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Resumo

No estuario da Lagoa dos Patos sdo escassos os trabalhos sobre a
comunidade fungica. O objetivo deste estudo foi determinar a ocorréncia de
leveduras em duas areas de marismas e os fatores abiéticos que afetam sua
distribuicdo espacial e temporal. O estudo foi realizado durante o inverno
(Agosto) de 2009 e o verao (Fevereiro) de 2010 em duas enseadas rasas no
estuario da Lagoa dos Patos, com diferentes niveis de eutrofizacdo. As
amostras foram coletadas em marismas dominadas por duas espécies
macréfitas emersas: Juncus kraussii € Scirpus olneyi. Nos locais de coleta
foram analisados os parametros abibticos e coletadas amostras de sedimento,
agua intersticial e de vegetacao. Foi realizado o isolamento das leveduras do
sedimento através de diluicdo em meio de cultivo. A identificacao dos isolados
foi feita através da andlise de caracteres morfologicos e testes fenotipicos de
metabolismo através do Sistema Vitek Il. Foram isoladas 73 leveduras
classificadas em 09 géneros, com predominancia de Ascomycotas. Entretanto,
10 destes isolados de leveduras n&o identificados e 02 isolados leveduriformes
foram identificados como microalgas do género Prototheca. Dentre os géneros
de leveduras encontrados, houve uma predominancia de leveduras do género
Candida (n=20), seguidos por Rhodotorula (n=14), Yarrowia (n=07),
Cryptococcus (n=06), Clavispora (n=04), Issatchenkia (n=03), Pichia (n=03),
Torulaspora (n=03) e Kluyveromyces (n=01). O maior numero de leveduras foi
isolado em temperatura mais alta, no ambiente menos eutrofizado, em
condicbes com maiores concentracdes de nutrientes dissolvidos e no

sedimento dominado por detrito de J. kraussii.

Palavras-chave: Leveduras, Prototheca, marismas, Juncus Kkraussii,
estuario.



Abstract

In the Patos Lagoon estuary few studies have been conducted on the fungal
community. The aim of this study was to determine the occurrence of yeasts
and the environments factors that affect their spatial and temporal distribution.
The study was conducted during the winter (August) of 2009 and summer
(February) Of 2010 in two shallow bays of the Patos Lagoon estuary with
different eutrophication level. The samples were collected in salt marsh areas
dominated by two emerged macrophytes species: Juncus kraussii and Scirpus
olneyi. Abiotic parameters were analyzed in the field and sediment samples,
interstitial water and vegetation were collected. Yeasts were isolated from the
sediment by dilution using the culture medium method. The identification of
isolates was performed according to morphological characteristics and through
metabolic tests using the Vitek Il system. Seventy and three yeasts were
isolated and classified in 09 genera with the predominance of Ascomycota.
However, 10 of these isolated yeasts were unidentified and 02 yeast-like
organisms, were identified as microalgae of the genera Prototheca. Among the
identified genera of yeasts, there was a predominance of the genera Candida
(n=20), followed by Rhodotorula (n=14), Yarrowia (n=07), Cryptococcus (n=06),
Clavispora (n=04), Issatchenkia (n=03), Pichia (n=03), Torulaspora (n=03) e
Kluyveromyces (n=01). Highest number of isolates was found in higher
temperature, less polluted environment, in water with higher dissolved nutrient

concentrations and in sediment dominated by detritus of Juncus kraussii.

Key-words: Yeasts, Prototheca, saltmarsh, Juncus kraussii, estuary.



Introducao

As leveduras constituem um grupo polifilético de organismos fungicos
osmotroficos, unicelulares, com presenca de parede composta por quitina e
processo reprodutivo por brotamento. Possuem alta capacidade de degradacéo
de compostos organicos, despertando o interesse do seu estudo para

aplicac6es biotecnolégicas e industriais (Kutty & Phillip, 2008).

Leveduras sao organismos cosmopolitas, presentes em diversos tipos
de ambientes como na agua (marinha ou doce), solo, matéria organica em
decomposicdo, bem como em simbiose ou como parasitas de outros
organismos. Estdo presentes nos mais diversos substratos onde sofrem a
influéncia da temperatura, fontes nutricionais, pH, umidade e disponibilidade de
oxigénio. Fatores bidticos como a predacao ou competicao por substratos, sao
controladores da abundancia de leveduras nos mais diferentes sitios, afetando
o estabelecimento e a manutengcdo de comunidades fungicas (Almeida, 2005;

Loureiro et al., 2005).

O estuario € um local de aporte e alta circulacdo de matéria organica
dissolvida e particulada e de nutrientes dissolvidos. Por este motivo, constitui-
se um ambiente favoravel para o desenvolvimento de comunidades de fungos
e leveduras. Diversos estudos confirmam a presenca e importancia de fungos
nos processos de decomposicao de matéria organica vegetal nas marismas

(Newell, 2001; Buchan et al., 2003).



No estudrio da Lagoa dos Patos as marismas sao areas irregularmente
alagadas localizadas o longo das margens em sua parte inferior, dominadas
por macréfitas, em especial por Spartina alterniflora Loiset et Deslang, S.
densiflora Brong., Scirpus maritimus L., Scirous olneyi A. Gray e Juncus

kraussii Hochst., (Costa et al., 1997).

Nestas areas a matéria organica vegetal produzida nos estuarios,
originaria em grande parte de plantas vasculares, € rica em compostos de
lignina e celulose, elementos refratarios que nao permitem sua utilizacao direta
na cadeia alimentar, necessitando uma decomposicdo microbiana prévia.
Neste processo, bactérias e fungos atuam na decomposicao de macréfitas por
meio de excrecdo de enzimas, degradando parte desta producao primaria e
enriquecendo com suas biomassas o detrito (Costa et al, 1997; Almeida,

2005).

Outra caracteristica de algumas das regides de marismas do estuario da
Lagoa dos Patos é o impacto antrépico gerado pela entrada de nutrientes
decorrente da atividade humana. As primeiras evidéncias de uma eutrofizacao
antrépica no estuario da Lagoa dos Patos vieram dos trabalhos de Kantin &
Baumgarten (1982) e Costa et al. (1982). Ambos os trabalhos relacionam as
maiores concentracées de nutrientes medidas nos Saco da Mangueira a
presenca do emissario de esgoto doméstico da cidade, localizado na Coroa do
Boi. Alguns estudos fazem uma clara diferenciagdo entre as fontes de

nutrientes, indicando que os elementos nitrogenados seriam provenientes da



deposicao e mineralizagdo dos esgotos domésticos, enquanto que a principal
fonte de fosfato seria as industrias de produgéo de fertilizantes quimicos, cujas
emissdes aquaticas e especialmente aéreas, contribuiriam para o aumento
deste elemento no Saco da Mangueira (Baumgarten et al., 1995; Baumgarten
et al., 2001). Abreu et al., 2006 demonstraram haver claras diferengas entre o
Saco do Justino e o Saco da Mangueira, duas enseadas rasas, quanto ao nivel
de impacto ambiental, demonstrando através do uso de isétopos estaveis que o
Saco do Justino apresenta condicbes mais pristinas do que o Saco da

Mangueira, que recebe efluentes domésticos e industriais ha muitos anos.

No Brasil, poucos estudos foram realizados a fim de se determinar os
fatores que afetam a presenca de leveduras em estuarios e alguns fatores
foram citados como controladores da abundancia e da diversidade de
leveduras. A presenca de poluentes organicos e a geragdao de condicoes
andxicas ou hipdxicas sao importantes, sendo este ultimo fator determinante a
presenca de leveduras fermentativas em estuarios (Mendoca-Hagler et al.,

2001; Loureiro et al., 2005;).

Nas marismas, a presenca de leveduras estd ligada ao tipo de
sedimento e a vegetacdo predominante que gera a matéria organica que sera
decomposta. Nestes locais, 0 arsenal enzimatico das leveduras € crucial a sua
sobrevivéncia, tendo em vista a necessidade da quebra bioquimica de
compostos ricos em celulose e hemicelulose (Almeida, 2005; Cacador et al.,

2007; Costa et al., 2007).



No estuario da Lagoa dos Patos existem poucos estudos que fazem
referéncia aos fungos. Hickenbick et al. (2004), estudando a producao de
detritos das macréfitas emergentes Spartina alterniflora, Spartina densiflora,
Scirpus maritimus e Scirpus olneyi, observaram uma grande quantidade de

hifas e esporos de fungos presentes nos detritos das macrofitas.

