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RESUMO

Os manguezais sao ecossistemas de transicdo entre o ambiente marinho e terrestre,
presentes em regides tropicais e subtropicais. E considerado um dos mais importantes
ecossistemas. Devido ao alto contetudo organico dos solos e da rizosfera, é possivel
abrigar uma diversidade de microrganismos interagindo entre si, com outros organismos
e com fatores ambientais. Varios estudos demonstraram associa¢cdes entre bactérias e
algumas espécies de plantas de mangue. No entanto, comunidades de leveduras
associadas a espécies de mangue recebem muito menos atencéo. Diante do exposto,
nosso objetivo foi verificar a diversidade e a composi¢céo de leveduras associadas aos
sedimentos adjacentes a rizosfera da espécie L. racemosa e avaliar se fatores bidticos
e abidticos do ambiente podem influenciar a diversidade. Para tanto, foram aferidos os
parametros fisico-quimicos e coletadas amostras de sedimento em trés pontos no
manguezal do rio Santo Antdnio. As amostras foram diluidas e semeadas em Agar YM
modificado, seguidas de incubacao a 25-28 °C por 5-7 dias. Para realizar a identificacao
molecular, a regido D1/D2 LSU rDNA dos isolados foi amplificada e sequenciada. Os
parametros fisico-quimicos do ambiente ndo apresentaram variacdo estatisticamente
significativa entre os pontos. Foi obtido um total de 132 isolados de leveduras,
pertencentes a 32 espécies distribuidas em 18 géneros. A maioria das espécies teve
ocorréncia Unica nas amostras. Foi isolada uma possivel espécie nova pertencente ao
género Barnettozyma. Além disso, verificamos que a comunidade de leveduras dos
pontos amostrados é composicionalmente estavel, mas as diversidades taxonémicas e
filogenéticas entre os pontos amostrados tiveram diferencas significativas, aumentado a
medida que os locais de amostragens estavam mais distantes do mar. Estes resultados
indicam que, apesar das flutuacbes diarias dos fatores do ambiente, h4d uma
estabilidade na composicdo da comunidade de leveduras que vivem em associacao
com a espécie L. racemosa. A curva de extrapolagdo ndo atingiu a assintota, indicando
gue ainda existem espécies de leveduras em associacdo com a espécie L. racemosa
gue ndo conseguimos amostrar. Através da analise dos dados obtidos, concluiu-se que
os parametros fisico-quimicos aferidos nao influenciaram a diversidade de leveduras
amostradas. A diversidade taxondmica de leveduras na mesma espécie vegetal pode
variar ao longo do manguezal e provavelmente devido ao regime de marés havera um
ciclo de entrada e saida de espécies. Portanto, novas coletas devem ser feitas para
melhor elucidar a dindmica das espécies de leveduras presentes em manguezal.

Palavras-chave: Micro-organismos, fungos, rizosfera, APA Costa dos Corais, floresta de

mangue



ABSTRACT

Mangroves are transitional ecosystems between marine and terrestrial environments
present in tropical and subtropical regions. It is considered the most important
ecosystem. Due to the fact that the high organic content of soils and rhizosphere
enables it to encompass a diversity of microorganisms interacting with each other, with
other organisms and also with environmental factors. Several studies have
demonstrated associations between bacteria and some species of mangrove plants.
However, yeast communities associated with mangrove species receive much less
attention. Thus, our objective was to verify the diversity and composition of yeasts
associated with sediments adjacent to the rhizosphere of the L. racemosa species and
to assess whether biotic and abiotic factors in the environment can influence diversity.
Therefore the physical-chemical parameters were measured and sediment samples
were collected at three different points in the mangrove swamp of the Santo Antonio
river. Samples were diluted and seeded on modified YM Agar, followed by incubation at
25-28 °C for 5-7 days. To perform molecular identification the D1/D2 LSU rDNA region
of the isolates was amplified and sequenced. The physical-chemical parameters of the
environment did not show significant variation statistically between the points. A total of
132 isolated were obtained belonging to 32 species distributed in 18 genera. Most
species had a single occurrence in the samples and a possible new species belonging
to the genus Barnettozyma was isolated. Furthermore, we verified that the yeast
community of the sampled points is compositionally stable, but the taxonomic and
phylogenetic diversities between the sampled points had significant differences
increasing as the sampling sites were farther from the sea. These results indicate that,
despite the daily fluctuations of environmental factors, there is stability in the
composition of the community of yeasts which live in association with the species L.
racemosa. The extrapolation curve did not reach the asymptote, indicating that there are
still yeast species in association with the L. racemosa species which we were unable to
sample. Through the analysis of the data obtained, it was concluded that the physical-
chemical parameters measured did not influence the diversity of sampled yeasts. The
taxonomic diversity of yeasts in the same plant species can vary throughout the
mangrove and probably due to the tidal regime there will be a cycle of entry and exit of
species. Therefore, new collections must be made to better elucidate the dynamics of
yeast species present in mangroves.

