia, nitrito+
nitrato), material particulado em suspensao (MPS) e local como fator com trés
niveis (Praia, Barra e Museu). Além disso, foi também usado o modelo de
Regressdo Binomial Negativa, com funcdo de ligacdo log para verificar a
relacdo da abundéancia dos géneros com as variaveis abioticas e locais de
amostragem (McCullagh & Nelder, 1997). Para todas as analises estatisticas

foi usado o Programa R Development Core Team (2012).

RESULTADOS

A temperatura da agua foi semelhante nas trés estacfes e mostrou um
padrao sazonal , com menor valor (12 °C) em julho de 2009 e o mais alto (28

°C) em fevereiro de 2010 (Figura 2A).



A salinidade variou de acordo com o local local de amostragem. No local
Praia, a salinidade variou de 25 a 30. Os locais Barra e o Museu apresentaram
maior variabilidade, com valores maiores (30 e 24) observados em abril de
2010 e junho de 2009 e valor minimo (0) em dezembro de 2009 e janeiro de
2010 (Figura 2B).

Os niveis de pH mantiveram-se estaveis ao longo do estudo nas trés

estacOes, com valores variando entre 7,6 e 8,5 (Figura 2C).
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Figura 02. Variacdo da temperatura da agua (A), salinidade (B) e pH (C)

durante o periodo experimental.

A precipitacdo pluviométrica durante o periodo experimental foi mais
baixa em julho de 2009 (44,1 mm) e marco de 2010 (42,6mm). O valor mais
elevado foi observado em fevereiro de 2010 (277,2 mm) (Figura 3A).

O material particulado em suspenséao (MPS) apresentou seu maior valor
no local Praia em setembro de 2009 (1155 mg/L). O menor valor foi observado
no local Museu em dezembro de 2009 (20mg/L) (Figura 3B).

(A) s00
250

200

10
| I I
o ! I I

Jn/09 0709 Ago/l9 Set/09 Qut'09 Nov/09 Dez/l® Jan/l0 Few/10 Mar10 Abr/10 Mai'l0) Jun/10

mm
—
L
= =1

=]

1400 A
1200 A
1000
an —+#— Praia
E 800 +
= —#&—Barmra
600
400 Museu
;I -
200 { = -
T T e e n—
0 T T T T T T T T T T T T 1
o oy oy v T o o oD o o o o
e g 2 g9 92 2 2 o = o o oo
= = =] = + ;‘2: B = o =) = =
E = o =© = B 5B B B 2 5 E E
52222563222 ¢%¢%
S 5 4 8 = 2 &£ - =5 82 5 & &



Figura 03. Variacdo dos valores de precipitacdo pluviométrica (A) e material

particulado em suspensao (MPS) (B) durante o periodo experimental.

Os menores valores de amodnia ocorreram no local Praia. Todos os
locais (Praia, Barra e Museu) apresentaram seu menor valor em junho de 2009,
com 0,06, 0,99 e 3,37 puM, respectivamente. E os maiores valores foram
observados na Barra em fevereiro de 2010 (81,87 uM) e Museu, em dezembro
de 2009 (81,51 uM) (Figura 4A).

Os valores de Nitrito+Nitrato foram baixos no local Praia, apresentando
maior valor (8,58 pM), em junho de 2010. O local de amostragem Barra
apresentou o maior valor deste nutriente em janeiro de 2010 (33,57 uM) (Figura
5B). O local Museu apresentou valores altos de Nitrito+Nitrato nos meses de
outubro, novembro de 2009 e junho de 2010, sendo a ultima citada de maior
valor de todas as amostras (17, 01 uM) (Figura 4B).

Valores de fosfato das amostras apresentaram padrfes distintos em
cada local de coleta. No local Praia os valores variaram entre 0,33 e 1,43 uM,
sendo o valor maximo observado em marco de 2010. O local Barra também
mostrou grandes variacdes, com valores entre 0,28 UM em setembro de 2009 a
2,73 UM em janeiro de 2010. No local Museu foram verificadas as maiores
variacGes durante o periodo de amostragem, variando de 0,33 uM em julho e
agosto de 2009 a 2,67 uM em fevereiro de 2010 (Figura 4C).

Figurad. Variacbes nas de concentracdo de amodnia (A), nitrito+nitrato (B) e

fosfato (C), durante o periodo experimental.



Quanto ao numero de géneros de fungos, os trés locais tiveram
guantidades similares de isolados, com 13, 11 e 14 nos locais Praia, Barra e
Museu, respectivamente (Figura 5 A, B e C). Nos locais de amostragem Barra
e Museu um aumento no numero de géneros e isolados a partir de outubro até

dezembro de 2009.
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Figura 5. Namero de isolados de fungos filamentos (barras pretas) e leveduras
(barras cinzas) na Praia (A), Barra (B) e Museu (C), durante o periodo
experimental

A maioria dos isolados deste estudo pertencem ao filo Ascomicota.
Foram encontrados os seguintes géneros de fungos filamentosos e leveduras:
Aspergilllus , Bispora , Botryoderma , Cladosporium , Dictyosporium
Paecilomyces , Penicillium , Phialophora , Prototheca , Speiropsis , Rhizoctonia
, Scopulariopsis , Syncephalastrum , Tilletiopsis , Trichophyton , Verticillium e
as leveduras Candida parapsilosis, Cryptococcus albidus, Issatchenkia
orientalis, Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula minuta e Yarrowia lipolytica

(Tabelal).



Tabela 1. Géneros de fungos isolados nos diferentes locais (Praia, Barra

e Museu) e periodos de amostragem (junho de 2009 — junho de 2010).
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Entretanto, alguns géneros de fungos foram caracteristicos de um unico
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Syncephalastrum sp e Botryoderma foram encontrados somente no local
Praia. O local de amostragem Barra foi o Unico em que Dictyosporium sp foi
isolado, enquanto que o local Museu foi a Unico local com isolados de
Prototheca, Rhizoctonia e Scopulariopsis

As maiores frequéncias de ocorréncia por local de Tilletiopsis e
leveduras, foram observadas nas amostras do local Praia, quando esteve
presente em 07 amostras (julho, setembro, outubro e novembro de 2009 e
janeiro e margco de 2010 apresentando maior abundancia em novembro de
2009). Leveduras estiveram presentes no local Praia em 07 amostras (junho,
julho, agosto e dezembro de 2009 e janeiro, fevereiro e marco de 2010). Sua
maior abundancia foi observada na amostra de dezembro de 2009 (Tabelal).

A andlise estatistica mostrou que a presenca de Tilletiopsis esteve
positivamente relacionada com nitrito+nitrato (p=0,02),e negativamente com
fosfato (p=0,01) e salinidade (p=0,005). Houve diferencas na distribuicdo deste
género entre o local Praia (p=0,04), Barra (p=0,03), sendo ambas diferentes do
Museu (p=0,06). A presenca de Leveduras, por sua vez, esteve relacionada

negativamente com nitrito +nitrato (p=0,02) e pH (p=0,03).

DISCUSSAO

Os fungos isolados neste estudo sdo, na sua maioria, pertencentes ao
filo Ascomicota, com excecdo de Rhizoctonia , Tilletiopsis , que séo
Basidiomycota; Rhodotorula mucilaginosa, Rhodotorula minuta e Cryptococcus
albidus, que sao leveduras basidiomicéticas e Syncephalastrum , que € um

Zigomycota.



O predominio de fungos Ascomycota encontrado neste estudo estd de
acordo com as observacbes de Shearer et al. (2007) que, baseados na
presenca e auséncia de espécies, concluiram que Ascomycota é grupo
taxonémico de fungos predominante em ambientes aquéticos. Estes mesmos
autores também relataram que em grande parte dos trabalhos, zigomicetos sao
ausentes e que basidiomicetos aparecem raramente em ambientes aquaticos.
A excecdo €é para as leveduras basidiomicéticas que podem dominar
comunidades micoplanctonicas (Jones, 2009).