Em estudo recente, Sassi et al. (no prelo) evidenciaram a presencga de
fungos e leveduras na agua do estuario da Lagoa dos Patos, demonstrando
que a presenca de micro-organismos que além de participar dos processos de
ciclagem de nutrientes, podem representar riscos a saude publica, devido a sua
capacidade de promover infecgdes superficiais, invasivas ou sistémicas, em

especial a partir da invasao de tecidos através de lesdes teciduais.

Dentro destes micro-organismos potencialmente patogénicos encontra-
se 0 género Prototheca, que se constitui de microalgas nao fotossintetizantes
que apresentam metabolismo heterotréfico absortivo e que, em alguns casos,
estdo associadas a parasitose em diversos grupos animais e no homem.
Comensais de solo umido ou alagado prevalecem em meio a decomposicao de
substratos oriundos de matéria organica e possuem a capacidade de assimilar
compostos de carbono e nitrogénio (Pore, 1998; Ueno et al., 2003). Seu facil
isolamento de substratos infectados, aspecto colonial, crescimento em meios
de cultivos seletivos para fungos e leveduras, bem como seu perfil de

assimilacao de fontes de carbono e nitrogénio promoveu a classificacao destas



espécies como organismos leveduriformes (“yeast-like”) fato este que as

destina como objeto de estudos em Micologia (Ueno et al., 2003).

Justificativa

Devido a escassez de informacdes a respeito das leveduras em ambientes
estuarinos e em especial no estuario da Lagoa dos Patos, bem como de sua
importancia nos processos de decomposicao de matéria organica vegetal é que se
propde este estudo que visa analisar a abundancia e riqueza de leveduras em
marismas deste ecossistema e os fatores controladores de sua distribuigdo no espaco

€ no tempo

Objetivos

Geral

Determinar a ocorréncia de leveduras em dois ambientes de marismas do
estuario da Lagoa dos Patos-RS, com diferentes niveis de eutrofizagdo em duas

épocas do ano (inverno e verao).
Especificos

Isolar e identificar as leveduras presentes em regides do estuario da Lagoa dos
Patos — RS, Brasil, com distintos niveis de eutrofizagdo e com a dominancia de duas

espécies de macrdfitas (Juncus kraussii e Scirpus olneyi);

Identificar possiveis fatores controladores da distribuicdo espacial e temporal
de leveduras nas amostras de sedimento de marismas do estuario da Lagoa dos

Patos-RS, Brasil.



Material e Métodos

Local de estudo

O estudo foi realizado na area de marisma de duas enseadas rasas no
estuario da Lagoa dos Patos, denominadas Saco do Justino (32° 4’ 34-38” S;
52° 12’ 14-18” W), que é um ambiente mais pristino e Saco da Mangueira (32°
6’ 49-52” S; 52° 9’ 25-30” W), local sujeito a descargas frequentes de efluentes
domésticos e industriais (Figura 1). Estes ambientes foram visitados durante o
inverno (08/2009) e o verao (02/2010). Nos dois locais, foi coletado sedimento
em 03 pontos de 03 transectos adjacentes localizados na regido entre marés
ocupada pelas macréfitas Juncus kraussii € Scirpus olneyi, totalizando 09
amostras por local de coleta. Os transectos foram distribuidos a intervalos de 5

m, perpendiculares a margem.

lLda de pontadevisho 1439km

Figura 01: Locais de coleta em marismas de duas enseadas (A = Saco do
Justino e B = Saco da Mangueira) no Estuario da Lagoa dos Patos, Rio
Grande-RS, Brasil.



Nos pontos dos transectos foram realizadas coletas de sedimento
superficial (50 g) e de porcdes de folhas, talos e raizes da vegetacao
dominante. Uma amostra de agua intersticial por transecto foi coletada através
de escavacao do sedimento até 20 cm de profundidade, coletando-se a agua

intersticial com o auxilio de tubos falcon de 50 ml (Mendoncga & Costa, 2008).

Em cada local de coleta, nas duas estagbdes do ano estudadas (inverno —
verdo), foram realizadas medidas na agua superficial préxima aos pontos de
coleta de sedimento, onde se analisou a temperatura da agua (+0,1 °C), pH
(x0,1), Oxigénio dissolvido (0,1 mg/L) e salinidade (+0,1), utilizando-se uma
sonda multi-parametro, Yellow-Spring modelo: YSI DO 85 (YSI, Yellow Springs,

OH, USA),devidamente calibrada.

Amostras das macréfitas foram acondicionadas em frascos de vidro
ambar e conduzidas, conjuntamente com as demais amostras, ao Laboratério de
Ecologia do Fitoplancton e Micro-organismos Marinhos-10-FURG, para posterior

processamento.

Analise de nutrientes em amostras de agua intersticial

As analises de nutrientes dissolvidos de amostras de agua intersticial
foram realizadas no Laboratério de Hidroquimica — 10 - FURG, através da
técnica de cromatografia idnica. Os elementos NOy, NO; e PO,* foram
dosados em Cromatdgrafo 16nico, Metrohn® (modelo 861) com amostrador

automatico (modelo 863), utilizando-se uma coluna Metrosep A Supp 5-150
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(4,0x150 mm) de alcool polivinil com supressao quimica. Como fase mével foi
utilizada solugéo eluente de 3,2 mmol L™ de carbonato de sédio (NaxCO3) e 1,0
mmol L™ de bicarbonato de sédio (NaHCOs). O volume injetado foi de 50 pL
com fluxo médio de 0,7 mL min™, condutividade aproximada de 17 pScm™ e a
pressao em torno de 9,0 MPa (Giambra, 2005).

As concentracbes de Nitrogénio Amoniacal foram determinadas no
Laboratério de Ecologia do Fitoplancton e Micro-organismos Marinhos — 10 —

FURG por metodologia espectofotométrica, conforme UNESCO(1983).

Quantificacao de carbono e nitrogénio organico particulado

Para a andlise de carbono (C) e nitrogénio (N) nas amostras de
vegetagdo e sedimento as amostras foram homogeneizadas e conduzidas ao
Laboratério de Hidroquimica do IO — FURG para posterior analise, seguindo o
protocolo da Perkin Elmer. Para tanto, foram pesados entre 2,5 a 3,0 mg da
amostra seca e macerada e colocadas em uma capsula de estanho. O carbono e
nitrogénio foram determinados no Analisador Elementar CHNS/O 2400 Series I
da Perkin Elmer, sendo as concentracées de C e N expressas como percentual
do peso da amostra. A calibragdo do equipamento e o controle de qualidade da
anadlise foram realizados utilizando-se o material de referéncia certificado

(Wallner-Kersanach et al., 2010).
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Isolamento e cultivo de leveduras

As leveduras presentes nas amostras de sedimento foram isoladas a
partir da diluicdo destas em agua peptonada 0,1% estéril (1:9). As aliquotas (1
ml) das diluicdes foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultivo
Sabouraud Dextrose Agar, suplementado com Cloranfenicol (40mg/L), em

triplicata, para a obtengao dos isolados leveduriformes (Loureiro et al., 2005).

O cultivo foi realizado a temperatura de 25 °C (x 1 °C) em estufa
microbiolégica e o crescimento das colénias acompanhado por até 72 h. Para o
isolamento, foram realizados repiques dos morfotipos de leveduras

encontrados em tubos de ensaio estéreis contendo Sabouraud Dextrose Agar.

Identificacao dos isolados

A identificagdo, até o nivel de género, das leveduras isoladas das
amostras de sedimento foi realizada através da analise de caracteres
morfolégicos, testes fenotipicos (Apéndice 01) e testes de assimilacdo e
fermentacdo de fontes de Carbono e Nitrogénio (Apéndice 02) através do
sistema automatizado Vitek Il (Biomerieux), no Laboratério de Micologia da

Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas- UFPel.

O sistema Vitek Il constitui-se de um equipamento para a identificacao
microbiana, baseado na formacdo de cor em substrato especifico gerado a
partir da atividade metabdlica dos organismos. Foram utilizados cartdes YST

(yeast and yeast-like organisms), constituidos de 46 fontes de substratos e a
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utilizacdo de alguns destes elementos propicia a determinacdo do perfil

bioquimico dos isolados de leveduras (Orengas et al. 2009).

Os pocos nos cartdes contendo diferentes substratos foram inoculados
com as leveduras isoladas. Apoés um periodo de 18 a 36h, sob temperatura
controlada (30-37°C) verificou-se a viragem da coloracdo e o0 aumento da
densidade no in6culo, gerando resultados positivos ou negativos para cada tipo
de composto assimilado, o que permite uma posterior identificagdo do isolado

(Orengas et al. 2009).

Os resultados dos testes fenotipicos, associados aos dados de
assimilacao e fermentacdo dos isolados obtidos a partir do sistema Vitek II,
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 identificagcdo igual a zero e o maior numero de

caracteres similares (Crous, et al., 2004).