Keywords: Microorganisms, fungi, rhizosphere, APA Costa dos Corais, mangrove forest.
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1. INTRODUCAO

A Area de Protecdo Ambiental Costa dos Corais (APACC) faz parte da Unidade
de Conservacao Federal do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
(ICMBIo) e possui aproximadamente 120 km de manguezais e faixa litoranea de praia.
Um dos principais objetivos da APACC é viabilizar a protecdo dos manguezais
presentes nos trechos centro-oeste e norte do litoral de Alagoas, mantendo a
integridade desse ecossistema. Entre os manguezais existentes nha APACC esta o
manguezal do rio Santo Antonio (ICMBio/APACC, 2013; APACC/ PAPP, 2018).

Os manguezais S80 ecossistemas costeiros, complexos, sujeitos ao regime de
marés (TOMLINSON, 1986; BEHERA et al., 2017), e estdo situados em &areas de
transicdo entre os ambientes terrestres e marinhos de regifes tropicais e subtropicais
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1995; KATHIRESAN; BINGHAM, 2001). Esse ecossistema
tem habitats variados, responsaveis por abrigar diversos organismos que interagem
entre si, como espécies animais e vegetais denominadas mangue (SCHAEFFER-
NOVELLI, 1995; ICMBIO, 2018).

No litoral brasileiro predominam trés géneros vegetais de mangue: Avicennia,
Laguncularia e Rhizophora. As plantas dos trés géneros sao haldfitas restritas a
manguezais que desenvolveram adaptacdes fisioloégicas para sobreviver em solos
extremamente salinos, com temperaturas muito elevadas e deficiéncia de oxigénio em
virtude das alteracbes da maré (TOMLINSON, 2016). A espécie Laguncularia
racemosa, por exemplo, é encontrada predominantemente em aguas salobras, no
fragmento intermedidrio do sedimento de manguezais, ou seja, em lugares pouco
alagado (SCHAEFFER-NOVELLI; CITRON-MOLERO, 1986). Além disso, os individuos
dessa espécie sdo amplamente distribuidos por toda costa brasileira (Ximenes et al.,
2016).

Como exemplos de adaptacfes das espécies vegetais presentes em manguezais
tém-se a viviparidade (processo em que ocorre a germinagdo e desenvolvimento
precoce das sementes antes da dispersédo), a criacdo de mecanismos de excrecao de

sal (glandulas de sal), e o desenvolvimento de pneumatoforos ou rizoforos, que se
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fixam ao substrato lamoso criando zonas com atividade biologica elevada (OSORIO;
WINGFIELD; ROUX, 2016).

Essas zonas sao criadas devido ao processo intitulado de facilitagdo, que ocorre
no ecossistema entre as plantas e os diversos organismos (HUXHAM et al., 2019). Os
micro-organismos que habitam os sedimentos adjacentes a rizosfera de manguezais
possuem alta adaptabilidade, fertilidade e diversidade genética (SINGH; SINGH,;
PANDA, 2020), entre esses estdo os fungos e as bactérias (JIA et al., 2020).

Apesar dos diversos fatores, alguns micro-organismos prosperam nesse tipo de
ecossistema, como as leveduras. Leveduras séo fungos unicelulares que se distribuem
em ambientes atmosféricos, aquaticos e terrestres (BUZZINI; LACHANCE; YURKOV,
2017). Em sedimentos de mangue, ambiente rico em matéria organica, sdo encontradas
em pequenas profundidades (MASON et al., 2014), compondo uma boa parte da
biomassa microbiana (BUZZINI; LACHANCE; YURKOV, 2017). Esse grupo de micro-
organismos desempenham papeéis fundamentais no ecossistema, como a
decomposicdo de matéria organica, sédo bioindicadores ambientais, realizam a ciclagem
de nutrientes e mantém uma relacao simbidtica com as plantas e suas raizes (CHI et
al., 2012; KUNTHIPHUN et al., 2019).