Apesar dos locais Praia, Barra e Museu apresentarem namero similar de
géneros, alguns destes foram caracteristicos do local de amostragem. Por
exemplo, o local Praia foi local onde foram isolados os géneros Paecilomyces
Syncephalastrum sp e Botryoderma O género Paecilomyces sp ja foi relatado
como fungo marinho por Richards et al. (2012), que exploraram a diversidade
de fungos marinhos e sua filogenia. Estes autores citaram a ocorréncia de
Paecilomyces hepiali e Paecilomyces fumosoroseus em seus resultados.

Burgaud et al. (2009) conduziram um estudo sobre a diversidade de
fungos filamentosos marinhos cultivaveis de fontes hidrotemais em oceano
profundo, na tentativa de compreender sua diversidade, abundancia e funcao
destes organismos neste ambiente, encontraram Paecilomyces lilacinus.

No Brasil, no estado de Pernambuco, Oliveira et al. (2011), com o
propdsito de isolar e identificar fungos filamentosos da Praia de Candeias, a
partir de amostras de agua e solo deste local, obtiveram Syncephalastrum das
amostras de agua.. Este género também fora relatado por Pinto et al. (1992) na

Praia de Boa Viagem, neste mesmo estado.



O género Botryoderma , isolado no local Praia, ndo tem sido relatado em
estudos realizados em ambientes marinhos, porém também fora encontrado
em areia de ambientes de regides costeiras de Porto Rico (Hernandez-Vera,
1982, Hernandez-Vera & Almoddvar, 1983, 1984).

Dictyosporium isolado somente no local Barra, foi citado por Shearer et
al. (2007), que o classificaram como género migrante, uma vez que este ocorre
com freqUiéncia em habitats de dgua doce. Dictyosporium sp também ja foi
isolado de madeiras submersas em Tai Ho Bay, Hong Kong por Tsui et al.
(2004), em um local de coleta no estuario influenciado pela inundagdo das
marés, similar ao local de coleta neste estudo.

O local Museu foi o Unico de onde foram isolados o0s géneros
Rhizoctonia , e Scopulariopsis , e também a microalga Prototheca Rhizoctonia
, foi citada como presente em ambientes aquaticos em um levantamento feito
por Domsch et al. (1980), que relataram que Rhizoctonia solani € encontrada
em pantanos e mangues.

Larashati et al. (2008), com o objetivo de estudar a abundéancia e
diversidade de fungos que habitam o sedimento do estuario Muara Layang,
Bangka Belitung Islands, obtiveram isolados de Scopulariopsis , e também
Nieves-Rivera (2005) obteve isolados deste género no estuario Laguna Rincon,
Porto Rico. E Mbata et al. (2008) isolaram e caracterizaram fungos
filamentosos de amostras de agua de Yardenit-Baptismal no Jordan River,
onde este rio flui para o Mar Morto, obtendo Scopulariopsis , em 2,4% de um
total de 126 amostras.

A microalga Prototheca é um organismo similar a leveduras

(leveduriforme — “yeast-like organisms”) e, por isto, &€ estudada pela micologia.



Este microrganismo esteve presente em amostras isoladas do local Museu.
Este género tem distribuicAo cosmopolita e é facilmente isolado das mais
diversas cole¢cbes de agua, sendo descritas no Brasil nos estados de S&o
Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul (Meireles & Nascente, 2009). Prototheca tem sido descrita por sua
importancia como patégeno para homens e animais. Em bovinos manifesta-se
principalmente como mastite, a qual se apresenta ndo responsiva ao
tratamento, e resultando em perdas econdmicas de até 50% na producao de
leite. Em humanos, pode causar distlrbios gastrointestinais por consumo de
gueijo fresco e de leite cru proveniente de vacas com mastite. Também foram
descritos casos de lesdes de pele e unhas, por contato freqiiente com terra,
plantas e animais (Katona et al. 2001, Sidrim et al. 2004, Yamamura 2006).

No estuéario da Lagoa dos Patos, a primeira ocorréncia de espécies de
Prototheca spp. (Prototheca zopfii e Prototheca whickeramii), foi relatada por
Lobato (2011), sendo os isolados obtidos a partir de sedimento de uma area de
marisma. Segundo este autor, areas de marismas, caracterizadas pela sua alta
produtividade organica em ambientes estuarinos, sdo excelentes locais para a
proliferacdo deste tipo de organismos.

Foi observado neste estudo nos locais de amostragem Barra e Museu
um aumento no numero de géneros e isolados nos meses de outubro a
dezembro com posterior queda. Este incremento no nimero de géneros esta
provavelmente relacionado ao incremento da temperatura da agua.

Fungos presentes em ambiente aquatico e marinho tém sua distribuicdo
afetada pela temperatura da agua (Shearer et al. 2007, Raja et al. 2009, Wong

et al. 1998). A faixa de temperatura em que os fungos foram isolados neste



estudo variou entre 14 e 23°C, portanto abaixo da temperatura Otima para
crescimento para a grande maioria das espécies de fungos esta entre 25 - 30
°C (Alexoupoulos et al. 1996). Entretanto certas espécies de fungos consigam
crescer e produzir estruturas de resisténcia para sobreviver em temperaturas
extremas (Alexoupoulos et al. 1996). Por outro lado, Griffin (1981) cita que
fungos marinhos necessitam temperaturas entre 25 e 30 °C para se reproduzir.
No entanto pouco se sabe ainda sobre a distribuicdo de ascomicetos, que
foram a grande maioria de nossos isolados, com relacdo a sua resposta a
temperatura da agua (Gomes et al.2007).

Mouton et al. (2011), conduziram um estudo da diversidade e
caracterizacdo de fungos cultivaveis do sedimento marinho St. Helena Bay,
Africa do Sul e encontraram que, para a maioria dos isolados, a temperatura
otima de crescimento era 26 °C. Porém, alguns isolados que cresceram em
temperatura de 37 °C. Todos também foram capazes de crescer a 15 °C e
alguns em 4 °C. Por outro lado, Wong et al. (1998) consideram que é dificil
determinar o quanto a temperatura afeta a distribuicdo de fungos de agua doce,
pois ainda existem muitas regides sub-amostradas, e algumas espécies
parecem ser comuns tanto em clima temperado como tropical (Raja et al.
2009).

Em ambiente estuarino parece ocorrer mais cepas de fungos
caracteristicos de agua doce, onde o crescimento Otimo se a baixas
concentracfes de NaCl, pois a salinidade também governa a distribuicdo dos
fungos nestes ambientes (Shearer, 1972). Porém alguns estudos tém citado
alteracbes na composicdo de fungos de estuarios, que poderiam ser

influenciadas por ambientes como marismas, que podem abrigar certas



espécies de fungos marinhos (Johnson & Sparrow, 1961, Shearer, 1972, Tsui &
Hyde 2004).

Entretanto, mesmo fungos isolados de ambientes marinhos parecem
sofrer influéncia da salinidade. Por exemplo, o estudo de Tarman et al. (2011),
conduzido na Indonésia, para selecionar as condi¢cdes de cultura adequadas
para a producédo de compostos bioativos, mostrou que a salinidade do meio de
cultura afeta o crescimento fungico.

Com relacéo ao fato do género Tilletiopsis ter sua presenca influenciada
pela baixa salinidade, como demonstrado pela andlise estatistica, autores
como Mueller et al. (2004) relatam que a salinidade € um fator limitante ao
crescimento dos fungos, especialmente aqueles provenientes de ambientes
limnicos. Além de afetar o crescimento, a producdo de metabdlitos destes
organismos também sofre influéncia da salinidade (Tarman et al. 2011).