Os espécimes encontrados foram criopreservados com Glicerol a 20%

em tanque de Nitrogénio liquido, de acordo com Hoffman (1991).

Anadlise estatistica dos dados
Os dados relativos aos fatores abidticos estdo apresentados em tabela

de contingéncia. A abundancia de leveduras foi estimada pelo niumero total de
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isolados por amostra em cada local pesquisado, de acordo com o tipo de

vegetacao e estacdo do ano.

Foi realizado o Teste T de Student para verificar a diferenga entre os
valores das concentracbes de nutrientes pesquisados entre as coletas
realizadas nas diferentes estacées do ano e entre os dois tipos de vegetacdes

estudados.

Para determinacdo de diferencas na distribuicdo de leveduras entre
locais e épocas do ano, foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) e o Teste
de Tukey post hoc. Foram analisadas as diferencas entre as médias das
variaveis categoricas e das variaveis independentes, observando os niveis de

significancia de 95% (Triola, 2009).

A caracterizacdo dos fatores controladores da abundéancia deste grupo
de micro-organismos no estuario da Lagoa dos Patos.foi feita determinando-se
a relacao entre as variaveis abiéticas com o numero de isolados de leveduras,
através do modelo de Correlacdo Linear (r) (Triola, 2009), aplicado para
determinar as possiveis relacées entre estes elementos e a distribuicdo das

leveduras nas diferentes estagdes do ano, local de coleta e tipo de vegetacgao.

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa Statistica

10 (Statsoft ®).
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Resultados

Os parametros abidticos pesquisados apresentaram variacées de acordo
com o periodo do ano e local de coleta. A temperatura da agua apresentou
valores semelhantes entre os locais na mesma época do ano. Entretanto,
maiores temperaturas foram registradas no verao (=26-27°C), caracterizando

uma clara sazonalidade em relag&o ao inverno (=19°C) (Tabela 01).

Os valores medidos de salinidade da 4&gua superficial foram
normalmente baixos (0,2-1,5). No Saco do Justino houve diferenca entre os
valores de salinidade medidos nos dois periodos, fato este que n&o foi
observado no Saco da Mangueira, que manteve seus valores de salinidade no

mesmo nivel, nos dois periodos de coleta (Tabela 01).

Valores de pH apresentaram variagdo entre os periodos do ano (08/2009
e 02/2010) em cada local de estudo, observando-se maiores valores no

periodo do inverno (7,5-9,0), em especial no Saco da Mangueira (Tabela 01).

Os maiores valores de Oxigénio dissolvido na agua, também foram
medidos no periodo do inverno nos dois locais de coleta (9,5- 11,4 mg/l™),
enquanto no verdo os valores foram visivelmente mais baixos. Merece
destaque a diferenca entre os valores de Oxigénio dissolvido observados no
Saco da Mangueira com uma queda acentuada entre Agosto de 2009 e

Fevereiro de 2010 (Tabela 01).
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Tabela 01: Fatores abidticos (Temperatura, salinidade, pH e oxigénio
dissolvido) da agua superficial de duas enseadas rasas préximas aos dois
locais de coleta, no Estuario da Lagoa dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil.

Parametros Justino Mangueira

08/2009 02/2010 08/2009 02/2010

Temperatura da agua (°C) 19,0 26,2 19,3 26,7

Salinidade 1,2 0,2 1,5 1,5
pH 7,5 6,7 9,0 5,9
Oxigénio dissolvido (mg/L") 9,5 7.8 11,4 5,3

As concentracbes médias de Amdnio na agua intersticial variaram com o
tipo de vegetacdo e local de coleta. As amostras coletadas em J. kraussii
apresentaram maior variacdo no Saco da Mangueira, com diferenca
significativa dos valores (p < 0,05) entre 0,56 mg/L™" (08/2009) e 5,4 mg/L™
(02/2010). Em S. olneyi, as maiores variagbes ocorreram também no Saco da
Mangueira, mas foram de 1,31 mg/L" (08/2009) e 1,45 mg/L™' (02/2010). No
Saco do Justino, em J. kraussii e em S. olneyi as diferencas deste nutriente

entre as estagdes do ano nao foram significativas (Tabela 02).

As concentrac6es médias de Nitrito apresentaram diferencas entre as
estacdes do ano apenas no Saco do Justino, onde se encontrou um valor
médio de concentracdo de 1,23 mg/L" no inverno em 4areas vegetadas por J.
kraussii, mas no verdao as dosagens foram indetectaveis ou préximas de zero.

No Saco da Mangueira, os valores permaneceram similares entre as estacoes,
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para J. kraussii (0,15 - 0,18 mg/L™") e para S. olneyi (ndo detectavel — 0,12
mg/L™"). Embora apresentem pequenas diferencas entre os tipos de macrdfitas
pesquisados, estes valores nao apresentaram diferencas estatisticamente

significativas (Tabela 02).

Tabela 02: Nutrientes analisados (mg/L™") nas amostras de agua intersticial nos
dois locais escolhidos para o isolamento de leveduras no Estuario da Lagoa
dos Patos, Rio Grande - RS, Brasil (n=3).

Saco do Justino Saco da Mangueira

Nutrientes 08/2009 02/2010 08/2009 02/2010

J. krausii S. olneyi J. krausii S. olneyi J. krausii S. olneyi J. krausii S. olneyi

NH,

Média 0,76 0,45 0,75" 0,41" 0,56" 1,314 5,40° 1,45%
D.P. 0,18 0,17 0,67 0,27 0,17 0,81 2,67 0,15
Min. 0,61 0,25 0,26 0,25 0,38 0,49 2,33 1,36
Max. 0,96 0,52 1,52 0,72 0,73 2,11 7,15 1,63
NO,

Média 1,23 ND ND 0,19 0,18" ND 0,15" 0,12
D.P. 2,13 ND ND 0,28 0,31 ND 0,02 0,11

Min. ND ND ND ND ND ND 0,12 ND

Max. 3,69 ND ND 0,52 0,53 ND 0,17 0,20
NO;

Média 2,25" 0,30" 1,02 1,18° 1,674 1,95 1,30 0,92°
D.P. 2,25 0,10 0,06 0,28 0,54 0,16 0,38 0,02
Min. 0,85 0,20 0,97 0,96 1,26 1,86 0,93 0,90
Max. 4,84 0,41 1,08 1,50 2,28 2,12 1,69 0,94

PO,

Média 0,58" 0,81 0,26 ND 1,03 0,28" 15,54° 3,708
D.P. 1,00 0,90 0,44 ND 1,04 0,48 6,90 2,04

Min. ND 0,28 ND ND ND ND 7,69 2,18

Max. 1,75 1,86 0,76 ND 2,08 0,83 20,66 6,00

ND: nao detectado; Letras diferentes entre os valores, representam diferengas estatisticamente significativas.
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Em areas vegetadas por J. kraussii, as dosagens médias de Nitrato
apresentaram variacao entre as estacées do ano, ndo apresentando diferenca
estatisticamente significativa, com valores entre 2,25 mg/L™" (08/2009) e 1,02
mg/L™" (02/2010), no Saco do Justino. No Saco da Mangueira, os valores
variaram entre 1,67 mg/L" (08/2009) e 1,30 mg/L" (02/2010). Em areas
vegetadas por S. olneyi, as dosagens médias de Nitrato apresentaram
diferengas significativas entre os pontos de coleta. As amostras apresentam
variagdo (p < 0,01) entre as estagdes do ano, estabelecendo valores entre 0,3
mg/L" (08/2009) e 1,18 mg/L™" (02/2010), no Saco do Justino. No Saco da
Mangueira, os valores variaram (p < 0,01) entre 1,95 mg/L™" (08/2009) e 0,92

mg/L™" (02/2010) (Tabela 02).

O teor de Fosfato variou entre os locais de amostragem durante as
estacdes do ano nas duas vegetacdes pesquisadas. Em areas de J.kraussii, no
Saco do Justino, as amostras apresentaram variagdes entre 0,58 mg/L™
(08/2009) e 0,26 mg/L" (02/2010), mas ndo houve significancia estatistica. No
Saco da Mangueira, ocorreram as maiores concentracoes e diferencas,
apresentando variagdes significativas entre os valores (p< 0,05) de 1,03 mg/L™

(08/2009) e 15,54 mg/L™" (02/2010).

Nos locais de amostragem em areas vegetadas por S. olneyi as
amostras apresentaram variacdes entre 0,81 mg/L™" (08/2009) e préximo de
zero ou indetectavel (02/2010), no Saco do Justino. No Saco da Mangueira,

ocorreram maiores diferencas, apresentando variagdes estatisticamente
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significativas entre os valores (p< 0.05) de 0,28 mg/L™ (08/2009) e 3,70 mg/L™
(02/2010). Vale ressaltar a ocorréncia de diferencas opostas entre as estacoes

do ano nos dois locais de estudo (Tabela 02).

