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RESUMO

Leveduras isoladas de sedimento do manguezal Barra das Jangadas, Jaboatao
dos Guararapes, Pernambuco, Brasil.

Os manguezais constituem ecossistemas de transicdo entre os ambientes terrestre
e marinho caracterizados por propriedades fisico-quimicas Unicas, influenciando a biota
local. Para se obter espécies que poderao ser utilizadas em processos biotecnolégicos
foram isoladas e identificadas leveduras desse ecossistema. Amostras de sedimento
foram coletadas nos meses de marco e abril2004 e outubro/2005 (periodo de estiagem),
junho e julho/2004 e julho/2005 (periodo chuvoso). Utilizou-se 25g de cada amostra do
sedimento suspensa em 225mL de 4gua destilada esterilizada; desta suspensdo 10mL foi
adicionada a 990mL de agua destilada esterilizada, da qual 1mL foi espalhado na
superficie do meio Sabouraud acrescido de extrato de levedura e cloranfenicol, contidos
em placas de Petri em triplicata. As placas foram armazenadas a TA. Foram isoladas 32
espécies de leveduras distribuidas nos géneros; Candida (25), Trichosporon (3),
Kluyveromyces (2), Rhodotorula (1), Debaryomyces (1).

Palavras chave: manguezal; sedimento; leveduras.
ABSTRACT

The mangrove constitute ecosystem of transition between the land and aquatic
environments characterized by physical and chemical unique properties influencing the
local biotic. To get species that can be used in a biotechnology process were isolated and
identified yeasts of this ecosystem. Samples of sediments were collected in the months of
March and April/2004 and October/2005 (dry period), June and July/2004 and July/2005
(rainy period). 25g were used in each one of the sediments samples suspend in 225mL of
sterilized water; 10mL of this suspended were added at 990mL of sterilized water, and
from this 1mL was scattered by the surface of the Sabouraud added by extract of yeast
and chloranfenicol, in the dishes of Petri. The plates were incubated temperature at
28°C. Were isolated 32 species of yeasts can be distributed in these kinds: Candida (25)
Trichosporon (3), Kluyveromyces (2), Rhodotorula (1), Debaryomyces (1).

Keywords: mangrove; sediment; yeasts.
1. INTRODUCAO

O manguezal desenvolve-se na zona de contato das aguas marinhas e fluviais,
onde ocorre grande instabilidade ecolégica. Sdo ambientes importantes para criacédo,
alimentacao, protegdo, reproducdo e desova de vérias espécies animais. Devido ao
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escoamento dos rios de forma represada ou liberada pela maré, ocorre a deposicdo de
sedimentos finos. Portanto, os manguezais sdo ecossistemas de transicdo entre ambiente
terrestre e marinho,caracterizados por propriedades fisico-quimicas Unicas, as quais
influenciam a biota local (AKSORNKOAE, 1993). As leveduras séo fungos unicelulares que
ocorrem em ambientes aquaticos e terrestres, saprébias em sua maioria, algumas
espécies parasitas oportunistas (LACAZ, 2002). Ocorrem em ambientes que apresentam
elevado aporte de nutrientes como carboidratos e aminoacidos, sendo utilizadas em
Varios processos biotecnoldgicos como na industria de panificacdo, producdo de enzimas,
proteinas, aminoacidos e farmacos (RATLEDGE,1982).

A alta densidade de leveduras é encontrada em sedimento marinho, com a maior
parte da populacdo a poucos centimetros da superficie (HAGLER; MENDONCA-HAGLER,
1981; MEYERS, AHEARN, 1974). As leveduras sdo encontradas em pantano salgado e
ecossistema de mangue onde apresentam um importante papel na teia alimentar
(NAGAHAMA et al., 2001; HURLEY; LOUVOIS; MULHALL, 1987). A maioria dos estudos
sobre ecologia de leveduras de regides tropicais tem sido feito em ambientes terrestres,
porém sedimentos aquaticos podem apresentar concentracdes relativamente altas de
nutrientes e popula¢cdes de leveduras (HAGLER; OLIVEIRA; MENDONCA-HAGLER, 1982;
HAGLER, AHEARN, 1987). Diante da escassez de trabalhos da ocorréncia de
(leveduras) em sedimento de manguezais torna-se importante o isolamento de
espécies de leveduras visando ampliar o conhecimento da diversidade desses
microrganismos em sedimento de manguezais no Brasil.