A presenca do género Tilletiopsis neste estudo também foi influenciada
negativamente pela concentracdo de fosfato. Em ambientes aquaticos, Igbal
(1976), observou que a esporulacdo de hifomicetos aquaticos é afetada pelo
fosfato, com a inibicdo da esporulacdo destes fungos quando na presenca de
altas concentracdes deste nutriente. Alguns estudos que relacionaram a
ocorréncia de fungos em ambientes aquaticos com fosfato revelam
contradicdes, tais como os estudos de Sridhar & Barlocher (2000) e Gulis &
Suberkropp (2003), que mostraram que um aumento da concentracdo de
fosfato leva a uma maior atividade de decomposicdo de substratos em
ambientes aquaticos. Entretanto, no estudo de Rosemond et al. (2002) néo foi

observado qualquer efeito do fosfato na decomposicao de folhas pelos fungos.



Além destes fatores, verificou-se que a ocorréncia do género Tilletiopsis
esteve relacionada positivamente com a concentragdo de nitrito + nitrato.
Sendo assim, a relacdo positiva observada entre Tilletiopsis e estes nutrientes
nitrogenados poderia ser resultado de um sub-produto do metabolismo
secundario deste fungo (Killham 1986).

A presengca de Leveduras neste estudo esteve relacionada
negativamente com 0s nutrientes nitrito+nitrato e com pH. Quanto ao pH, o
valor 6timo deste parametro para diferentes tipos de fungos pode variar , mas a
maioria destes crescem melhor em pH de 4 a 7 (Alexoupoulos et al.1996).
Alguns autores como Botha (2011), citam que leveduras sdo organismos que
possuem uma grande plasticidade adaptativa, podendo sobreviver em
variacdes de pH entre 4,0 e 9,0. De maneira similar, Oswal et al. (2002), em
seu estudo com leveduras marinhas utilizadas para o tratamento de agua,
observaram que cepas da levedura Yarrowia tém habilidade de crescer numa
variacado de pH de 3,0 a 8,5 tanto em agua do mar como em agua doce.

Neste estudo foi verificada uma relacdo negativa das leveduras com as
concentracfes de nitrito+nitrato. As leveduras sdo capazes de utilizar uma
grande variedade de compostos como fontes de nitrogénio (Barnett et al.
1990), no entanto o uso de nitrito + nitrato é restrito para poucas espécies de
leveduras de diferentes géneros,e curiosamente algumas leveduras, como por
exemplo, Debaryomyces, que utilizam nitrito, mas n&o nitrato.

Os resultados deste estudo comprovam que o estuario da Lagoa dos
Patos apresenta uma consideravel diversidade de géneros de fungos, com
ocorréncias especificas para os diferentes ambientes estudados. N&o foi

verificada uma variacdo sazonal clara, mas parece que a temperatura da agua



tem grande importancia na distribuicdo destes organismos. Entretanto, novos
estudos sdo necessarios para se identificar as espécies que ocorrem nestes
ambientes e de que forma fatores abidticos podem controlar sua variabilidade

temporal e distribuicdo espacial.
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CAPITULO Il



COLONIZACAO DE FUNGOS DURANTE A DECOMPOSICAO DE TRES
ESPECIES DE MACROFITAS EMERGENTES EM UM MARISMA DO

ESTUARIO DA LAGOA DOS PATOS, RIO GRANDE , RS

RESUMO

Neste trabalho foi a avaliada a colonizacdo de fungos flangica e
concentragdo de carbono e nitrogénio do detrito formado durante a
decomposicao de trés espécies de macréfitas emergentes (Spartina alterniflora,
Spartina densiflora e Scirpus maritimus) em um marisma no estuario da Lagos
dos Patos, Rio Grande, RS. Os géneros de fungos isolados foram: Acremonium
, Amblyosporium , Bispora , Botryoderma , Cercosporella , Fusarium
Gonatobotriys , Microsporum , Mucor , Penicillium , Rhizhopus , Rhizoctonia ,
Rhynchosporium , Scedosporium , Thallospora , Tilletiopsis e Trichophyton O
processo de decomposicdo em S. densiflora e S.maritimus apresentou-se
semelhante restando, respectivamente, 65,1% e 63,8% de biomassa
remanescente de cada planta apds 180 dias, enquanto que S.alterniflora
apresentou apenas 35% de biomassa remanescente neste mesmo periodo. A
colonizacéo e sucessao de fungos foi distinta entre as trés espécies. Nenhum
dos géneros de fungos esteve presente nas trés espécies de plantas e no
mesmo periodo. Alguns géneros foram distintos para cada espécie, como
Acremonium e Gonatobotriys , que ocorreram somente em S. maritimus. E o
género Microsporum foi observado somente em S.alterniflora e os géneros
Amblyosporium , Scedosporium , Thallospora e Trichophyton foram

encontrados apenas em S.densiflora. Botryoderma, foi isolado de S.alterniflora



e S. densiflora. A maior diversidade de géneros observada durante a
decomposicdo de Scirpus maritimus parece estar associada a maior
guantidade de nitrogénio na biomassa desta planta. Entretanto, 0 aumento de
N observado na biomassa detritica de S. matitimus pode ter resultado da
incorporacdo deste nutriente pelos fungos, o que melhorou a qualidade
nutricional do detrito desta planta.

Palavras-Chave: Estuario da Lagoa dos Patos, fungos, macrdfitas.

INTRODUCAO

Da matéria organica particulada produzida nos estuarios, apenas uma
pequena parte esta disponivel para o consumo direto por peixes, crustaceos e
moluscos. Para que haja o consumo da biomassa produzida por macrofitas e
macroalgas € necessaria a prévia colonizacdo da biomassa morta por bactérias
e fungos, que realizam sua decomposicdo e incrementam a qualidade
nutricional das particulas com compostos nitrogenados, tornando as particulas
mais nutritivas e palataveis aos detritivoros (Witkamp & Van Der Drift 1961,
Kaushik & Hynes 1968, Barlocher & Kendrick 1973, 1974, Barlocher 1992).

Ao realizar a decomposicdo, os fungos convertem eficientemente a
matéria organica vegetal em biomassa fungica na forma de micélio e estruturas
reprodutivas (Newell & Porter, 2000). Alguns autores como Gessner & Chauvet,
(1994); Methvin & Suberkropp, (2003), citam que a biomassa fungica pode ser
responsavel por até 23% da massa total de detrito.

Por outro lado, um estudo realizado em estuarios da California,

analisando comunidades de fungos ascomicetos presentes nos estagios iniciais



da decomposicdo de Spartina alterniflora, S. densiflora e S. foliosa, mostrou
existir diferencas significativas nas comunidades de fungos decompositores
entre as espécies estudadas, concluindo que um dos fatores para que isto
ocorra poderia ser as diferencas morfoldgicas entre as espécies de macrdfitas
sdo importantes (Lyon et al., 2011).

A regido estuarina da Lagoa dos Patos, RS, com uma area de 971 km?,
apresenta elevada taxa de produtividade primaria e uma consideravel
diversidade biologica (Seeliger et al., 1998). Esta regido serve como area de
reproducdo e bercério para muitas espécies marinhas, que encontram neste
ambiente protecdo e disponibilidade de alimentos. Ao longo das margens na
parte inferior do estuario da Lagoa dos Patos existem areas irregularmente
alagadas que sdo dominadas por macroéfitas como a S. alterniflora Loiset et
Deslang, S. densiflora Brong., S. maritimus L., Scirpus olneyi A. Gray e Juncus
kraussii Hochst. Estas plantas recobrem cerca de 50% da superficie das
marismas (Costa et al. 1997) e sdo responsaveis pelo maior aporte de matéria
organica particulada a este ecossistema (Seeliger et al., 1998). A média de
producdo primaria aérea liquida anual de trés espécies de macrofitas
dominantes nesta area (S. alterniflora, S. densiflora e S. maritimus) é de 808g
C m?ano™ (Seeliger et al., 1998).