O numero de isolados de leveduras das amostras de sedimento por local
de coleta (Figura 02) revela um padrdo de distribuicio com maiores
abundancias no verdo e em sedimento dominado por detrito de J. kraussii. Em
agosto de 2009 nenhuma levedura foi encontrada no sedimento desta

vegetacdo no Saco do Justino.

30
25
20
15

W Juncus kraussii

10 - Scirpus olneyi

Numero de isolados

0 I
ago/09 fev/10 ago/09 few/10

Justino Mangueira

Figura 02: Distribuicdo do numero de colénias de leveduras isoladas do
sedimento do Saco do Justino e Saco da Mangueira no Estuéario da Lagoa dos
Patos, Rio Grande-RS, Brasil em marismas dominadas pelas macréfitas
Juncus krausii e Scirpus olneyi.

De acordo com os resultados da Andlise de Variancia (ANOVA) multi-

fatorial, houve diferenca significativa entre a distribuicdo dos isolados e as
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estacdes do ano pesquisadas, com maiores valores no verao (p < 0,01) (Figura

03).

Com relacdo ao local de coleta, a andlise demonstrou diferenca
significativa na distribuicdo das leveduras isoladas, com maiores valores no
Saco do Justino (p= 0,05) (Figura 04). No que diz respeito ao tipo de vegetacao
associada ao isolamento de leveduras, houve diferenca significativa entre os
isolados de leveduras e as macréfitas com maior numero de isolados obtidos

em marismas dominadas por J. krausii (p< 0,05) (Figura 05).

10

N. de isolados
(S}

inverno verao

Estacdo do ano

Figura 03: Comparagéo entre as medias do numero de colbnias isoladas de
leveduras em relagdo as estacdes do ano pesquisadas no Estuario da Lagoa
dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil (p < 0,01).
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Saco do Justino Saco da Mangueira

Local de coleta

Figura 04: Comparacgéo entre as médias do nimero de colbnias isoladas de
leveduras em relacdo aos locais de coleta pesquisadas no Estuario da Lagoa
dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil (p = 0,051).

N. de isolados
Lad

Juncus kraussii Scirpus olneyi

Tipo de vegetacao

Figura 05: Comparacgéo entre as médias do niumero de colbnias isoladas de
leveduras em relagéo ao tipo de vegetacao estudada no Estuario da Lagoa dos
Patos, Rio Grande-RS, Brasil (p < 0,05).
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Houve diferenca estatistica quando analisadas as interacbes entre as
variaveis categéricas aos pares (estacdo do ano + local de coleta) com o
namero de isolados leveduriformes, demonstrando uma relacdo positiva a
estacdo verao no local Saco do Justino (p<0,05) (Figura 06). Na interacao dos
fatores estacdo do ano e tipo de vegetacdo com o numero de isolados,
observaram-se valores significativos quanto as relacbes da estacdo do ano

verao, e tipo de vegetacao J. kraussii (p<0,01) (Figura 07).

10

N. de isolados
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=& Local de coleta
inverno varao Saco do Justino
. —&— Local de coleta

Estagdo do ano Saco da Mangueira

Figura 06: Interacdo entre as variaveis: Estacdo do ano e Local de coleta na
distribuicdo do numero de colbnias isoladas de leveduras no Estuario da Lagoa
dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil (p < 0,05).
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Figura 07: Interacdo entre as variaveis: Estacao do ano e Tipo de vegetacao
na distribuicdo de leveduras no Estuario da Lagoa dos Patos, Rio Grande-RS,
Brasil (p < 0,01).

Foram contabilizados um total de 73 isolados, em 09 géneros de
leveduras, 02 isolados de levduriformes do género Prototheca, além de 10
isolados néo identificados. Dentre os géneros de leveduras encontradas, houve
um maior numero de leveduras do género Candida (20 isolados), seguidos por
Rhodotorula (14 isolados), Yarrowia (07 isolados), Cryptococcus (06 isolados),
Clavispora (04 isolados), Issatchenkia, Pichia e Torulaspora (03 isolados cada)

e Kluyveromyces (01 isolado) (Tabela 03).
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Tabela 03: Numero de colonias de leveduras isoladas de amostras de
sedimento provenientes de duas areas de marismas alagaveis no Estuario da
Lagoa dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil.

Saco do Justino Saco da Mangueira

Leveduras Classe ago/09 fev/10 ago/09 fev/10

J. S. J. S. J. S. J. S.

kraussii _olneyi kraussii _olneyi  kraussii _olneyi  kraussii _ olneyi

Candida sp. 01 Ascomycota 0 1 9 2 0 1 3 1
Candida sp. 02 Ascomycota 0 0 1 0 0 0 0 0
Candida sp. 03 Ascomycota 0 0 0 1 0 0 0 0
Candida sp. 04 Ascomycota 0 0 0 1 0 0 0 0
Clavispora sp. Ascomycota 0 0 0 1 0 1 1 1
Torulaspora sp. Ascomycota 0 0 1 0 0 0 1 1
Yarrowia sp. Ascomycota 0 0 4 3 0 0 0 0
Isolados nao
identificados Ascomycota 0 0 5 0 0 0 5 0
Issatchenkia sp. Ascomycota 0 0 1 0 0 0 2 0
Kluyveromyces sp. Ascomycota 0 0 0 0 0 0 1 0
Pichiasp. 01 Ascomycota 0 0 0 0 0 0 1 0
Pichia sp. 02 Ascomycota 0 0 0 0 0 0 2 0
Prototheca sp. 01 Chlorophyta 0 0 1 0 0 0 0 0
Prototheca sp. 01 Chlorophyta 0 0 1 0 0 0 0 0
Cryptococcus sp. 01 Basidiomycota 0 0 1 0 0 0 1 0
Cryptococcus sp. 02 Basidiomycota 0 0 1 1 0 0 0 0
Cryptococcus sp. 03 Basidiomycota 0 0 0 2 0 0 0 0
Rhodotorula sp. 01 Basidiomycota 0 0 0 1 0 0 0 0
Rhodotorula sp. 02 Basidiomycota 0 1 2 4 1 2 3 0
Total de Isolados 0 2 27 16 1 4 20 3

Dentre os filos Ascomycota e Basidiomycota, houve uma maior presenca
de representantes do primeiro grupo, em todas as coletas realizadas (Tabela
03). Além disso, houve diferenca significativa (p<0,01) entre os periodos de
amostragem, com preferéncia por parte de leveduras ascomicéticas por

temperaturas mais elevadas no verao (Figura 08).
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inverno verdo

Estacdo do ano

Figura 08: Distribuicdo de leveduras Ascomycota de acordo com a estacédo do
ano no Estuario da Lagoa dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil (p < 0,01).

No que diz respeito ao tipo de vegetacao, leveduras ascomicéticas
demonstraram preferéncia por areas vegetadas por J. kraussii (Tabela 03).
Esta preferéncia por substrato foi também estatisticamente significativa
(p<0,05) quando comparada a S. olneyi (Figura 09) e quando observada a
interacdo dos fatores estacdo do ano e tipo de vegetacdo (p<0.01),

posteriormente (Figura 10).
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Ascomycota

J. kraussi 5. olneyi

Tipo de vegetacao

Figura 09: Distribuicdo de leveduras Ascomycota de acordo com o tipo de
vegetacao no Estuario da Lagoa dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil (p < 0,05).
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inverno verao ‘J‘. kraussi .
. =& Tipo de vegetacio
Estacdo do ano S. clneyi

Figura 10: Distribuicao de leveduras Ascomycota de acordo com a estacao do
ano e o tipo de vegetacao no Estuario da Lagoa dos Patos, Rio Grande-RS,
Brasil (p < 0,01).
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Dentre as leveduras Basidiomycota, ndo houve significancia estatistica
entre as varidveis categoricas (estacdo do ano, local de coleta e tipo de

vegetacao) e o numero de isolados.

As leveduras Candida sp 01 e Clavispora sp foram encontradas nos dois
locais amostrados independentemente do tipo de vegetacdo. As demais
leveduras Candida spp apresentaram uma maior prevaléncia no Saco do
Justino durante o verdo, com um maior numero de isolados junto a S. olneyi

(Tabela 03).