2. AREA DE ESTUDO

O sistema estuarino de Barra das Jangadas é formado pela juncdo dos Rios
Pirapama e Jaboatdo e por seus afluentes. Localiza-se no municipio de Jaboatdo dos
Guararapes a 20km ao sul da cidade do Recife. Apresenta-se na forma de um “S”
alongado, é pouco profundo, com largura que varia entre 200m a 250m, e comprimento
em linha reta de 300m, aproximadamente. Estes rios, juntos, drenam cerca de 1002km
até a desembocadura no Oceano Atlantico, recebendo os despejos industriais e
domeésticos das localidades por eles percorridas. Atravessa um total de 7 cidades. O atual
grau de poluicdo de suas aguas é elevado, ocasionando transtornos em alguns locais,
além de comprometerem seriamente a qualidade da agua da praia de Barra das
Jangadas (CARNEIRO; COELHO, 1960).

O clima desta regido € tropical quente e iumido, do tipo As’, com chuvas de outono-
inverno segundo Koppen, caracterizando-se por apresentar temperatura anual elevada
de aproximadamente 25,5°C e precipitagdo anual superior a 2000 mm, com duas
estacles distintas: seca, determinada pela evaporacao superior a precipitacdo e chuvosa,
onde a evaporacdo é inferior a precipitacdo (CARNEIRO; COELHO, 1960). A atividade
econdmica predominante neste estuario é caracterizada pela pesca artesanal de peixes e
moluscos. Na zona litordnea o dominio terrestre esta representado pela vegetacdo das
dunas e restingas, que demonstram ter sofrido acdo antropica e no dominio maritimo sdo
encontrados vegetais dos manguezais, correspondentes a zona fitogeografica do litoral,
pertencentes as espécies Rhizophora mangle L. (mangue vermelho), Conocarpus erectus
L. (mangue-de-botdo), Laguncularia racemosa Goaert (mangue branco) e Avicennia
schaueriana Jacq (mangue siriuba) (COUTO, 1988).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta de amostra para analise bioldgica

Foram obtidas 24 amostras de sedimento no Manguezal Barra de Jangadas,
Jaboatdo dos Guararapes, PE, doze nos meses de marco e abril/2004 e outubro/ 2005
(periodo de estiagem), e doze em junho, julho/2004 e julho/2005 (periodo chuvoso). A
coleta do sedimento foi realizada em quatro pontos aleatdrios, EM SUPERFICIE, onde a
vegetacdo caracteristica de mangue era predominante, com o auxilio de uma péa de
jardinagem e acondicionados em sacos plasticos, sendo em seguida, transportados para
0 Laboratério do Departamento de Micologia da UFPE para o manuseio. Os pontos 1 e 3
localizados ao longo do rio Jaboatdo recebem despejos de esgotos domésticos e
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industriais, e os pontos 2 e 4 localizados ao longo do rio Pirapama, que apesar de nao
serem téo poluidos quanto o Rio Jaboatdo recebem despejos de residuos industriais dos
municipios vizinhos. A temperatura da agua e do sedimento foi medida com um
termdmetro digital Hanna, para o pH do sedimento foi utilizado o pHmetro digital Hanna,
e a salinidade da agua foi determinada através de um refratbmetro manual de marca
ATAGO.