Neste ecossistema predomina a cadeia alimentar detritivora, onde a
biomassa de plantas superiores € decomposta por bactérias e fungos, tornando
a matéria e energia das plantas disponivel a organismos aquaticos
consumidores (Seeliger et al. 1998). Trabalhos conduzidos no estuario da
Lagoa dos Patos com Scirpus maritimus (Costa et al.1998), S. densiflora

(Peixoto e Costa, 2004) e S. alterniflora (Cunha et al. 2005), relatam que a



maior parte da producdo primaria destas plantas se transforma em detrito,
principalmente por ndo ocorrer o consumo direto destas por herbivoros.

No Brasil ainda sdo escassas as informacdes sobre fungos associados a
macrofitas durante o processo de decomposi¢cdo em ambientes aquaticos. A
grande maioria dos estudos existentes foi conduzida, principalmente, com
folhas submersas em ambientes de &gua doce, como por exemplo, no Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga e lagos em Itapecerica (SP) (Schoenlein-
Crusius & Milanez, 1989, Schoenlein-Crusius et al. 2009).E alguns autores
avaliaram a colonizacéo radicular de espécies de macréfitas aquaticas, como o
trabalho de Marins et al. (2009), em macrofitas de corpos de agua na planicie
de inundacdo do Alto Rio Parana. Estes ultimos autores observaram que
algumas espécies de macrdfitas ndo apresentaram colonizacdo fungica,
enquanto outras apresentaram co-ocorréncia de espécies.

Por ultimo deve-se ressaltar o trabalho de Nunes et al. (2011), que
avaliaram a atividade enzimatica de fungos limnicos durante a decomposicéo
de trés macrdfitas aquaticas da Lagoa do Oleo em S&o Paulo, Brasil. Os
autores consideram que microrganismos como fungos podem fragmentar
macromoléculas dos principais componentes do detrito destas plantas (lignina,
celulose, hemicelulose) através de acdo de enzimas.

No estuario da Lagoa dos Patos, Hickenbick et al. (2004), estudando a
producédo de detritos das macrofitas emergentes S. alterniflora, S. densiflora, S.
maritimus e S. olneyi, observaram uma grande quantidade de hifas e esporos
de fungos nas macrofitas em decomposicdo, nao tendo sido feito, entretanto, a
identificacdo destes organismos. Além desta referéncia, ndo existe qualquer

outra pesquisa relacionando a decomposicdo de macrofitas e os géneros de



fungos que ocorrem neste ambiente. Sendo assim, este estudo objetivou
avaliar a colonizacdo de géneros de fungos em trés espécies de macrdfitas

emergentes de um marisma no estuério da Lagoa dos Patos.

MATERIAL E METODOS
Local de Estudo

Foram realizadas em marco de 2009 coletas de Spartina alterniflora,
Spartina densiflora e Scirpus maritimus, incluindo hastes, base do colmo e

folhas, em um marisma na Ilha da Pdlvora, no estuario da Lagoa dos Patos

(Fig. 1).

'h AMERICA DO SUL

Ilha dos Marinheiros

LAGOA DOS PATOS

RIO GRANDE

LABGERCO

Figura 1. Local de estudo. Marisma da Ilha da Pélvora. Rio Grande — RS

Os pedacos de planta foram secos a 60°C por 24 horas, utilizando-se
uma estufa FANEM (mod. 315 SE). Em seguida, as folhas e hastes de cada

espécie foram separadas em lotes de aproximadamente 10 g (Peso inicial —



Psi) (Balangca KERN Mod. 430-21, precisdo de 0,001 g), e cada lote colocado
em pequenos sacos denominados ‘“litter bags” (Wetzel & Likens, 1991). Os
“litter bags” foram confeccionados com telas de nylon, com aberturas da malha
de 1,5 X 1,5 mm e dimensdes de 10 x 10 cm cada. No interior de cada “litter
bag”, foi colocada uma etiqueta numerada para permitir a posterior
identificacdo da amostra.

Um total de 75 “litter bag” (25 para cada espécie) foram divididos em
grupos de cinco sacos, unidos por um fio de nylon e devolvidos ao campo em
marco de 2009, proximo ao local das coletas, em posicdo em que todas as
amostras fossem submetidas as mesmas condi¢cdes de maré. As retiradas
destes “litter bags” para analise do material remanescente ocorreram em 7, 15,
30, 90, 180 dias apds a devolugao dos “litter bags” ao campo. Em cada ocasiao
era retirado um grupo de 5 sacos por planta.

Para cada amostragem, trés “litters bags” foram utilizados para
determinacdo do peso seco remanescente, utilizado para calcular a taxa de
decomposicdo e também para a analise de C e N através de um CHN Analyzer
(Wallner-Kersanach, 2010). O material contido nos dois “litters bags” restantes
foi utilizado para o isolamento e identificacdo de fungos presentes no detrito

das macrofitas estudadas nos diferentes tempos de coleta.

Isolamento e Identificacdo dos fungos
O material do “litters bag” destinado a identificagdo de fungos foi cortado
em pedacos e estes foram pressionados sobre placas de Petri, contendo agar

Sabouraud e agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (Acumedia) e



mantidos em estufa bacteriolégica a 25- 30 a °C. (Busta et al. 1984), com
observacdes diarias durante 7 dias.

A identificagdo, em nivel de género, foi baseada nas caracteristicas de
macro- e de micromorfologia dos fungos. Foram também observados a
velocidade de crescimento (tempo da semeadura até visualizacdo inicial da
colénia), aspecto superficial do micélio e pigmentacdo do verso e reverso dos
cultivos (Alexopoulos et al 1996, Barnett & Hunter,1998), Putzke & Putzke
(2002). As caracteristicas micromorfoldgicas foram observadas utilizando-se a

Técnica de Microcultivo (Ridell,1950).

Analise da Decomposicao

O material dos ‘litters-bag” retirado do campo foi seco em estufa
(FANEM mod. 315 SE) a 60°C por 24 horas e pesado novamente em balanca
(Balanca KERN Mod. 430-21, precisao de 0,001g), para determinacéo do peso
final.

Foi utilizado o Modelo de Regressédo Exponencial Simples, para anélise
das duas variaveis: tempo de permanéncia dos litter-bags no campo e
porcentagem de decomposicao das plantas (Mazucheli & Achcar, 2002).

A taxa de decomposicdo determinada pela equacéao:

X = Xoe™,

onde x= % de matéria organica remanescente, t= tempo, k = constante de
decomposicédo, Xo= intercepto (Foote e Reynolds, 1997).

Esta analise foi feita para o tempo total em que os “litter bags” estiveram
em campo e também para periodos especificos (0-15 e 15-180 dias), devido

aos diferentes padrées de decomposicdo observados nestes periodos.



Carbono e Nitrogénio organico particulado

A andlise de Carbono (C) e Nitrogénio (N) nas amostras das macréfitas
coletadas foi realizada utilizando um analisador Elementar CHNS/O 2400
Series Il da Perkin Elmer e seguindo o protocolo da Perkin Elmer. Para isto
foram pesados entre 2,5 a 3,0 mg da amostra seca e macerada em uma
capsula de estanho. O valor do peso foi adicionado a programacao do
aparelho, sendo a amostra entdo analisada e as concentracbes de C e N
expressas como percentual do peso da amostra. A calibracdo do equipamento
e o controle de qualidade da andlise foram realizados utilizando-se o material

de referéncia certificado (Wallner-Kersanach, 2010).