Ja Torulospora sp apresentou ocorréncia no verao nos dois locais de
coleta. Yarrowia sp foi isolada apenas no Saco do Justino, durante o verao, nas
duas vegetacoes. Issatchenkia sp foi encontrada apenas em sedimentos de
marismas de J. kraussii no verdao nos dois locais de coleta. Kluyveromyces sp e
Pichia spp, foram encontradas em amostras do Saco da Mangueira, junto a J.

kraussii durante as coletas do verao (Tabela 03).

Isolados de Cryptococcus sp 01 e Cryptococcus sp 02 ocorreram no
Saco do Justino durante o verdo, respectivamente, associados a J. kraussii e

em ambos os tipos de vegetacado no Saco do Justino (Tabela 03).

Cryptococcus sp 03 e Rhodotorula sp 01 foram isoladas somente em
amostras de S. olneyi no Saco do Justino durante o verdo. A levedura

Rhodotorula sp 02 pode ser considerada comensal dos dois locais (Tabela 03).
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Foram isoladas duas cepas de microalgas comumente denominadas
“yeast like fungi’” do género Prototheca associadas a J. kraussii, no Saco do

Justino, durante o verao (Tabela 03).

A correlagdo linear entre os nutrientes e o numero de coldnias de
isolados leveduriformes foi realizada de acordo com as areas vegetadas por
J.kraussii e S.olneyi nos locais de coleta, durante os periodos do inverno e

verao.

No Saco do Justino, durante o inverno (08/2009), ndo foram identificadas
correlacbes entre as concentracées de nutrientes e isolados de leveduras em
areas vegetadas por J. kraussii. Em areas com a vegetacdo S.olneyi houve
uma correlagdo positiva entre os nutrientes Aménio (r = 0,99) e Nitrato (r =

0,79) com numero de leveduras isoladas (Tabela 04).

Em amostras oriundas do Saco do Justino, durante o verdo (02/2010)
em areas vegetadas por J.kraussii, observou-se correlacao linear inversa entre
os valores de Aménio (r = 0,94) e o numero de leveduras encontradas (Tabela

04).
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Tabela 04: Correlagcédo linear (r) entre o numero de colbnias de leveduras
isoladas do sedimento e as concentragdes de nutrientes em amostras de agua
intersticial provenientes de duas areas de marismas alagaveis no Estuério da
Lagoa dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil.

Leveduras Isoladas Leveduras Isoladas
Saco do Justino Saco da Mangueira
ago/09 fev/10 ago/09 fev/10

J. kraussii S. olneyi  J. kraussii  S. olneyi  J. kraussii S. olneyi  J. kraussii S. olneyi

NH, * r=099 r=-094 r=050 r=008 r=086 r=011 r=0,03
NO, * * * r=042 r=0,50 * r=027 r=-0,94
NO, * r=0,79 r=064 r=027 r=066 r=0,99 r=-0,99 r=027
PO, * r=050 r=0,67 * r=087 r=1,00 r=036 r=0,16

(*)= n&o foi possivel realizar correlagao.

No Saco da Mangueira, durante o inverno (08/2009), em areas de J.
kraussii houve correlacdo linear positiva entre o numero de leveduras isoladas
e o teor de Fosfato na agua intersticial (r= 0,87). Em areas de S.olneyi, houve
correlacdo positiva entre os nutrientes: Aménio (r= 0,86), Nitrato (r= 0,99) e

Fosfato (r=1,00) e o nimero de leveduras isoladas (Tabela 04).

Em amostras oriundas do Saco da Mangueira, durante o verao (02/2010)
em areas vegetadas por J.kraussii, observou-se correlacao linear inversa entre
os valores de Nitrato (r= 0,99) e o numero de leveduras encontradas. Em areas
vegetadas por S.olneyi, houve correlacao linear inversa entre Nitrito (r= 0,94) e

0 numero de leveduras isoladas (Tabela 04).

Os valores de carbono (C) em amostras de hastes de J. kraussii no Saco

do Justino foram: 44,5% do peso seco (inverno) e 48,1% (verdo). Para
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nitrogénio (N) os teores no tecido foram de 1,3% (inverno) e 1,7% (verao). Para
amostras desta mesma planta no Saco da Mangueira os valores de C foram:
45,5% (inverno) e 47,2% (verdo). Para N os valores foram: 1,3% (inverno) e

1,9% (verado) (Tabela 05).

Tabela 05: Valores da quantificacdo de C, N e relagdo C/N em amostras de
vegetacdo coletadas de duas areas de marismas alagaveis no Estuario da
Lagoa dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil.

C % N % C/N
Justino Mangueira Justino Mangueira Justino Mangueira

J. kraussii

ago/09 44,5 45,5 1,3 1,3 34 35

fev/i0 48,1 47,2 1,7 1,9 28 24
S. olneyi

ago/09 42,5 33,9 2,4 2,2 17 15

fev/10 45,2 43,9 1,2 11 37 39

De acordo com os dados apresentados, verifica-se que a relacao C/N de
J. kraussii apresentou seus maiores valores durante o periodo do inverno tanto
no Saco do Justino (34), como no Saco da Mangueira (35). No periodo do
verdao, foram encontrados os menores valores desta relacdo, no Saco do
Justino (28) bem como no Saco da Mangueira (24) respectivamente (Tabela

05).

Em amostras de hastes de S. olneyi no Saco do Justino as
quantificacoes de C foram de 42,5% (inverno) e 45,2% (verao). Ja o teor de N

no tecido foi de 2,4% (inverno) e 1,2% (verado). No Saco da Mangueira, os
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valores para C foram: 33,9% (inverno) e 43,9% (verao). Para N foram: 2,2%

(inverno) e 1,14% (verao) (Tabela 05).

A relacdo C/N de S. olneyi apresentou valores médios mais elevados
durante o periodo do verao tanto no Saco do Justino (37), como no Saco da
Mangueira (39). No periodo do inverno, foram encontrados os menores valores
deste tipo de relacdo, no Saco do Justino (17) bem como no Saco da

Mangueira (15) (Tabela 05).

Nas amostras de sedimento das areas de marismas vegetadas por J.
kraussii, no Saco do Justino, conforme a época do ano foram encontradas
concentracdes de C de 7,41% (inverno) e 2,99% (verdo). As concentracdes de
N seguiram o0 mesmo padrdo, obtendo-se 0,65% e 0,44% no inverno e veréo,
respectivamente. No Saco da Mangueira as concentragdes de C no sedimento
de J. kraussii foram de 12,31% (inverno) e 4,83% (verdo). Para N os valores

foram de 0,97% (inverno) e 0,49% (veréo) (Tabela 06).

Tabela 06: Valores da quantificacdo de C, N e relagdo C/N em amostras de
sedimento coletadas de duas areas de marismas alagaveis no Estuario da
Lagoa dos Patos, Rio Grande-RS, Brasil.

C% N % C/N
Justino Mangueira Justino Mangueira Justino Mangueira
J. kraussii
ago/09 7,41 12,31 0,65 0,97 11 12
fev/1i0 2,99 4,83 0,44 0,49 6 9
S. olneyi
ago/09 0,51 3,27 0,25 0,48 2 6

fev10 1,63 15,2 0,32 1,06 5 14
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Nas amostras de sedimento das areas vegetadas por S. olneyi no Saco
do Justino, conforme a época do ano foram medidas concentracdes de C de
0,51% (inverno) e 1,63% (verdo). As concentracdes de N foram de 0,25% e
0,32% no inverno e verdo, respectivamente. No Saco da Mangueira as
concentracdes de C foram de 3,27% (inverno) e 15,2% (verao) e os valores de

N foram de 0,48% (inverno) e 1,06% (verao) (Tabela 06).

De acordo com os dados apresentados, verifica-se que a relacao C/N de
J. kraussii apresentou seus maiores valores durante o periodo do inverno tanto
no Saco do Justino (11), como no Saco da Mangueira (12). No periodo do
verdao, foram encontrados os menores valores desta relacdo, no Saco do

Justino (6) bem como no Saco da Mangueira (9) respectivamente (Tabela 06).

A relacao C/N de S. olneyi apresentou valores médios mais elevados
durante o periodo do verdo tanto no Saco do Justino (5), como no Saco da
Mangueira (14). No periodo do inverno, foram encontrados os menores valores
deste tipo de relacédo, no Saco do Justino (2) bem como no Saco da Mangueira

(6) (Tabela 06).
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Discussao

A diferenca significativa no numero total de isolados entre as duas
estacdes do ano em que foram realizadas as coletas indica que a temperatura
€ um fator importante que atua como regulador da ocorréncia de leveduras no
ambiente de marisma do estuario da Lagoa dos Patos. A temperatura também
foi considerada como fator controlador da presenca de leveduras em outros

ambientes aquaticos (Loureiro et al, 2005; Deak, 2006; Kutty & Phillip, 2008).