3.2. Isolamento e purificacado das leveduras

Para o isolamento o sedimento foi diluido e plaqueado segundo o método de Clark
(1965) modificado, com o seguinte procedimento: 25g de cada amostra do sedimento foi
diluida em 225mL de 4gua destilada esterilizada diluicdo (1:10). Desta suspensédo 10mL
foi adicionado a 990mL de agua destilada esterilizada diluicdo (1:1000) da qual 1mL foi
espalhado na superficie do meio Agar Sabouraud extrato de levedura e cloranfenicol
(100mg/L) contido em placas de Petri em triplicata. As placas permaneceram a
temperatura ambiente (TA 28°C+/ -1°C) e o crescimento das colbnias acompanhado até
72h. Para purificacdo das amostras de leveduras, foram preparadas suspensfes em 2ml
de &agua destilada esterilizada (ADE), contendo 50mg de cloranfenicol4. De cada
suspensdo, 0,2mL foram semeados por esgotamento na superficie de Sabouraud extrato
de levedura contidos em placas de Petri acrescido de cloranfenicol. As colbnias surgidas
isoladamente foram repicadas para tubos de ensaio contendo Sabouraud extrato de
levedura.

3.3. ldentificacdo das leveduras

A identificacdo das espécies foi efetuada através da observacdo das caracteristicas
macroscopicas (cor, aspecto) das colbnias, e microscdpicas, sendo utilizados os meios de
cultura especificos para as provas fisiolégicas e bioquimicas e bibliografias de Lodder,
(1970); Kreger van Rij, (1984); Barnett Paine e Yarrow (2000).

3.4. Parametros hidrolégicos do sedimento

As amostras de sedimento para analise biolégica foram coletadas durante as baixa-
marés baseadas nas tabuas de marés contidas em (BRASIL, 1999), para o porto do
Recife, Pernambuco. Paralelamente parametros hidrolégicos do sedimento foram
mensurados: a salinidade foi determinada através de um refratbmetro manual de marca
Atago; o pH (Potencial Hidrogenidnico) foi obtido através de um pHmetro digital Hanna e
a temperatura foi registrada através de um termdmetro digital Hanna.

3.5. Analise estatistica das leveduras isoladas

Para analisar a diversidade de espécies isoladas foi utilizado o indice de Shannon -
Wiener e aplicado o teste t utilizando o software Systat 10.0, t = H; — H,/ s H; — H, Para
verificar se houve diferenca significativa na diversidade obtida nos pontos 1, 2, 3 e 4
durante os periodos de estiagem e chuvoso, no qual o nivel de significancia critico
admitido para rejeicdo da hipétese nula adotado foi de uma possibilidade méaxima de erro
de 1% (p< 0,01) e 5% (p< 0,05), a depender do caso (KREBS, 1999).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Parametros hidroldégicos, pH, temperatura e salinidade do sedimento do
Manguezal Barra das Jangadas