RESULTADOS

Isolados identificados/planta

Foram isolados o0s géneros Acremonium, Amblyosporium , Bispora |,
Botryoderma , Cercosporella , Curvularia , Fusarium , Gonatobotriys
Microsporum , Mucor , Penicillium , Rhizopus , Rhizoctonia , Rhynchosporium ,
Scedosporium , Thallospora , Tilletiopsis e Trichophyton (Tabela 1). O maior
numero de géneros fungicos foi encontrado em S. maritimus (15), seguido de

S.alterniflora (10) e S.densiflora (7).



Tabela 1. Ocorréncia dos géneros de fungos isolados das macrofitas
emergentes do estuario da Lagoa dos Patos (Spartina alterniflora, Spartina

densiflora e Scirpus maritimus) nos periodos de amostragem.

Ascomycota Basidiomycota |Zigomycota

GEneros
Boirvoderma sp
Bispora sp
Cercasporella sp
Fusarithm sp
Gonaohotrivs sp
NMicrosporum sp
Rhynchosporium sp
Scedosporium sp
Thallospora sp
Trhechophvion sp
Tiltetiopsis sp
Rhyzhopus sp

Amblvosporium sp
NMucor sp

Acremonium sp

x |Penicillium sp
= |Rhizoctonia sp

Tdias
15dias
30dias X X X
90dias X
180dias X X
fdias X

15dias X X
30dias X X
90dias X

180dias X

fdias X X X X |x
15dias X X
J0dias X
90dias |x X X X X
180dias |x X X

=
k]

S densifiora |S. afterniflora

S maritimiss

Dentre os isolados, Acremonium, Amblyosporium, Bispora , Botryoderma
, Cercosporella , Curvularia , Fusarium , Gonatobotriys , Microsporum
Penicillium , Rhynchosporium , Scedosporium , Thallospora , Trichophyton
sdo fungos ascomicetos (flo Ascomycota). Rhizoctonia e Tilletiopsis sé&o
basidiomicetos (Filo Basidiomycota), enquanto que Rhizopus , e Mucor , sdo
fungos zigomicetos (filo Zygomycota).

Os géneros de fungos apareceram em periodo distinto nas trés espécies

de plantas, havendo somente dois géneros comuns por periodo entre



S.alterniflora e S.densiflora, que foram Botryoderma , aos 30 dias e Fusarium ,
aos 90 dias (Tabela 1). Desta forma, pode-se dizer que a sucessao de fungos
nas trés espécies de plantas foi distinta quanto aos géneros e periodo de
aparecimento durante o experimento.

Deve-se ressaltar que alguns géneros apresentaram especificidade por
planta. Por exemplo, os géneros Amblyosporium , Scedosporium , Thallospora
e Trichophyton , ocorreram somente em S.densiflora. Acremonium, e
Gonatobotriys foram observados apenas em S. maritimus, enquanto que o

género Microsporum esteve presente somente em S.alterniflora.

Decomposicéao

As taxas de decomposicdo das trés espécies para os diferentes
periodos estao apresentadas na Tabela 2.

Com relacéo aos valores da taxa de decomposicao (k) das trés plantas,
S. alterniflora apresentou os maiores valores percentuais, enquanto que S.
densiflora e S. maritimus apresentaram valores similares, sendo que no final do
experimento (180 dias), todas apresentaram os valores diminuidos e similares.
A taxa de decomposicao diaria de Spartina alterniflora foi de 0,36%/dia, S.

maritimus foi de 0,20%/dia e de S. densiflora foi de 0,19%/dia (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de taxa de decomposicao (média e k) (%/dia) das trés
plantas em diferentes periodos durante o experimento

Macrdfita Valor médio % | O0- 180 dias | 0-15 dias % | 15-180 dias %

Spartina alterniflora 0,3 0,4 5,2 0,2
Spartina densiflora 0,1 0,2 0,8 0,2
Scirpus maritimus 0,2 0,2 1,1 0,1

k: Constante de decomposicao




Scirpus maritimus

Esta apresentou no final do periodo 63,8% da biomassa inicial, com
declinio gradual durante todo o periodo de estudo (Figura 2A). Em média
houve uma reducao de 0,20% da biomassa inicial por dia.

Pelo modelo de Regresséao Exponencial Simples obtivemos as seguintes
equacoes:
x=92,97e%% R?= 0,773 (0 a 180 dias),
x= 101,5e %% R?= 0,819 (0-15 dias),

x= 85,54 %! R?= 0,699 (15 a 180 dias).

Spartina alterniflora
Nesta espécie houve um répido decréscimo inicial, com reducdo de
aproximadamente 30% do peso seco inicial, nos sete primeiros dias. Do
periodo de 15 a 30 manteve-se em aproximadamente em 50% da biomassa
inicial e apresentou uma diminuicdo gradual, chegando a 35% do peso inicial
em 180 dias (Figura 2B). Esta planta apresentoua maior taxa de decomposicao
das trés espécies estudadas, com uma média de 0,36% da biomassa inicial por
dia.

Para a decomposicdo desta planta foram obtidas as seguintes
equacoes:
x= 67,59 R?=0,638 (0 a 180 dias),
x= 99,76e*%?'R?= 0,978 (0-15 dias),

x= 51,48e%? R?= 0,744. (15-180 dias)



Spartina densiflora
No processo de decomposi¢cdo dos litters-bags de S. densiflora foi
observada uma maior queda de biomassa no periodo entre 30 a 90 dias,

apresentando 65,1% da biomassa inicial no final do experimento (Figura 2C).

As equacOes obtidas pelo modelo de Regressao Exponencial Simples
para a decomposicao desta planta foram:
x= 93,46e%% R?=0,760 (0 a 180 dias),
x= 99,72e%8 R2=0,718 (0 a 15 dias),

x= 88,44e°%% R2= 0,662 (15 a 180 dias).
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Figura 2. Percentual de biomassa remanescente de S.maritimus (A),
S.alterniflora (B) e S.densiflora (C) ao longo de 180 dias.

Carbono e Nitrogénio
Spartina alterniflora

Nos primeiros 7 dias de experimento o detrito de S. alterniflora
apresentava 45,4% de seu peso como carbono. Medidas semelhantes foram
obtidas em 15 e 90 dias, um aumento deste elemento ocorreu aos 30 dias
(53,4%) e queda significativa no final do periodo (180 dias), quando 16,3% do
detrito era composto de carbono (Figura 3).

A porcentagem de nitrogénio do material desta planta nos “litters-bag” foi
semelhante em 7 e 15 dias (1,7% e 1,53%, respectivamente), apresentando um
aumento em 30 e 90 dias (2%), e queda brusca em 180 dias (0,9%) (Figura 4).

A relacdo C:N apresentou valores variando aproximadamente entre 26 a
30 durante o experimento, com excecdo do periodo de 180 dias que

apresentou valor mais baixo (16) (Figura 5).

Spartina densiflora

O percentual de carbono no material dos “litters-bags” de S. densiflora
foram em torno de 47% aos 7, 15 e 30 e 90 dias, e valor menor de (35,4%) no
periodo final (180 dias) (Figura 3). Os percentuais de N apresentou pouca
variacdo em 7 (1,1%), 30 (1,2%), 90 (1,1%) e 180 (1,2%), mas houve um valor

bem baixo (0,9%) aos 15 dias (Figura 4).



A razéo C:N apresentou valor maior em 15 dias (47,8), e variou de 37 a

41 nos periodos de 7, 30 e 90 dias, chegando a 29 em 180 dias (Figura 5).