Neste estudo, o numero total de isolados foi menor no periodo do
inverno, mas com a ocorréncia de leveduras basidiomicéticas em maior
quantidade em ambos os locais. Este fato aponta para uma termotolerancia de
leveduras da classe Basidiomycota, no estuario da Lagoa dos Patos para
baixas temperaturas. E sabido que em ambientes de clima frio, ou em
temperaturas mais baixas, ha uma maior prevaléncia de leveduras
basidiomicéticas, especialmente dos géneros Cryptococcus e Rhodotorula

(Loque et al., 2010).

Por outro lado, durante o periodo do verdo, quando a temperatura da
agua apresentava-se acima de 20°C, houve uma maior riqueza de isolados,
bem como uma maior abundéancia dos grupos de leveduras Ascomycota. Com
isso confirma-se a idéia de que a regulacdo térmica no estuario favorece a
sucessdao de leveduras no sedimento de areas de marismas, mas

principalmente aquelas espécies com 6timo de crescimento entre 20 e 30°C.
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O pH apresentou um decréscimo de seus valores, em especial durante o
verdo. Vale ressaltar que leveduras sdo organismos que possuem um
plasticidade adaptativa em ambientes com variagbes deste indice, e muitos

grupos sobrevivem a variagoes de pH entre 4,0 e 9,0 (Botha, 2011).

Ao se analisar o niumero de isolados de leveduras com relacao ao tipo
de vegetacao, observa-se que houve um maior numero de isolados junto ao
sedimento dominado por J. kraussii do que no sedimento de S. olneyi. Este
resultado indica uma clara preferéncia por substrato na relacdo planta-
leveduras, inclusive com possiveis relacées de mutualismo na rizosfera, o que
merece atencdo em futuras investigacoes. Sabe-se que as leveduras se
beneficiam destas relagdes, favorecendo o desenvolvimento de simbioses da
microbiota local, além de produzir substancias nocivas a patégenos de raizes
de plantas (Azeredo et al., 1998; Poliakova et al., 2001; Mushtaq & Hashmi,

2004; Botha, 2011).

Um fato a ser considerado que pode explicar esta diferenca consiste na
eficiéncia na relocacéao e fixagdao de C, N e P pelas macréfitas. Em estudo
realizado com J. kraussii, Lymbery et al. (2006) concluiram que esta macréfita
possui alta capacidade de remocgao de N total e P total, quando comparado as
outras plantas. Este processo € dependente da salinidade, devido ao
carreamento de elementos do sedimento a coluna d’agua. Além disso, J.
kraussii é altamente resistente ao estresse salino, bem como ao alagamento

(Lymbery et al., 2006; Naidoo & Kift, 2006). Com relagédo a Scirpus, Sousa et
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al., (2010), pesquisaram os processos de relocacao e assimilacido de C, Ne P
e constataram que esta macroéfita possui alta eficiéncia no sequestro de C e P,

mas nao tanto para N.

No Saco do Justino e no Saco da Mangueira os resultados obtidos da
quantificacdo de C e N em amostras de vegetacdo foram similares para J.
kraussii no inverno e verao apresentavam uma elevagao nos niveis de C, de N
e uma reducdo da relagdo C/N com aumento da temperatura. Em S. olneyi,
houve elevacdo da concentracdo de C, no mesmo periodo, mas com uma
reducao dos niveis de N e aumento da relacdo C/N. Isto se deve aos periodos
de floragdo e decaimento das macrofitas, quando ocorre acréscimo ou

decréscimo da biomassa vegetal (Montanini et al., 2006; Cacador et al., 2007).

Tais resultados nos ajudam a entender como a qualidade do material
vegetal destas macréfitas pode repercutir na comunidade fungica quando do
decaimento de suas estruturas vegetativas, disponibilizando a microbiota
substratos de maior ou menor qualidade especialmente quanto a quantidade de
nitrogénio em sua biomassa (Cacador et al., 2004; 2007; Sampaio et al., 2007;
Cunha-Santino et al., 2008). Além disso, a presenca de leveduras no solo, bem
como as relacbes com a vegetacdo, pode facilitar a assimilacéo e liberacao de
compostos mais simples de C, N, P e demais nutrientes, servindo de substrato

para outros organismos (Gadanho et al., 2006; Botha, 2011).

A maior ocorréncia de leveduras ascomicéticas em marismas deve-se ao

grande aporte de matéria organica rica em compostos refratarios (Sampaio et
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al., 2007), como provavelmente ocorre no estudrio da Lagoa dos Patos,
justificando a elevada abundancia e riqueza de Ascomycota em relagdo as

Basidiomycota.

Como resultado de uma maior prevaléncia de leveduras ascomicéticas é
possivel que a mineralizacdo e assimilacdo de compostos nitrogenados nos
marismas seja mais acentuado devido a sua maior capacidade de
decomposicdo de elementos vegetais, além de sobreviverem a situagdes de

stress (Siverio, 2002; Almeida, 2005; Medeiros et al., 2008).

O estado tréfico ou de degradacao do ambiente também é um fator a ser
considerado quando se trata da presenca e riqueza de leveduras. Em
ambientes altamente eutrofizados, como o Saco da Mangueira, a
disponibilidade de compostos de N, suas abruptas variagcdées na coluna d’agua
e no sedimento influenciam a distribuicdo dos micro-organismos, quando
comparados a locais menos impactados (Mendonca-Hagler, et al, 2001;

Baumgartem et al, 2001).

Comparando-se os resultados obtidos nos dois ecossistemas verifica-se
gue a menor quantidade de leveduras isoladas no Saco da Mangueira pode ter
resultado das altas concentragbes de nutrientes e baixos niveis de oxigénio
dissolvido, que caracterizam um processo de eutrofizacdo acelerada deste
local como ja descrito por Baumgartem et al. (2001). Estes resultados estao de
acordo com estudos anteriores em ambientes eutrofizados, alguns dos quais

inclusive, incluiram leveduras basidiomicéticas como indicadores de poluicao
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ambiental em ambientes aquaticos (Mendonca-Hagler, et al., 2001; Arvanitidou

et al., 2005;).

Entretanto ndo existe uma unanimidade e outros estudos demonstraram
que a eutrofizacdo altera a micobiota presente, selecionando leveduras
Ascomycota em detrimento as Basidiomycota. Esta selecao estaria relacionada
com a capacidade das primeiras em sobreviver em niveis baixos de tensao de

oxigénio, caracterizando-as como leveduras fermentativas (Almeida, 2005).

Por outro lado, leveduras basidiomicéticas sdo mais prevalentes em
ambientes com maior disponibilidade de Oxigénio, com isso, pode-se inferir
que a taxa de Oxigénio dissolvido da agua pode representar um fator regulador
secundario da diversidade de leveduras (Arvanitidou et al. 2005; Loureiro et al.,
2005) inclusive em marismas do estuario da Lagoa dos Patos, visto que a
menor abundancia das basidiomicéticas no Saco da Mangueira ocorreu em

situagdes de menores niveis de tensao de oxigénio.

No que diz respeito as leveduras Basidiomicéticas, a baixa prevaléncia
deste grupo esta provavelmente associada a uma maior exigéncia nutricional e
de demanda bioquimica de oxigénio, fazendo com que, em ambientes de
costeiros, este grupo esteja mais bem representado na coluna d’agua, ao invés
do sedimento (Gadanho; Sampaio, 2004; Arvanitidou et al, 2005; Loureiro et

al., 2005).
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Leveduras do género Candida foram mais abundantes e frequentes nas
amostras das marismas do estuario da Lagoa dos Patos. Estas leveduras sao
comuns em estudos realizados em ambientes costeiros, marismas, mangues,
praias, estuarios, rios, regido oceanica, superficies de plantas, animais e
inclusive em sedimentos de fundo oceanico, demonstrando sua capacidade
adaptativa a diversos nichos ecoldgicos (Almeida, 2005; Sampaio et al., 2007;

Botha, 2011).

A levedura Clavispora sp. foi isolada das amostras de sedimento dos
dois locais de estudo, mas apenas no Saco da Mangueira nas duas estacdes
do ano. Uma espécie deste género foi isolada de plantas de marismas e a

partir de amostras de solo de floresta (Vital, et al., 2002; Almeida et al., 2005).

O género Torulaspora foi isolado somente de amostras do veréo,
indicando uma possivel restricdo as variacées térmicas do estuario. Espécies
pertencentes a este género foram isoladas de solo de florestas equatoriais e
associadas a raiz de plantacdes de cana-de-agucar (Polyakova, et al., 2001;
Vital, et al., 2002). Corroborando a hipétese de que podem estar também

associada a rizosfera das plantas da marisma, neste caso de J. kraussii.