Os valores da salinidade variaram de 3 a 32%o0 para as amostras de sedimento nos
periodos de coletas. No periodo chuvoso a salinidade do sedimento variou de 3 a 1020 €
no periodo de estiagem de 25 a 32%o0. A temperatura do sedimento oscilou de 26 a 29°C
no periodo de estiagem e no periodo chuvoso de 23 a 24°C. O pH esteve ligeiramente
alcalino, de 6,4 a 7,8 no periodo de estiagem e no periodo chuvoso de 6,7 a 7,9 nao
havendo mudanca significativa nos valores de pH para os periodos de coleta (Tab. 1). Os
diferentes valores de salinidade nos periodos chuvoso e de estiagem podem esta
relacionados com a interferéncia das aguas poluidas por esgotos domésticos e industriais
dos Rios Jaboatdo e Pirapama que banham todo o manguezal. Algumas espécies de
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leveduras sdo reconhecidas pela sua capacidade de tolerdncia a altas concentracdes de
acucares engquanto outras sao mais tolerantes a altas concentracdes de sais. Algumas
sao mais tolerantes a valores mais alcalinos de pH, enquanto outras se adaptam melhor
em condi¢cdes mais acidas (PAULA; PURCHIO; GAMBALE, 1983). Candida parapsilosis,
Debaryomyces hansenii, Rhodotorula rubra e Pichia etchelsii sdo capazes de crescer com
valores acima de 15% de NaCl (LAZARUS; KOBURGER, 1974). Kurtzman e Fell (1998)
referem a baixa ocorréncia e diversidade de espécies de leveduras em aguas de
ambiente hipersalino. As popula¢gfes de leveduras sdo mais escassas na agua do mar do
que em agua doce, e diminuem com a profundidade e a distancia da superficie (VOLZ;
JERGER; WORZBURGER, 1974). Neste trabalho a baixa frequéncia de espécies de
leveduras ascomicéticas e a prevaléncia de espécies de Candida estdo de acordo com os
achados de (SOARES et al., 1997) em uma regido costeira do Rio de Janeiro. Essa baixa
frequéncia de espécies de leveduras ascomicéticas no manguezal Barra das Jangadas
pode esta relacionada a baixa resisténcia dessas leveduras a altas temperaturas. De
acordo com Hagler et al (1986) os locais de temperatura mais amena dos ecossistemas
de mangue, aparentemente, apresentam um nudmero mais elevado de espécies de
leveduras ascomicéticas, as quais sao menos tolerantes a altas temperaturas do que as
basidiomicéticas.

Tabela 1 - Parametros hidrolégicos, pH, temperatura e salinidade do sedimento do
Manguezal Barra das Jangadas, Jaboatdo dos Guararapes, PE, Brasil.

Manguezais Estiagem Chuvoso
Maré Ponto (1) Ponto (2) Ponto (3) Ponto (4)
Datas/Parametros M)
T S T S T S T S
pH pH pH pH
(°C) | (%60) (°C) | (%60) (°C) | (%60) (°C) | (%60)
09/03/04 0,1 |6,44|27,4|25,0(7,72| 28,4 (32,0| - - - - - -
05/04/04 0,1 |6,50/28,4| 30,0 (7,80| 26,5 30,0 | - - - - - -
30/06/04 0,0 - - - - - - 17,50 23,2 | 3,0 |7,41]| 23,4| 9,0
29/07/04 0,1 - - - - - - 16,70/23,8| 7,0 |7,82|23,0| 7,0
25/07/05 0,1 | - - - - - - |7,94| 23,9 10,0 |7,85| 24,3 7,0
03/10/05 0,2 |7,02|29,0| 25,0 (7,83| 25,9 (29,0| - - - - - -

4.2. Isolamento de Leveduras

Das 24 amostras de sedimento coletadas foram isoladas 32 espécies de leveduras
correspondentes aos géneros Candida (25), Debaryomyces (1), Kluyveromyces (2),
Trichosporon (3), e Rhodotorula (1), obtendo-se um total de 328 UFC/mL (Tab. 2). O
ndimero de leveduras encontrado mostrou a habilidade dos substratos de mangue para
suportar uma densidade microbiana de comunidades heterotréficas, provavelmente
refletindo o nivel de nutrientes encontrado nos sedimentos.