Com o passar dos tempos uma diversidade de leveduras foram isoladas de
sedimentos (YURKOV, 2017). Na literatura foram relatadas algumas informacdes sobre
espécies de leveduras que podem ser influenciadas por fatores do ambiente (KRUMME
et al., 2012, LIU et al., 2020; SARAVANAKUMAR et al., 2016), entretanto ainda sao
poucos o0s estudos que relatam sobre as espécies de leveduras (BUZZINI; LACHANCE;
YURKOQV, 2017). As leveduras provenientes de sedimentos de ecossistemas tropicais e
subtropicais, por exemplo, recebem menos atencdo que as demais, € aos poucos estao
sendo devastadas, portanto pesquisas que investigam a comunidade de leveduras
desses ambientes séo valiosas (YURKOV, 2018).

Nesse contexto, € importante conhecer as espécies de leveduras presentes em
sedimentos adjacentes a rizosfera, pois a presenca ou auséncia de algumas destas
espécies nos ecossistemas podem estar diretamente relacionadas a alteragbes no
ambiente, como poluigdo e degradacao (FELL et al., 2010; ARAUJO; HAGLER, 2011).
A espécie Kluyveromyces aestuarii é recorrente em manguezais e a sua auséncia pode
indicar modificacbes ambientais de origem natural, como inundacéo provocada pela

abundancia de chuvas, ou modificacbes de origem antropica, como a poluicdo



proveniente de residuos derivados de alvenaria (ARAUJO; HAGLER, 2011). As
espécies Candida tropicalis e Candida albicans, por exemplo, sdo espécies de
leveduras que segundo Fell e colaboradores (2010) s&o encontradas em ambientes
com indicios de poluicéo.

Em manguezais, os fungos filamentosos e as bactérias sdo mais pesquisados se
comparados as leveduras (LOUREIRO et al.,, 2011; JIA et al., 2020). Entretanto,
mostram-se promissores em relacao a diversidade de leveduras e quando estudados,
revelam além de uma alta diversidade, a presenca de novas espécies
(SARAVANAKUMAR et al., 2013; SIMOES et al., 2015; YAO et al., 2018, ARMED et al.,
2019). Como no trabalho realizado por Fell e colaboradores (2004), onde foram
estudados os sedimentos de manguezal nas Bahamas e verificaram a presenca de uma
nova espécie denominada Lachancea meyersii, e os estudos realizados por Kunthiphun
e colaboradores (2019) e Limtong e colaboradores (2008) que ao estudar as florestas
de mangue da Tailandia, verificaram a presenca de novas espécies de leveduras,
Heterocephalacria mucosa, e Candida thaimueangensis, respectivamente.

Estudos envolvendo a comunidade de leveduras em habitats ec6tonos como os
manguezais sdo negligenciados (SIMOES et al., 2015). Estudos sobre os micro-
organismos associados sao importantes para que se possa identificar a biodiversidade
local e averiguar a composicado dessas comunidades que sobrevivem em ecossistemas
tdo fisiologicamente desafiadores (FIORAVANTI et al., 2012). Além disso, estudos
sobre a comunidade de leveduras associadas a sedimentos adjacentes a rizosfera da
espécie L. racemosa sao inexistentes até o momento, sendo 0 nosso trabalho pioneiro.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a comunidade de leveduras
associadas a sedimentos adjacentes a rizosfera da espécie de mangue L. racemosa no

manguezal do municipio Barra de Santo Antonio, Alagoas.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Verificar a diversidade e a composicdo de leveduras associadas aos sedimentos

adjacentes a rizosfera da espécie L. racemosa e avaliar se fatores bidticos e

abidticos do ambiente podem influenciar a diversidade.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a comunidade de leveduras cultivAveis associadas aos sedimentos
adjacentes a rizosfera das espécies de L. racemosa no manguezal do rio Santo
Antonio, Alagoas;

Verificar como a comunidade de leveduras responde a mudancas nos fatores

ambientais.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. O ecossistema manguezal

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros situados em regides tropicais e
subtropicais (Figura 1), ecotono entre a terra e a agua (CAIAFA et al., 2020). Com éarea
de aproximadamente 150.000 km? os manguezais abrangem um total de 123 paises
(KATHIRESAN, 2012), sendo que a maior extensdo territorial de manguezais esta
localizada na Asia, Africa, Oceania, América do Sul e América do Norte, representados
respectivamente pela Indonésia, Nigéria, Australia, Brasil, e México, totalizando uma

parcela de 48% dos manguezais do mundo (UNEP, 2014).

Figura 1. Mapa mostrando distribuicdo dos manguezais no mundo
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Os manguezais sdo ambientes singulares, pois possuem a capacidade de
absorcdo de carbono atmosférico e armazenamento em forma de carboidratos
(acucares e celulose), tendo um papel importante no balanco mundial geral de carbono
(SOUZA et al.,, 2018). Além disso, esses ecossistemas sdo altamente produtivos
(FERREIRA; LARCEDA, 2016) e dispdem de caracteristicas fisico-quimicas Unicas que
variam de acordo com a alta e baixa da maré, sazonalidade com estacdo chuvosa e

seca (SCHAEFFER-NOVELLI, 1990), ou até mesmo as acfes antropicas por meio de



despejos inadequados de esgoto doméstico, que influenciam na qualidade da agua e
do solo (PINHEIRO; TALAMONI, 2018).