Scirpus maritimus

O percentual de carbono no detrito de S. maritimus manteve-se
constantes em todas as coletas do experimento (45,6- 47,3% do peso seco)
(Figura 3). O percentual de nitrogénio de S. maritimus apresentou-se baixo
(menos que 1%) no periodo de coleta de 15 dias e, em torno de 2% no periodo
de 7 e 30 dias; e o maior percentual foi obtido aos 180 dias ( 3%) (Figura 4).

A relacdo C:N nesta planta apresentou valores com variacéo de 20 a 23
nos periodos de 7, 30 e 90 dias. Aos 15 dias apresentou seu valor maior (45) e

aos 180 dias seu menor valor (15) (Figura 5).
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Figura 3. Niveis de Carbono (%) em S. alterniflora, S. densiflora e S. maritimus

nos diferentes periodos de coletas .
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Figura 4. Niveis de Nitrogénio (%) em S. alterniflora, S. densiflora e S.

maritimus nos diferentes periodos de coletas.
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Figura 5. Razdo C:N em S.alterniflora, S. densiflora e S.maritimus nos
diferentes periodos de coletas.

DISCUSSAO
Colonizacéao e Sucesséao Fungica

Determinar a composicdo taxondmica, o padrdo de ocorréncia e a
dinAmica da comunidade de fungos durante a decomposicdo de macrofitas

emergentes é importante para um melhor entendimento deste processo.



Do ponto de vista da micologia, a sucessao pode ser definida como a
ocupacdo sequencial, em um mesmo substrato, por um fungo (normalmente
micélio), diferentes fungos, ou associa¢bes de diferentes de fungos (Rayner &
Todd, 1979). As diferentes espécies de fungos substituem-se umas as outras
alternando-se no tempo e espaco, onde cada uma esta adaptada para ocupar
nichos especificos, que se modificam devido ao préprio processo de
decomposicdo da planta (Frankland, 1998). Desta forma, os diferentes estagios
da matéria vegetal que se tornam disponiveis para a colonizacdo , da primeira
fase de decaimento até etapas mais avancadas de decomposi¢do, sao
caracterizados por uma micota diferente (Apinis et al. 1972a, b, 1975, Luo et al.
2004, Van Ryckegem & Verbeken, 2005 a, b).

Fungos dominam o estagio inicial do processo de decomposicao e
transformam a matéria organica através de suas enzimas extracelulares
(Newell, 2001, Newell & Porter, 2000). Em espécies de Spartina perdas de até
60% da matéria organica inicial podem ocorrer na primeira fase de
decomposicdo (Newell & Porter, 2000).

Variacbes na composicdo de espécies de fungos durante a
decomposicdo de macrofitas também podem ocorrer em diferentes partes da
planta, onde alguns géneros estiveram mais presentes nas partes aérea
enquanto que outros na porcdo média dos caules de Phragmites Australis
(Van Ryckegem et al. 2005).

Buchan et al.(2000) citam que as comunidades saproéfitas de marismas,
gue incluem fungos, tem pouca variabilidade espacial, mas variam

consideravelmente com o tempo, porém, este fato ndo pode ser facilmente



explicado somente pelas mudangas sucessionais, ou com relagdes com
variaveis ambientais.

Neste estudo ocorreu 0 aparecimento e desaparecimento de alguns
géneros a cada coleta. Entretanto, ndo foi possivel se caracterizar um padrao
de sucessdo comum as trés espécies. Na verdade, os isolados apresentaram
uma distribuicdo distintas nas trés plantas e em diferentes periodos de
observacéao. Isto pode ter se dado devido as diferentes constituicbes quimicas
e morfoldgicas das trés espécies de plantas estudadas. Além disto, durante o
processo de decomposi¢cdo, a presenca de outros microrganismos que nao
foram avaliados neste estudo, como por exemplo, bactérias, podem ter
influenciado esta variabilidade de géneros de fungos.

Em nosso estudo, os fungos pertencentes ao filo Ascomicota foram
dominantes durante o processo de colonizacdo nas trés plantas. Esses fungos
estdo entre os principais microrganismos encontrados em plantas de marismas
em decomposicao (Newell, 1996; 2001a; 2001b), sendo que seu micélio pode
ser encontrado na superficie, no centro oco do colmo, intra- e
extracelularmente (Gessner, 1980).

Buesing et al (2009), utilizando a técnica de “fingerprint” em eletroforese
em gel com gradiente de denaturacdo (Denaturating Gradient Gel
Electrophoresis” DGGE) determinaram a composicdo da comunidade de
fungos e bactérias em uma marisma e observaram que a maioria das
sequéncias de seus clones foram identificados como Ascomycota. Outros
estudos demonstram que fungos ascomicetos também sdo dominantes durante
o processo de decomposicdo de plantas em agua doce (Nikolcheva e

Barlocher, 2003, Vijaykrishna et al. 2006; Shearer et al. 2007).



Entretanto, além das espécies de Ascomycota, neste estudo foram
encontrados dois géneros pertencentes ao filo Zigomycota, que foram
Rhizopus sp e Mucor Shearer et al. (2007), relataram que zigomicetos nédo sdo
normalmente encontrados na maioria dos habitats aquaticos. Entretanto,
ressaltam que esta auséncia pode estar relacionada a problemas
metodoldgicos.

Nilkocheva & Barlocher (2004), utilizando técnicas de biologia molecular
para determinar a presenca e contribuicdo de grupos fangicos em cérregos,
constataram que fungos pertencentes ao filo Zygomycota estiveram presentes
em baixo numero e sua contribuicdo em biomassa foi de < 1%. Além disso, a
diversidade de Zygomycota em substratos celulésicos tem sido citada como
essencialmente transitoria, pois embora 0s seus propagulos possam estar
presos no detrito, a sua participacdo na quebra destes substratos € duvidosa
(Park 1972).

Também em nosso estudo foram isolados dois géneros do filo
Basydiomycota, como Rhizoctonia, em S.alterniflora e S.maritimus e Tilletiopsis
, obtida no detrito de S. maritimus.

Segundo observacdes de Shearer et al. (2007), basidiomicetos
raramente ocorrem em ambientes aquaticos, com excecdo das leveduras
basidiomicéticas, que podem dominar comunidades micoplanctonicas (Jones,
2009). Da mesma forma, Van Ryckegem et al (2005), realizando observacoes
diretas em bainhas de folhas de Phragmites australis macréfita emergente, em
um pantano de agua salobra de um rio na Holanda, obtiveram 77 taxons, que

foram identificados, onde dentre estes (43%) eram ascomicetos e somente e



somente 5% basidiomicetos, evidenciando a baixa porcentagem deste filo em
ambiente aquatico.

A colonizacgdo distinta nas trés espécies de plantas e periodos deu-se,
provavelmente, devido as mudancas quimicas e fisicas que ocorrem no proprio
detrito durante o processo de decomposicdo e que afetam a comunidade
microbiana. Além destas mudancas, interacdes entre 0os microrganismos dentro
da comunidade, tais como relagcédo presa-predador, podem levar a mudancas
na composicao dos microrganismos que colonizam o material de plantas em
decomposicéo (Buchan et al. 2003).

Neste estudo a espécie de planta que mostrou maior diversidade fungica
foi Scirpus maritimus. Este resultado pode estar relacionado com os niveis de
nitrogénio mais elevados comparados aos de S.alterniflora e S.densiflora desde
o inicio, e que aumentando ao longo do experimento. E sabido que os fungos
absorvem nitrogénio do detrito das plantas em decomposi¢cao para sua nutricao
e crescimento (Mitsch & Bouchard 1998). Sanmarti & Menendéz (2007),
estudando a decomposicdo de S. maritimus em uma marisma costeiro do
Mediterraneo, observaram um padrdo de decomposicdo similar ao deste
estudo, onde também os niveis de nitrogénio do material detritico aumentaram
durante o processo de decomposicao, enquanto que a relagcdo C:N diminuiu,
sugerindo uma imobilizacdo de nutrientes sobre estes detritos vegetais. Newell
et al. (1996), através de experimentacbes com plantas em marismas,
observaram que a disponibilidade de nitrogénio pode controlar a producéo
fungica (tanto reproducédo sexuada como assexuada), neste ambiente.