Candida foi o género isolado com maior diversidade de espécies (25), em
comparacdo com os demais géneros isolados. Hagler et al (1986) referem que Candida é
0 género mais isolado de ambiente aquatico e floresta tropical, incluindo substratos de
mangue. Espécies de Candida sdo também referidas por Hagler e Mendonca-Hagler
(1981) como dominantes em ambiente marinho na Florida. Hagler et al (1986) referem
que espécies de Candida encontradas em sedimentos poluidos de um estuario do Rio de
Janeiro sdo prevalentes de aguas poluidas e esgotos domésticos. Esses resultados estdo
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de acordo com os achados nesta pesquisa. Candida krusei e C. parapsilosis destacaram-
se por apresentar maior niumero de UFC, (30) e (33) respectivamente, durante o periodo
chuvoso ao longo dos rios Jaboatdo e Pirapama. Candida glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. albicans séo referidas em sedimento de estuario poluido por Hagler;
Oliveira, e Mendonca-Hagler, (1982). Estas espécies também foram isoladas nesta
pesquisa em sedimento de mangue poluido. Segundo Hagler; Oliveira e Mendonca-
Hagler, (1987), esses achados estédo relacionados com a contaminacao fecal por fontes
humanas e de animais incluindo péassaros, tipicos de ambiente de mangue e estuarios.
Foi significativamente alto o numero de espécies de leveduras fermentativas,
principalmente C. melibiosica, C. haemulonii, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei
encontradas no sedimento do manguezal Barra das Jangadas. Meyers e Ahearn (1974)
relataram que C. krusei ndo é uma espécie bem adaptada as condi¢cdes marinhas,
entretanto poluicdo doméstica pode favorecer o aparecimento desta espécie em
sedimento de mangue. Hagler e Mendonca-Hagler (1981) referem que Candida,
Rhodotorula, Debaryomyces e Trichosporon s&o os géneros mais frequentemente
isolados em aguas de estuario poluido.

Trichosporon esteve representado com trés espécies: Trichosporon aquatile, T.
cutaneum e T. brassicae. Paula; Purchio e Gambale, (1983) relataram que espécies de
Trichosporon apresentam baixa adaptacdo a ambiente marinho ocorrendo
preferencialmente em ambiente de agua doce poluido. Espécies desse género foram
encontradas em substratos como madeira, solo, areia de praia e agua salgada (Hagler et
al. 1993).

O uso de leveduras com pigmento carotendide como indicador de poluicdo foi
fomentado pela primeira vez por van Uden e Fell (1968), embora, essas leveduras néo
parecam ser representativas em outros estudos por ndo serem correlacionadas com
nenhum fator de polui¢cdo. Rhodotorula ocorreu com uma espécie no periodo chuvoso no
local mais poluido, corroborando com os dados de Fell e van Uden (1963) e van Uden e
Fell (1968) onde referem que sedimentos de manguezais poluidos ndo sdo ambientes
favoraveis para leveduras estritamente oxidativas. Meyers e Ahearn (1974) e Hagler et al
(1986) referem que espécies de Rhodotorula ocorreram em sedimento de manguezal
menos poluido.

Kluyveromyces aestuarii foi isolada do sedimento de estuario na Flérida, U. S. A.
(FELL; van UDEN, 1963). Sua presenca parece ser relatada mais especificamente de
sedimento e organismos que se alimentam de detritos em ecossistema de mangue.
Araudjo et al (1995) referem que a ocorréncia de Kluyveromyces pode esta associada com
invertebrados de mangue. K. aestuarii e K. waltii foram encontradas nesta pesquisa em
locais menos poluidos nos periodos de estiagem e chuvoso, respectivamente.

Debaryomyces hansenii teleomorfo de Candida famata ocorreu no ponto 3 no
periodo chuvoso ao longo do rio Jaboatdo. Hagler e Mendonca-Hagler (1981) referem a
ocorréncia desta espécie em estuario poluido e 4gua do mar no Rio de Janeiro, sugerindo
que a mesma é um habitante normal da agua do mar capaz de sobreviver em ambiente
poluido. No ponto 3 ao longo do Rio Jaboatdo no periodo chuvoso que recebe despejos de
esgotos domésticos e industriais ocorreu maior niUmero de espécies (17) e maior nidmero
de UFC (138). Pode-se considerar que sedimento de manguezal poluido apresenta um
potencial elevado de leveduras, colocando-as como indicadores de poluicdo.