As contribuicbes ambientais prestadas pelo ecossistema manguezal sao
diversas, como estabilizacdo da costa, barreiras no processo de lixiviagcao e sequestram
mais carbono que as demais florestas tropicais (HOCHARD et al.,, 2019). Esse
ecossistema possui nichos ecoldgicos diversificados responsaveis por abrigar diversos
organismos numa escala macro ou microbiolégica, como anfibios, mamiferos, peixes,
insetos, aves, crustaceos, moluscos, protozoarios, fungos e bactérias
(KUSUMANINGTYAS et al.,, 2019) sendo que algumas dessas espécies ndo sao
restritas desse ecossistema, mas alimentam-se e se reproduzem nele, contabilizando
aproximadamente 700 espécies (ICMBio, 2018).

Até 2001, estimou-se que 0s manguezais tenham sofrido taxas de desmatamento
de aproximadamente 3,6% ao ano (VALIELA; BOWEN; YORK, 2001). No cenario atual,
os indices anuais de desmatamento dos mangues variaram entre 0,2 e 0,7%. A reducao
dos indices de desmatamento esta relacionada a implantacéo de praticas efetivas de
conservacao (FRIESS et al., 2019), atreladas a praticas de monitoramento em larga
escala (Figura 2) (MEJIA-RENTERIA et al., 2018). Os estudos no ecossistema
manguezal tém aumentado, mas ainda ndo contemplam informacdes suficientes para a

implementacéo de praticas de conservacao globais (FRIESS et al., 2019).

Figura 2. Mapa demonstrando as &reas de manguezais perdidas
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A perda, reducdo ou fragmentacdo dos manguezais afetam negativamente os
Servigos ecossistémicos prestados por esse ecossistema e para as comunidades de
organismos que habitam esse ambiente, como por exemplo, o sequestro de carbono
(CURNICK et al., 2019). Uma das alternativas para a recuperagdo dessas areas € a
pratica de silvicultura de espécies de mangues, mas esse processo pode afetar e
modificar o ambiente, perdendo a funcionalidade de abrigar os organismos nativos de
manguezais (BRYAN-BROWN et al., 2020).

3.2. Os manguezais brasileiros

O Brasil ocupa o terceiro lugar no ranking mundial de paises com maior area de
manguezais, ficando atras apenas da Indonésia e da Australia, com 7% dos
manguezais do mundo (FAO, 2007). Com area de aproximadamente 13.000 Km?, os
manguezais brasileiros abrangem um vasto territério que se estende desde a costa da
Praia do Sonho, em Santa Catarina até o Oiapoque, no Estado do Amapa (ICMBio,
2018; GASPARINETTI et al., 2018). A FAO (2007) estimou a cobertura de manguezais
em 15,2 milhdes de hectares, sendo as maiores areas presentes na Asia, Africa e

América.

De acordo com o Caodigo Florestal Brasileiro, através da lei n° 12.651, de 25 de
maio de 2012, os manguezais sdo Areas de Preservacéo Permanente (APP) e seu uso
estd condicionado a normativas estabelecidas garantidas por lei que constam na
Constituicdo Federal (1988), no Cdédigo Florestal (Lei 4.471/65), na Resolucdo n°
303/2002 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) e no Novo Caddigo
Florestal (Lei 12.651/2012).

Essas leis e resolugcdes determinam 0s usos sustentaveis dos recursos
ecossistémicos e das suas extensdes, propondo medidas que viabilizem a conservagéao
e o desenvolvimento econdmico de forma igualitaria. Para tanto, o conceito de
Unidades de Conservacédo (UCs) foi criado e organizado junto ao Sistema Nacional de
Unidades de Conservacdo (SNUC) para viabilizar a preservacdo e conservacao da
biodiversidade da fauna e da flora, atualmente em territério nacional ja existem 2.309
UCs estabelecidas e os manguezais estdo presentes em 120 delas (LEAO; PRATES;
FUMI, 2018).