Yarrowia sp. foi isolada neste estudo em amostras de sedimento das
marismas, independentemente do tipo de vegetacdo, mas demonstrando sua
relagdo com o estado tréfico do ambiente. Individuos deste grupo foram
descritos em amostras de solo, onde colaboram com a assimilacdo de

compostos fosfatados para a planta, além de terem sido encontrados na agua
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de regides estuarinas e de ambientes hipersalinos e de sedimento de estuarios

(Butinar et al., 2005; Medeiros et al., 2008; Botha, 2011).

A levedura Issatchenkia sp. € um micro-organismo oportunista e neste
estudo foi isolada nos dois ambientes estudados, durante o verédo, associada
as areas de J. kraussii. Foi igualmente isolada de amostras de solo da floresta

amazonica e possui alta capacidade micocinogénica (Vital, et al., 2002).

Kluyveromyces sp. foi isolada a partir de amostras oriundas do Saco da
Mangueira, em areas de J. kraussii durante o verdo. Constitui-se de uma
levedura Ascomycota fermentadora, utilizada para diversos fins naindustria. Em
estudos anteriores, existem relatos de isolamento em amostras de agua de
estuario e associada a invertebrados marinhos em maguezais (Araujo, et al.,

1995).

Diversas espécies do género Pichia foram isoladas em sedimentos
oriundos de areas de J. kraussii, durante o verdao no Saco da Mangueira. Em
estudos realizados em estuarios, leveduras do género Pichia foram isoladas,
inclusive com alta incidéncia, também de ambientes poluidos, solo alagado e
de manguezais, em raizes de plantagbes, associadas a secrecdao de moluscos

(Almeida, 2005; Sampaio et al., 2007; Medeiros et al., 2008).

Quanto a rigueza de leveduras basidiomicéticas, foram encontrados trés
isolados do género de Cryptococcus no Saco do Justino, confirmando a

predilecdo por parte destas leveduras por ambientes menos impactados.
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Leveduras deste género sdo comuns em estuarios oligotroficos, rios, solo de
cultivo e de florestas (Mendonca-Hagler et al., 2001; Vital et al., 2002; Mushtaq

et al., 2004 Loque, et al., 2010).

O isolado Rhodotorula sp. 01 foi apenas encontrada em sedimento de S.
olneyi do Saco do Justino, enquanto que o isolado Rhodotorula sp. 02 ocorreu
nos dois locais. Estas leveduras foram isoladas em outros ambientes
estuarinos possuem habilidades de assimilar compostos oriundos de
macroalgas. Aléem disso, a halotolerancia e resisténcia a pressdo osmética
devido a producdo de capsula por este grupo, fato este que explica sua
plasticidade adaptativa aos dois locais estudados. Podem ocorrer em solo,
regides alagadas e regides de marismas, estuarios em diferentes niveis tréficos
(Gadanho; Sampaio, 2005; Butinar et al., 2005; Loque et al., 2010; Botha,

2011).

Além destes géneros de leveduras, foram encontrados também
organismos similares a leveduras (leveduriformes — “yeast-like organisms”).
Dentre estes, destaca-se a microalga patogénica do género Prototheca. Seu
desenvolvimento ocorre em areas onde haja a decomposicdo de matéria
organica, devido a disponibilidade de compostos faciimente assimilaveis. Areas
de marismas, caracterizada pela sua alta produtividade orgénica em ambientes
estuarinos, séo locais propicios para a proliferacao destes organismos (Leiman

et al., 2004; Pascual et al., 2004; Marangoni & Costa, 2008).
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Espécies de Prototheca apresentam reproducdo assexuada com
formacao de células-filhas através de autdésporos. Quando em infestacdes em
outros organismos, atraves de lesdes teciduais em especial, promove infecgdes
notoriamente reconhecidas através de granulomas, que levam a importantes
perdas econbmicas em bacias de gado leiteiro, especialmente devido a

ocorréncia de mastite bovina (Pore, 1998; Bexiga et al., 2003).

Em um levantamento de impactos ambientais em marismas, detectou-se
0 uso e avancgo das atividades agropastoris sobre areas de marismas junto ao
estuario da Lagoa dos Patos (Marangoni & Costa, 2008). Este fato aumenta a
probleméatica do manejo integrado destes ecossistemas e, conforme foi
detectado no presente estudo, expde os criadores e exemplares de gado a

uma potencial infeccao por este tipo de patégeno (Bueno et al, 2006).
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Conclusoes:

A sazonalidade, em especial da temperatura da agua, parece ser o
principal fator controlador da distribuigdo das leveduras e fungos

leveduriformes no sedimento das marismas no estuario da Lagoa dos Patos.

Em menor grau a qualidade do substrato proveniente de diferentes
plantas das marismas e a qualidade ambiental (um menor nimero de isolados
ocorreu na regiao mais eutrofizada) sao fatores que afetam de forma menos
acentuada a ocorréncia e a abundancia das leveduras e fungos leveduriformes

nestes locais.

Leveduras ascomicéticas apresentam-se mais frequentes nas marismas
estudadas no Estuario da Lagoa dos Patos, com maior ocorréncia durante o

verao e associadas a J. kraussii.
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Tabela 07: Caracteres fenotipicos utilizados para a identificacéo das leveduras isoladas no sedimento das marismas do Estuéario da Lagoa

dos Patos-RS.

Fatores Analisados 001 002 003 004 005 006 007 008 009 010 011
Local de coleta Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino
Coleta fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010
Tipo de vegetacao J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii  J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii
Pigmento no meio de cultivo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Margem da col6nia regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular
Cor da coldnia branca branca branca rosa branca branca creme branca branca branca branca
Aspecto da col6nia cremosa butirosa cremosa mucoide cremosa  cremosa cremosa cremosa butirosa cremosa cremosa
Textura da col6nia lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa
Padrao celular ovodide globoso ovoéide globoso ovodide ovoéide globoso ovoéide globoso ovéide ovoéide
Tubo germinativo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Capsula ausente ausente ausente variavel ausente ausente variavel ausente ausente ausente ausente
Produgéao de pseudo-hifa ausente ausente ausente ausente variavel variavel ausente variavel ausente ausente presente
Género Sugerido N.ID. Prototheca Yarrowia Rhodotorula Candida Candida Cryptococcus Candida Prototheca Candida Candida
N. ID.: ndo identificado

Fatores Analisados 012 013 014 015 016 017 018 020 021 022 023
Local de coleta Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino
Coleta fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010
Tipo de vegetacao J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii  J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii
Pigmento no meio de cultivo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Margem da col6nia regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular
Cor da coldnia branca branca branca branca branca branca branca branca branca branca rosa
Aspecto da colbnia cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa mucoide
Textura da coldnia lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa
Padrao celular esférico ovéide esférico esférico esférico ovoéide ovoéide ovoéide ovoéide esférico globoso
Tubo germinativo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Capsula ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Produgao de pseudo-hifa ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente variavel ausente
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Género Sugerido N.ID. N.ID. Candida Candida Candida N.ID. Yarrowia Candida Yarrowia N.ID. Rhodotorula
N. ID.: ndo identificado

Fatores Analisados 024 025 026 027 028 029 030 031 032 033 034
Local de coleta Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino
Coleta fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010
Tipo de vegetacéao J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi
Pigmento no meio de cultivo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Margem da colbnia regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular
Cor da coldnia branca branca branca creme branca creme rosa coral branca branca creme
Aspecto da colbnia cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa mucoide butirosa cremosa cremosa cremosa
Textura da col6nia lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa rugosa lisa lisa lisa
Padrao celular ovodide ovdide ovodide globoso ovodide globoso globoso globoso ovodide ovodide globoso
Tubo germinativo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Capsula ausente ausente ausente ausente ausente ausente variavel ausente ausente ausente variavel
Producao de pseudo-hifa ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Género Sugerido Torulaspora Candida Yarrowia Cryptococcus  Issatchenkia  Cryptococcus  Rhodotorula ~ Rhodotorula Yarrowia Candida Cryptococcus
N. ID.: ndo identificado

Fatores Analisados 035 036 037 038 039 040 041 042 043 044 045
Local de coleta Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Justino Mangueira
Coleta fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010
Tipo de vegetagao S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi S.olneyi J.kraussii
Pigmento no meio de cultivo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Margem da coldnia regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular
Cor da colonia rosa rosa rosa branca branca branca creme branca branca branca branca
Aspecto da colonia mucobide mucdide mucobide cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa
Textura da coldnia lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa
Padrao celular globoso globoso globoso ovéide globoso esférico globoso esférico esférico esférico globoso
Tubo germinativo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Capsula variavel variavel variavel ausente ausente ausente variavel ausente ausente ausente ausente