Deve-se considerar que o aumento de nitrognio ao longo do processo

de decomposicao de Scirpus maritimus pode ter resultado da propria presenca



dos fungos. Segundo Vymazal (1995), Enriquez (1993), Chimney (2006), os
fungos que atuam como decompositores concentram nutrientes sobre o detrito
e para Fell & Newell, (1981), os fungos podem desempenhar um papel
importante na imobilizagdo de nitrogénio, através da conversdo de nitrogénio
inorganico em biomassa fungica, resultando assim numa diminuicdo da
propor¢cdo C:N dos detritos e melhoria de sua qualidade nutricional (Fell &
Newell, 1981).

A maior diversidade fungica observada em S. maritimus n&o parece ter
contribuido para uma maior decomposicdo da planta. A taxa de decomposicéo
diaria (0,20%/dia) de S. maritimus foi menor do que a apresentada por S.
alterniflora (0.40 %/dia) e também foi inferior a taxa medida em outro trabalho
similar a este no estuario da Lagoa dos Patos (Hickenbinck et al 2004) que
obteve em seu estudo 0,37%/dia.

No trabalho de Hickenbinck et al. (2004) o valor de taxa de
decomposicdo diaria de S.maritimus foi similar ao de S.alterniflora. Estes
autores consideraram que esta semelhanca devia-se a constituicdo similar do
parénquima aerifero destas duas plantas e também maior superficie foliar das
duas plantas em comparacdo com S. densiflora, que permitia um maior ataque
dos microrganismos decompositores. Neste estudo, porém, este fato ndo se
repetiu, o que pode ser resultado da diferenca na composi¢cao da comunidade
de fungos obtida para as duas plantas (Cummins 1974, Gessner 1999).

Os resultados deste estudo revelam uma consideravel diversidade de
fungos nas trés espécies de macrofitas estudadas, com uma composicao
distinta por planta, ndo tendo sido observados padrées comuns de sucessao

durante a decomposicdo das trés espécies de macrofitas. A constituicdo



quimica e morfologica destas plantas parece ter sido o fator principal para a
diferenciacdo na colonizacdo de fungos e taxas de decomposicdo destas
plantas. No entanto, mais estudos sdo necessarios, tais como identificacdo em
nivel de espécie e atividade enzimética, para alcancar o conhecimento do
papel dos fungos no processo de decomposi¢cao de macréfitas no estuéario da

Lagoa dos Patos.
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DISCUSSAO GERAL

VARIAQAO ESPACIAL E TEMPORAL DE FUNGOS NO ESTUARIO DA
LAGOA DOS PATOS

O conhecimento da diversidade dos fungos em ambientes aquaticos e
marinhos ainda € escasso, considerando sua importancia nestes
ecossistemas. Os fungos exercem o importante papel como decompositores e
participantes da ciclagem de nutrientes. Os fungos contribuem para o fluxo de
energia e produtividade de diferentes ecossistemas ao fornecer carbono
organico, na forma de detrito, para organismos de niveis troficos superiores
(Hyde et al. 1998).

No estuario da Lagoa dos Patos, a distribuicdo espacial e temporal de
fungos no periodo de 2007 a 2008 foi afetada principalmente pelos fatores
salinidade, concentracdes de amonia e fosfato e das leveduras pela salinidade.
E no periodo de junho de 2009 a junho de 2010, os fatores que mais afetaram
a distribuicdo de fungos neste estuario foram salinidade, temperatura,
concentracdo de nitrito+nitrato e fosfato, e as leveduras pelos nutrientes
nitrito+nitrato e pH. Desta forma, pode-se dizer que a salinidade € o fator que
constantemente afeta a distribuicdo destes organismos na agua deste estuario,
como sugerido em nossa hipétese de trabalho.

Esta hipotese ainda é corroborada pelo fato de que a diversidade de
fungos das amostras de agua observada nos periodos de marco de 2007 a
junho de 2008 (periodo 1) e junho de 2009 a junho de 2010 (periodo 2) foi

diferente provavelmente devido diferencas de a salinidade, mas também



outras variaveis abidticas, que apresentaram diferencas significativas entre os

dois periodos.

De maneira geral os dois periodos mostraram marcada diferenca de

salinidade, com valores maiores entre margco de 2007 e junho de 2008,

especialmente

no

local

Museu (Tabela 1).

No segundo periodo de

amostragem, as aguas com menores salinidades também se caracterizaram

por maiores concentracdes de elementos nitrogenados (Tabelal).

Tabela 1. Variacdo dos valores das variaveis abioticas analisadas nos periodos

| (2007 -2008) e Il (2009 — 2010).

Praia Barra Museu Geral
Média| DP | Min|Max | Média| DP |Min|Max | Média| DP | Min | Max | Média| DP
Sal |2956|416| 21 | 35 |17.12 121 1 | 34 [13.37|9.46| 1 | 31 |20,02 (11,37
1
| TeMP. | 1809(542| 6 | 25 |1875|5.29| 9 | 25 |18.78|5.07| 10 | 25 | 18554 | >1°
o | Agua
S| Pn 78 |01|76(82| 77 03| 7 83| 77 |03 |72]83| 7.7 | 0,29
< | Secchi [18,12]14,8] 5 | 60 [67,81[59,8] 5 |200[58,75|61,4] 5 |200]48,22 53,76
S | Aménia | 529 [7,14] 05302 7,86 | 15 [1,2[625] 6,93 |10,9]0,7[45,1] 6,69 |11,28
2 9.65
& INit+Nitrat| 2,94 [3,45|0,1(14,3| 8,43 | 13 |0,1/39,8| 572 | 9.7 | 0,1 |40,4| 5,69
Fosfato | 1,03 |0.42| 051,88 1,38 [0,76]/04 (3,16 1,13 |0,71] 0 [3,16] 1,18 | 0,65
Sal |2815/215| 24|30 | 12 [107]| o | 30 | 753 [7.24| 0 | 24 |15.80] 11,6
Temp. | 106147413 | 28 |19.76 |53 | 13| 28 | 193 | 5.4 | 12 | 28 | 19,08 | >9%
5| Agua
S 0.19
S| pH 8,03 (0127984 | 797 |02|76|85]| 784 |018|76|82]| 7,95
= | Secchi [1538]116| 5 | 40 [46,15|31,2| 10 | 120| 74,3 [79,8] 1 |200] 45,28 55,31
S| Aménia | 16,77 [14,1] 0,1(38,7/30,12 (31,8 1 [85,9/32,15| 31 |3,4|81,5/26,35|27,05
5 8,14
® INit+Nitrat| 4,36 [1,92|2,28,58|13,14 |11,4|2,4|33,6| 9,18 |5,81|3,5|21,1| 8,89
0, 0.76
Fosfato | 0,85 | ,. |0,3(1,43| 1,24 |0,81/0,2|2,73| 1,36 |0,91|0,3 |2,89| 1,15

Periodo 2007-2008 e 2009-2010

Os menores valores de salinidade observados no periodo 2009-2010

podem ter propiciado uma maior diversidade e numero de isolados de fungos




por uma maior contribuicdo de espécies limnicas, que conseguiam sobreviver
no estuario devido a menor salinidade durante a maior parte do estudo. A
salinidade foi sido referenciada como um fator limitante de crescimento de
fungos (Mueller et al. 2004). E até mesmo fungos de ambientes marinhos
podem ter seu crescimento influenciado pela salinidade (Tarman et al. 2011).