Os manguezais sdo ecossistemas complexos, neles existem condi¢des fisico-
guimicas variadas, alteracdes de temperatura, salinidade e inundacao (SINGH; SINGH,;
PANDA, 2020), mas algumas alteracbes que ocorrem nos manguezais sao decorrentes
principalmente da acdo antropica, como desmatamento da area vegetativa para fins de
especulacdes mobiliarias (construcdo de residéncias ou empreendimentos privados),
para a inser¢cdo de novos empreendimentos de aquicultura (psicultura e carcinicultura),
plantio de monoculturas (cana-de-agUcar, soja e coqueirais) e extrativismo ilegal (para
obtencao de lenha) (ICMBio, 2018; GASPARINETTI et al., 2018; CAIAFA et al., 2020).

Esses disturbios comprometem o processo de fotossintese de algumas espécies
mais sensiveis a essa alteracdo, que acarreta mudancas no periodo de floragao,
compromete a relagdo simbidtica de organismos polinizadores, ocorre o aumento da
temperatura do ar e agua, provoca a escassez pluviométrica que pode ocasionar 0
desaparecimento de algumas espécies termosensiveis e mudancas na distribuicdo e

composicao das comunidades (CAIAFA et al., 2020).

3.3. Cobertura vegetal

Os manguezais brasileiros possuem uma area de 1.211.44 hectares de cobertura
vegetal e, dessa area, cerca de 83% sao destinados ao uso sustentavel, sendo que
17% sao protegidas integralmente (ICMBio, 2019). Entre os estados brasileiros, o
Maranh&o possui a maior cobertura vegetal de mangue com aproximadamente 5.054
Km?, seguido por Amapa (2.268 Km?), Para (3.905 Km?), com menores parcelas em
Espirito Santo (80 Km?), Piaui (55 Km?) e Alagoas (55 Km?). Assim mesmo, estima-se
gue 25% dos manguezais foram devastados até o inicio do século 20, principalmente
nas regides Sudeste e Nordeste (ICMBIio, 2018). As principais espécies encontradas
sao: A. germinans, A. schaueriana, L. racemosa, R. harrisonii, R. mangle e R. racemosa
(Figura 3) (GASPARINETTI, 2018).



Figura 3. Mapa da distribuicdo das espécies vegetais de mangue no litoral brasileiro.
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Fonte: Adaptado de (Ximenes et al., 2016)

O género Rhizophora é conhecido popularmente como mangue-vermelho,
mangue-verdadeiro, mangue-bravo, entre outros. Ocorre principalmente as margens do
rio nas parcelas mais submersas e proxima ao oceano, chegando a tolerar até 55
partes por milhdo (ppm) de salinidade (SCHAEFFER-NOVELLI; LACERDA, 1994). As
espécies desse género toleram menos salinidade do que as espécies do género
Avicennia, conhecidas como mangue-preto, siribinha e siritba (SCHAEFFER-NOVELLI;
CITRON-MOLERO, 1986). Ja as espécies do género Laguncularia, conhecidas como
mangue-branco ou mangue-amarelo, sdo encontrados em regides de costa com baixa
salinidade, ou, ao longo de canais de agua salobra (SCHAEFFER-NOVELLI; CITRON-
MOLERO, 1986).

A estrutura das florestas de mangue possibilita a criacdo de habitats

diversificados que proporcionam abrigo para as espécies contra os predadores,



possibilitam a reproducédo e crescimento das espécies de origem oceanica, de agua
doce e terrestres, além de servirem para fins medicinais (SANTOS et al., 2020). As
condi¢gbes ambientais como a incidéncia de luz, temperatura e os fatores edéaficos séo

determinantes para a fauna dos manguezais (SILVA; MAIA, 2019).

3.4. Sedimento de manguezais

Algumas varia¢des fisico-quimicas do sedimento estdo atreladas as espécies
vegetativas, possibilitando uma relagéo intrinseca entre a saude do solo e a nutricéo
das plantas, pois a estabilidade e os nutrientes do sedimento sdo fundamentais para os
mangues e 0os demais organismos (LACERDA, 1984; VANNUCCI, 1989; NOVA et al.,
2017).

Os manguezais brasileiros estdo firmados sob o solo com uma enorme variagao
granulométrica sedimentar de composi¢cdo variada entre os tipos arenoso, argiloso e
siltico (SILVA; MACEDO; BRAYNER, 2010). Para a analise de sedimentos, 0 CONAMA
estabelece os “Valores de Referéncia de Qualidade do Solo (VRQ)” na Resolugéo
420/2009. Os VRQs séo baseados na avaliacdo dos teores naturais dos elementos nos
solos, sem influéncia da atividade humana (CONAMA, 2009) estabelecidos para cada
estado do Brasil. A mesma resolucdo apresenta valores orientadores (VO) para
elementos-traco que foram compilados de estudos ecotoxicoldgicos realizados fora do
Brasil.