Tabela 2 - Unidades formadoras de colénias (UFC/mL) de espécies de leveduras isoladas
do sedimento do Manguezal Barra das Jangadas, Jaboatao dos Guararapes,
Pernambuco, Brasil
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Estiagem Estiagem Chuvoso Chuvoso Total

Género/ Espécie Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4 de

(Jaboatao) (Pirapama) (Jaboatdo)| (Pirapama) UFC

Candida albicans (Robin) Berkhout 0 0] 6 0 6
C. bombi Montrocher ] 0] 7 0 7
C. boidinii Ramirez 0 5 12 0 17
C. blankii Buckley & van Uden 4 0 0 0 4
C. butyri Nakase 0 0 0] 3 3
C. castellii Meyer & Yarrow 0 0 6 10 16
C. catenulata Diddens & Lodder 4 (0] 0 0 4
C. dendronema van der Walt 2 0 0 0 2
C. diddensiae (Phaff et al.) Fell & Meyer 0 0] 7 2 9
C. etchellsii (Lodder & Kreger- van Rij) 0 0 3 0 3
C. famata (Harrison) Meyer & Yarrow 0 5 0 0 5
C. fennica Meyer & Ahearn 0 0 3 5 8
C. geochares Meyer & Yarrow 0 0 8 (0] 8
C. glabrata (Annderson) Meyer & Yarrow 14 5 0 0 19
C. haemulonii (van Uden & Kolipinski) 22 0 4 0 26
C. insectamans Scott et al. 8 0 0 14
C. kefyr (Beijerinck) van Uden & Buckley 0 0 5 5
C. krusei (Cast.) Berkhout 0 21 9 30
C. melibiosica Buckley & van Uden 15 0 11 26
C. membranaefaciens Lodder & kreger- 12 0 0 12
van Rij
C. milleri Yarrow 6] 5 0 0 5
C. parapsilosis Langeron & Talice 0 0 23 10 33
C. rugopelliculosa Nadase 0 0 12 0 12
C. sake Saito & Ota 0 0 0] 8 8
C. tropicalis (Castellani) Berkhout 0 0 14 0 14
Debaryomyces hansenii Lodder & Kreger 0 0 5 0 5
van Rij
Kluyveromyces aestuarii van der Walt 0 9 0 0 9
K. waltii Kodama 6] 0 0 5 5
Rhodotorula minuta (Saito) Harrison 0 0 2 0 2
Trichosporon aquatile Hedrick & Dupont 0 0 3 0 3
T. cutaneum (De Beurm. Gongerot Et 3 0 2 0 5
Vaucher)
T. brassicae Nakase 0 0] 0 3 3
Total (UFC) 67 ) 138 ‘ 71 ‘ 328

4.3. Indice de Diversidade

Os indices de diversidade entre os locais de coleta no periodo chuvoso foram de
H1 = 1,11 decs/ individuo para o ponto 3 e H2 = 0,87 decs/ individuo para o ponto 4, de
acordo com o teste t houve diferenca significativa (tc = 6,70 > tt = 1,654); para os
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locais de coleta no periodo de estiagem os indices foram H1= 0,68 decs/ individuo para o
ponto 1 e H2 = 0,70 decs/ individuo para o ponto 2 revelando que ndo houve diferenca
significativa (tc = 0,40 < tt = 1,659); entre os pontos de coleta 1 e 3 nos periodos de
estiagem e chuvoso os indices foram H1 = 0,78 decs/ individuo e H2 = 1,11decs/
individuo respectivamente, indicando que houve diferenca significativa (tc = 7,55 > tt =
1,657); para os pontos de coleta 2 e 4 nos periodos de estiagem e chuvoso os indices
foram H1 = 0,80 decs/individuo e H2 = 0,82 decs/ individuo respectivamente, indicando
que nao houve diferenca significativa (tc = 0,59 < tt = 1,659). Esses resultados
demonstraram que no periodo chuvoso no ponto 3 ao longo do Rio Jaboatdo ocorreu
maior numero de isolamentos e maior diversidade de espécies, provavelmente devido a
quantidade de matéria organica depositada no sedimento, facilitada pelas chuvas e fluxo
das marés.
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