Por outro lado, os maiores valores de nutrientes nitrogenados (amonia,
nitrito e nitrato) medidos em aguas com baixa salinidade no segundo periodo
também pode também ter contribuido para a maior nimero de géneros
encontrados neste periodo. A presenca de nutrientes nitrogenados propicia um
maior crescimento nos fungos, que podem obter estes elementos do substrato
em decomposicdo, mas também da agua onde se encontram (Caddick et
al.1994, Marzluf, 1997). Desta forma, a presenca de maior quantidade de
isolados no periodo 2009-2010 também poderia estar relacionada a uma maior
absorcao de amdnia e nitrito+nitrato por estes microrganismos.

Os géneros comuns aos dois periodos foram Aspergillus , Bispora ,
Botryoderma , Cladosporium , Botryoderma , Penicillium , Trichoderma ,
Trichophyton  Os géneros Alternaria , Aureobasidium , Botryotrichum
Chrysosporium , Helminthosporium , Monosporium , Mucor , e Papulospora ,
estiveram presentes somente no periodo 2007 - 2008) enquanto 0s géneros
Paecilomyces , Phialophora , Scopulariopsis , Speirospsis , e Tilletiopsis ,
somente no periodo 2009- 2010.

Para os fungos que foram caracteristicos apenas do periodo 2007- 2008
podemos supor que estes géneros sofrem maior influéncia marinha, sendo
mais tolerantes aos maiores niveis de salinidade. Entretanto, sdo necessarios

estudos para a identificacdo em nivel de espécie, utilizando-se técnicas de



biologia molecular, como por exemplo, sequenciamento de regides ITS e dos
dominios D1/D2 do rRNA gene para os fungos filamentosos (Loque et al.
2010).

Para os géneros caracteristicos do periodo 2009 - 2010, é muito
provavel que as espécies que serdo identificadas pertencam a ambientes
limnicos, que encontraram baixa salinidade e maior disponibilidade de
compostos nitrogenados no estuério, caracterizando um ambiente ideal para

seu desenvolvimento.

INTERAC}AO ENTRE OS FUNGOS DO MARISMA E DA COLUNA DE AGUA
DO ESTUARIO DA LAGOA DOS PATOS E REGIAO COSTEIRA
ADJACENTE

Os fungos isolados das amostras de agua do estuario da Lagoa dos
Patos e Praia do Cassino comparados com aqueles isolados das amostras dos
“litter-bags” das macrdfitas Spartina alterniflora, Spartina densiflora e Scirpus
maritimus apresentaram composicdes distintas. Este fato € uma forte indicacéo
de que ndo ha uma transferéncia direta dos fungos de marisma para a coluna
de agua por lixiviacdo ou transporte de particulas. Isto talvez se deva a
diferenca de disponibildade do substrato nos dois ambientes, pois estudos tém
mostrado que o tipo de substrato é importante na distribuicdo de ascomicetos
(maioria de nossos isolados) em agua doce (Luo et al. 2004, Cai et al. 2003).
Sendo assim, 0s géneros que colonizam as macrofitas em decomposicado neste
estudo se beneficiaram da condi¢dos de aderéncia e estabilidade no substrato.

E isolados das amostras de agua ficam restritos a matéria organica

particulada em suspensao de pequeno tamanho presente na coluna de agua.



Varios autores relatam que os diferentes estagios da matéria vegetal que
se tornam disponiveis para a colonizacdo de fungos, da primeira fase de
decaimento até etapas mais avancadas de decomposicéo, sdo caracterizados
por uma micota diferente do meio circundante (Apinis et al. 1972a, b, 1975;.
Luo et al. 2004;. Van Ryckegem & Verbeken, 2005 a, b). Porém Raja et al.
(2009) ressaltam que, além do substrato, € necessario o conhecimento dos
fatores ambientais que podem determinar o padréo de distribuicdo, para avaliar
com precisao a diversidade de fungos.

Por outro lado, verificou-se que os isolados obtidos neste estudo, tanto
das amostras de agua, como de macrofitas sdo, na sua maioria, pertencentes
ao filo Ascomicota. E este grupo geralmente predomina em ambientes
aquaticos (Shearer et al. 2007), marinhos (Shearer et al. 2007, Jones et al.
2009, Hyde et al. 2000) e locais com muita matéria organica em decomposi¢cao

(Nikolcheva & Barlocher , 2004, Pearman et al. 2010).

SUCESSAO DE GENEROS DE FUNGO DURANTE A DECOMPOSICAO DE
MACROFITAS AQUATICAS NO ESTUARIO DA LAGOA DOS PATOS
Padroes de sucessdao de fungos nem sempre sdo facilmente
estabelecidos, pois existem muitos fatores queinfluenciam a diversidade e
colonizacédo destes organismos em um substrato. Na maioria dos estudos, os
resultados se baseiam, principalmente, na capacidade de esporulacdo dos
fungos e desconsideram interacdes com outros organismos. Também o uso de
técnicas que talvez ndo contemplem todos os fungos que possam estar
presentes no substrato nos experimentos, possa ser uma deficiéncia nos

trabalhos conduzidos com sucessao fungica em plantas em decomposicao.



Atualmente as técnicas moleculares parecem estar contornando o
problema de fungos ndo cultiviveis e tornaram-se uma ferramenta poderosa
para a identificacdo de espécies que ndo esporulam (Giordano et al. 2009,
Promputtha et al. 2005, Wang et al. 2005).

Alguns exemplos de sucesséo de fungos ja sdo bem conhecidos, como
observada em decomposi¢cdo de vegetacdo de mangue, onde alguns padrdes
jA tem sido estabelecidos. Por exemplo, estudos de sucessdao em
Halophytophthora, mostram que durante os estagios iniciais de decomposicéo,
traustoquitridios e fungos terrestres podem colonizar este substrato. No
segundo estagio de decomposicdo, ocorrem espécies terrestres e fungos
marinhos facultativos e nos estagios finais aparecem fungos marinhos
obrigatérios e novamente fungos terrestres (Newell, 1976; Fell and Newell,
1981, Raghukumar et al. (1994).

No presente estudo, os géneros de fungos isolados das amostras
provenientes das trés espécies de macrofitas foram distintos entre si néo
sendo, por isso, possivel se caracterizar um padrdo de sucessdo comum as
trés espécies. Na verdade, a distribuicdo distinta de géneros de fungos
observados entre as t espécies de plantas e em diferentes periodos de
observacéo pode ter se dado devido a constituicdo quimica e morfolégica de
cada espécie de planta estudada. Além disto, a presenc¢a durante 0 processo
de decomposicdo de outros microrganismos que nao foram avaliados neste
estudo, como por exemplo, bactérias, podem ter influenciado esta distribuicéo.
Segundo Van Ryckegem et al. (2005), variacbes na composicao de espécies

de fungos na decomposicdo de macrofitas podem ocorrer em diferentes



regides na mesma planta. Podemos ainda considerar a presenca de fungos

gue nao foram identificados pela metodologia utilizada.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados desta tese mostram que existe uma consideravel
diversidade de fungos no estuario da Lagoa dos Patos, ocupando diferentes
nichos e participando do processo de formagao de detritos neste ecossistema.
Entretanto, sdo necessarios estudos para se poder aprofundar e detalhar a
participagdo destes organismos na ecologia deste ecossistema. Entre os
estudos necessarios destacamos:
- Identificacdo em nivel de espécies dos isolados fungicos;
- Utilizar medidas de biomassa fungica;
- Avaliar a atividade enzimatica dos fungos e leveduras isolados;
- Avaliar as relacdes entre fungos e bactérias no estuario da Lagoa dos Patos e
regiao costeira adjacente;
- Avaliar a presenca de fungos néo cultivaveis no estuario da Lagoa dos Patos

e regiao costeira adjacente.
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