Quando é analisada a composi¢do do sedimento e levando em consideracéo os
VRQ@s, elevadas quantidades de silte e argila e menores teores de areia podem indicar
a presenca de contaminantes (CETESB, 2018). O monitoramento de eventuais
entradas desses elementos pode garantir a preservacdo dos servigcos ecossistémicos
(ALLOWAY, 1990; CAMPOS et al., 2018).

Os sedimentos de manguezais sdo constituidos principalmente por residuos do
proprio ambiente, como a serapilheira proveniente de folhas, sementes e propagulos,
organismos vertebrados e invertebrados e outros componentes decorrentes da
periodicidade das inundacbes pelas aguas oceénicas e agua doce, recebendo
nutrientes e sedimentos de rio e terras a jusante (FAO, 2007; KERRY; DAS; PATRA,
2017). Geralmente os sedimentos de manguezais apresentam aspecto de lama, alta

salinidade, possui um cheiro semelhante a ovo em estagio de decomposicao. Esse odor



€ mais forte em alguns manguezais do que em outros devido a quantidade de sulfeto de
hidrogénio (H,S) (UNESP, 2018).

As caracteristicas bioquimicas, biofisicas e biolégicas do sedimento, como: a
atividade enzimatica, a taxa de respiracao, a diversidade e a biomassa microbiana, sao
bioindicadores de qualidade ambiental sensiveis que fornecem informacdes importantes
para conservacao e manejo do ecossistema manguezal (SANTANA; BAHIA FILHO,
1998; DORAN; PARKIN, 1997).

Os sedimentos provenientes de manguezais possuem a natureza historica local,
pois possibilita 0 conhecimento de materiais sedimentados e de eventos que podem ter
ocorrido durante anos ou até mesmo seculos, contendo informacdes de possiveis
impactos sofridos por esse ambiente (BORGES, 2006). Li e colaboradores (2019)
observaram que a contaminacdo em sedimentos de mangue pode ter um efeito
negativo na capacidade de deposicdo de nutrientes realizada por micro-organismos no
ecossistema. A degradacédo dos manguezais afeta também a diversidade e modifica as
caracteristicas fisicas do ambiente (RODRIGUEZ et al., 2019).

3.5. Micro-organismos associados a sedimentos adjacentes arizosfera de
mangues

Os manguezais, por exemplo, sdo ecossistemas que possuem condicdes
ambientais muito caracteristicas e singulares, que sdo hotspots de diversidade de
micro-organismos que desempenham papéis essenciais para a manutencdo do
ecossistema (ANDREOTE et al., 2012), contribuindo para o status de alta produtividade
dos manguezais (KOMIYAMA; ONG; POUNGPARN, 2008).

A biomassa microbiana nos manguezais € constituida principalmente por fungos
e bactérias, que representam 91% da totalidade, e os demais 9% sédo constituidos por
algas e os protozoarios (ALONGI, 1988). Entre o0s servicos ecossistémicos
desempenhados pelos micro-organismos, os fungos contribuem para a decomposicéo
primaria de matéria organica, reciclando e conservando nutrientes neste ecossistema
(DAS; LYLA; KHAN, 2006; KRISTENSEN et al., 2008), participando também da cadeia
alimentar como alimento de vertebrados e invertebrados (GHIZELINI; HAGLER;
MACRAE, 2012).



Os micro-organismos, incluindo as leveduras, podem ser biorremediadores de
ecossistemas fragilizados e/ou devastados (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010),
uma vez que podem utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono (AMARAL,
LACERDA; NAVONI, 2020). Além disso, sao eficientes na biodegradacdo de
compostos, tornando-se uma alternativa para recuperar efluentes contaminados por
corantes industriais e por compostos xenobibticos, como 6leos que frequentemente
afetam os manguezais (FASANELLA et al.,, 2012). Os fungos produzem metabdlitos
secundarios que possibilitam a sua sobrevivéncia e adaptacdo as condi¢cdes dos
manguezais e auxilia na degradacdo de componentes vegetais (THATOI; BEHERA,
MISHRA, 2013).

Ao entorno das raizes dos mangues ha a presenca de uma area denominada
rizosfera, que segundo Mcnear Junior (2013), se refere as parcelas de sedimentos
proximas as espécies vegetais que possuem micro-organismos que sobrevivem em
simbiose com as plantas, estabelecendo assim zonas com elevada atividade biologica.
Neste local ocorre uma relacdo dinamica entre 0s micro-organismos e 0 ecossistema
habitado, pois as comunidades de micro-organismos transformam continuamente
nutrientes de vegetacdo morta em fontes de nitrogénio, fosforo e outros nutrientes que
podem ser usados pelos mangues (LI et al., 2019) e em troca, exsudatos de raizes dos
mangues servem com fonte de nutrientes para os diversos micro-organismos.