Produgéao de pseudo-hifa

ausente

ausente

ausente

variavel

53

ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Género Sugerido Rhodotorula  Rhodotorula ~ Rhodotorula Candida Candida Yarrowia Cryptococcus Candida Yarrowia Yarrowia N.ID.
N. ID.: ndo identificado
Fatores Analisados 046 047 048 049 050 051 052 053 054 055 056
Local de coleta Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira
Coleta fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010
Tipo de vegetagao J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii
Pigmento no meio de cultivo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Margem da colonia regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular
Cor da coldnia branca branca branca branca rosa branca branca rosa creme branca rosa
Aspecto da colonia cremosa cremosa cremosa cremosa mucdide cremosa cremosa mucdide cremosa cremosa mucdide
Textura da colénia lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa
Padréo celular ovoide ovoide ovoide esférico globoso esférico esférico globoso globoso esférico globoso
Tubo germinativo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Céapsula ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Produgéo de pseudo-hifa ausente variavel ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Género Sugerido Issatchenkia N.ID. Candida Torulaspora  Rhodotorula N.ID. N.ID. Rhodotorula  Cryptococcus  Kjuyveromyces Rhodotorula
N. ID.: ndo identificado
Fatores Analisados 057 058 059 060 061 062 063 064 065 066 067
Local de coleta Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira
Coleta fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010
Tipo de vegetagéao J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii J.kraussii S. olneyi S. olneyi S. olneyi
Pigmento no meio de cultivo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Margem da colonia regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular regular
Cor da coldnia branca branca branca branca branca branca branca branca branca branca branca
Aspecto da colbnia cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa cremosa
Textura da coldnia lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa lisa
Padréo celular globoso esférico esférico ovoide esférico ovoide globoso ovoide ovoide esférico ovoide
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Tubo germinativo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Céapsula ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
Produgéo de pseudo-hifa ausente ausente ausente ausente ausente variavel ausente ausente
Género Sugerido N.ID. Pichia Pichia Issatchenkia  Clavispora Candida Candida Candida
N. ID.: ndo identificado

Fatores Analisados 068 069 070 071 072 073 074

Local de coleta Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira Mangueira

Coleta fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010 fev/2010

Tipo de vegetacéao S. olneyi S. olneyi J.kraussii S. olneyi S. olneyi S. olneyi S. olneyi

Pigmento no meio de cultivo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente

Margem da coldnia regular regular regular regular regular regular regular

Cor da coldnia branca rosa rosa rosa coral branca branca

Aspecto da coldnia cremosa mucoide mucdide mucdide butirosa cremosa cremosa

Textura da coldnia lisa lisa lisa lisa rugosa lisa lisa

Padrao celular ovéide globoso globoso globoso globoso esférico ovdide

Tubo germinativo ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente

Capsula ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente

Producao de pseudo-hifa variavel ausente ausente ausente ausente ausente variavel

Género Sugerido Candida Rhodotorula  Rhodotorula  Rhodotorula ~ Rhodotorula Clavispora Candida

N. ID.: ndo identificado
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Apéndice 02: Perfil Bioquimico das leveduras isoladas através do Sistema

Vitek Il.
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Tabela 08: Descricdo dos substratos utilizados para a identificacdo de
leveduras através do Sistema Vitek Il da Biomerieux.

Cédigo Tipo de Substrato Cédigo Tipo de Substrato
LysA L-LISINA IRHAa L-RAMNOSE
IMLTa L-MALATO XLTa XILITOL
LeuA LEUCINA dSORa D-SORBITOL
ARG ARGININA SACa SACAROSE
ERYa ERITRITOL URE UREASE
GLYLa GLICEROL AGLU A-GLUCOSIDASE
TyrA TIROSINA dTURa D-TURANOSE

B-N-ACETIL-

BNAG GLUCOSAMINIDASE dTREa D-TREALOSE
ARBa ARBUTINA NO3a NITRATO
AMYa AMIGDALINA IARAa L-ARABINOSE

dGALa D-GALACTOSE dGATa D-GALACTURONATO
GENa GENTIOBIOSE ESC ESCULINA

dGLUa D-GLUCOSE IGLTa L-GLUTAMATO
LACa LACTOSE dXYLa D-XILOSE
METIL-A-D-

MAdGa GLUCOPIRANOSIDEO LATa DL-LACTATO
dCELa D-CELOBIOSE ACEa ACETATO
GGT G-GLUTAMIL-TRANSFERASE CiTa CITRATO

dMALa D-MALTOSE GRTas GLUCURONATO
dRAFa D-RAFINOSE IPROa L-PROLINA

N-ACETIL-

NAGA1 GALACTOSAMINIDASE 2KGa 2-KETO-D-GLUCONATO

dMNEa D-MANOSE NAGa N-ACETIL-GLUCOSAMINA

dMELa D-MELIBIOSE dGNTa D-GLUCONATO
dMLZa D-MELEZITOSE

ISBEa L-SORBOSE
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Tabela 09: Perfil Bioquimico de assimilagdo de compostos de carbono e nitrogénio das leveduras isoladas através do Sistema Vitek I
da Biomerieux

Sl Chos ST k. sanl . O o T A FCR W R B T e AT C o Sk AW M VR, B el S
L
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Apéndice 03: Imagens das leveduras isoladas no Estuario da Lagoa dos

Patos-RS
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Figura 11: Imagens do isolado 001 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 12: Imagens do isolado 002 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 13: Imagens do isolado 003 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 14: Imagens do isolado 004 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 15: Imagens do isolado 005 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 16: Imagens do isolado 006 em aumentos de 40x1
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 17: Imagens do isolado 007 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 18: Imagens do isolado 008 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 19: Imagens do isolado 009 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 20: Imagens do isolado 010 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.



Figura 21: Imagens do isolado 011 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 22: Imagens do isolado 012 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 23: Imagens do isolado 013 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Imagens do isolado 014 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)

Figura 24

vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.



Figura 25: Imagens do isolado 015 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 26: Imagens do isolado 016 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 27: Imagens do isolado 017 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 28: Imagens do isolado 018 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 29: Imagens do isolado 020 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 30: Imagens do isolado 021 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 31: Imagens do isolado 022 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 32: Imagens do isolado 023 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 33: Imagens do isolado 024 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 34: Imagens do isolado 025 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 35: Imagens do isolado 026 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)

vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.



Figura 36: Imagens do isolado 027 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.

84



Figura 37: Imagens do isolado 028 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 38: Imagens do isolado 029 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 39: Imagens do isolado 030 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 40: Imagens do isolado 031 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)

vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 41: Imagens do isolado 032 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 42: Imagens do isolado 033 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 43: Imagens do isolado 034 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 44: Imagens do isolado 035 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 45: Imagens do isolado 036 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 46: Imagens do isolado 037 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscépio Olympus IX51.
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Figura 47: Imagens do isolado 038 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)

vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 48: Imagens do isolado 039 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.

96



Figura 49: Imagens do isolado 040 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 50: Imagens do isolado 041 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 51: Imagens do isolado 042 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 52: Imagens do isolado 043 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 53: Imagens do isolado 044 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 54: Imagens do isolado 045 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)

vezes fotografadas no microscépio Olympus IX51.
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Figura 55: Imagens do isolado 046 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 56: Imagens do isolado 047 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 57: Imagens do isolado 048 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 58: Imagens do isolado 049 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 59: Imagens do isolado 050 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.



108

Figura 60: Imagens do isolado 051 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 61: Imagens do isolado 052 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 62: Imagens do isolado 053 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscépio Olympus IX51.
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Figura 63: Imagens do isolado 054 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 64: Imagens do isolado 055 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 65: Imagens do isolado 056 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 66: Imagens do isolado 057 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscépio Olympus IX51.
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Figura 67: Imagens do isolado 058 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 68: Imagens do isolado 059 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 69: Imagens do isolado 060 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 70: Imagens do isolado 061 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscépio Olympus IX51.
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Figura 71: Imagens do isolado 062 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 72: Imagens do isolado 063 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)

vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 73: Imagens do isolado 064 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 74: Imagens do isolado 065 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 75: Imagens do isolado 066 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 76: Imagens do isolado 067 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 77: Imagens do isolado 068 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 78: Imagens do isolado 069 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 79: Imagens do isolado 070 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 80: Imagens do isolado 071 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 81: Imagens do isolado 072 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 82: Imagens do isolado 073 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.
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Figura 83: Imagens do isolado 074 em aumentos de 40x10 (a) e 100 x 10 (b)
vezes fotografadas no microscopio Olympus IX51.