Isso ocorre devido ao processo de facilitagcdo que ocorre entre as espécies,
estudado inicialmente por Kropotkin (1842-1921). Desde entdo, os ecllogos tém
investigado esse processo de facilitacdo, que na literatura, sdo denominados de auxilio
mutuo, interacdes positivas, ajuda muatua, plantas de efeito viveiro, de bercario, plantas
enfermeiras ou plantas vizinhas (HUXHAM et al., 2019). E notério que as interaces
entre diversidade de micro-organismos e as espécies vegetais sao fundamentais para a
manutencdo da produtividade, conservacédo e recuperacdo destes ambientes (SANTOS
et al., 2019).

Entretanto, alguns fatores bi6ticos e abidticos podem influenciar na diversidade
desses micro-organismos, como relatado no trabalho de Su e colaboradores (2020),
desenvolvido em Taiwan, onde verificaram que a salinidade, a temperatura e a
sazonalidade podem modificar a composicdo da comunidade de isolados de micro-

organismos da rizosfera. Em outro trabalho, Luo e colaboradores (2018) constataram a



influéncia positiva das raizes na diversidade de fungos e nas atividades de enzimas do
solo.

Saravanacumar e colaboradores (2016), em um trabalho realizado no sudeste da
india, verificaram que héa influéncia dos fatores fisico-quimicos e satde nutricional do
solo na diversidade de micro-organismos. Cotta e colaboradores (2019) observaram
diferencas significativas de abundancia de espécies quando comparados solos sem
impacto antrépico e areas impactadas por acdes antropicas. A contaminacao presente
nos solos de manguezais, por exemplo, molda a comunidade de micro-organismos,
comprometendo a decomposicdo de matéria orgéanica (LI et al., 2019).

Os manguezais proporcionam um ambiente com caracteristicas singulares para a
sobrevivéncia de fungos, bactérias e outros micro-organismos (JIA et al., 2020). A
diversidade dos micro-organismos em ecossistema manguezal revelam as principais
caracteristicas locais do ambiente, principalmente o0s micro-organismos do solo
(RAMIREZ-VARGAS et al., 2020).

Estudos envolvendo ecologia e taxonomia molecular tém contribuido com
informacdes que auxiliam na identificacdo de fungos que sobrevivem no ecossistema
manguezal (ABDEL-WAHAB, 2005). Esses trabalhos sdo comumente utilizados para
identificacdo e caracterizacdo de possiveis espécies novas de fungos (COUTINHO et
al., 2016), descobertas de novos metabdlitos com potencial em aplica¢cées industriais
(FREIRE; VASCONCELOS; COUTINHO, 2014) e comparagdo entre espécies atraves
de quimiotaxonomia (MUNIZ et al., 2013).

Diversos micro-organismos desempenham papéis essenciais e prosperam em
manguezais, entre eles estdo as leveduras (JIA et al., 2020). Entretanto, estudos sobre
a composicao das comunidades e distribuicdo de micro-organismos que sobrevivem em
ambientes fisiologicamente peculiares e desafiadores, como 0os manguezais, ainda é
incipiente (TAVARES et al., 2021).

3.6 Leveduras

Leveduras sdo micro-organismos eucariontes predominantemente unicelulares,
gue nao produzem esporos, se reproduzem assexuadamente por brotamento ou fisséo,

e filogeneticamente sdo agrupadas nos filos Basidiomycota (subfilos: Pezizomycotina,



Taphrinomycotina e Saccharomycotina) e Ascomycota (subfilos: Pucciniomycotina,
Agaricomycotina e Ustilaginomycotina) (KURTZMAN et al., 2011).

Estudos sobre leveduras ambientais tém aumentado consideravelmente ao longo
dos anos, principalmente com relacdo a biodiversidade, caracterizacdo fenotipica,
taxondmica, genética e aplicacbes biotecnolégicas em diversos setores (BUZZINI,
LACHANCE, YURKOV, 2017; MONAPATHI, BEZUIDENHOUT, JAMES RHODE, 2020).
Entretanto, as informacgdes contidas na literatura ainda sdo poucas se comparadas a
vasta diversidade de Ileveduras existente em ambientes naturais (BUZZINI;
LACHANCE; YURKOV, 2017).

As leveduras sdo amplamente distribuidas em ambientes marinhos, associadas a
diferentes substratos, especialmente os que tém altas concentracbes de matéria
organica (WANG et al.,, 2008; STARMER; LACHANCE, 2011) como 0s manguezais,
gue estdo entre os ecossistemas mais produtivos do mundo em termos de producédo de
matéria organica e ciclagem dos nutrientes (KUSUMANINGTYAS et al., 2019). Alguns
autores relatam que a maior densidade de leveduras é encontrada nos primeiros
centimetros da superficie de sedimento (HAGLER; MENDONCA-HAGLER, 1981).

As leveduras marinhas podem ser facultativas (ndo sao exclusivas de ambientes
marinhos) ou obrigatorias (s6 sobrevivem em ambiente marinho) (KUTTY; PHILIP,
2008). Sdo chamadas leveduras marinhas, as espécies que se desenvolvem melhor em
aguas oceanicas ou salobras do que em agua doce (CHI et al., 2009). As leveduras
terrestres atuam em manguezais como saprotréficos, decompondo matéria organica
presentes em sedimentos com composicao lignocelulésica (SARAVANAKUMAR et al.,
2016). Além disso, nos manguezais as leveduras provenientes de diversos ambientes,
atuam juntas na biofertilizacdo do sedimento, realizando a ciclagem de nutrientes e
transformando-os em micro nutrientes assimilaveis pelas plantas (LI et al., 2019).

As leveduras também participam efetivamente da cadeia alimentar detritivora,
pois sdo alimentos para invertebrados e zooplancton presentes no ecossistema
manguezal (AHMED et al., 2019). Além disso, participam diretamente da reposicao de
nutrientes através da decomposicdo de matéria organica complexa (principalmente
celulose, polifendis, carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre e lignina) presentes no
acumulo de serapilheira composta pela quantidade de material que cai da parte aérea
das plantas (SWIFT et al., 1979; LEROY et al., 2017; IMCHEN et al., 2018).



A decomposicdo dos residuos vegetais e a avaliacdo da biomassa dos
sedimentos fornecem informacdes essenciais para o entendimento da ciclagem de
nutrientes e dos processos de manejo do ecossistema, que respondem a alteracoes
sazonais, salinidade e a variacdo nos parametros fisico-quimicos (SPARLING, 1997;
ALONGI, 2018; LI et al., 2019).

4. METODOLOGIA

4.1. Area de estudo

As amostras de sedimentos foram coletadas no manguezal que esta localizado
as margens do rio Santo Anténio, no municipio de Barra de Santo Antdnio (9°22'50.7"S
e 35°30'13.9"W) situado no litoral norte do estado de Alagoas-Brasil. O municipio de
Barra de Santo Antbnio possui uma area de aproximadamente 131,364 kmz2, tem uma
populacdo estimada de 15.932 pessoas, resultando em uma densidade demografica de
102,79 hab/km2 (IBGE, 2019). Com o clima tropical umido, o0 municipio possui médias
pluviométricas anuais que variam entre 1800-1900 mm, temperatura minima de 23°C e
maxima de 36°C (SEMARH, 2019).

O municipio esta localizado na regido estuarina da foz do rio Santo Anténio
(ANA, 2011). As margens do rio Santo Antdnio é possivel observar uma grande
ocupacdo urbana, plantacdo de coqueiros, inUmeras fragmentacdes vegetativas e
poluicdo no corpo aquatico decorrente de despejos inadequados de residuos,
impactando diretamente o manguezal e 0s organismos que dele sobrevivem
(ALAGOAS, 2017).

A regido estuarina do rio Santo Antdnio tem suas margens colonizadas por
manguezais, e estdo inseridas na Area de Protecdo Ambiental Costa dos Corais
(APACC), uma UC federal que € gerida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBIio). Entretanto, Coelho Junior e colaboradores (2015) verificaram
gue os manguezais da APACC ainda sdo pouco estudados, principalmente no que se

refere a biodiversidade dos organismos, suas funcdes e papel ecoldgico.

4.2. Coleta e delineamento amostral
As coletas foram realizadas nos meses de marco e outubro de 2020 e marco e

agosto de 2021. No manguezal foram amostrados sedimentos de trés pontos ao longo



do rio (Figura 4). O primeiro ponto foi nos primeiros fragmentos de manguezal
(seguindo critérios de acessibilidade e pouco alagamento) a 3,5 Km de distancia do
mar; o segundo ponto esta localizado na parcela intermediaria do manguezal com 5,0
Km de distancia do mar e o terceiro ponto tem um distanciamento de 6,5 Km do mar,
totalizando assim trés pontos com distancia de 1,5 Km de distancia entre si. Os critérios
de escolha foram: possuir pouco alagamento e possuir acessibilidade para encostar o
barco, descer e coletar as amostras. Em todos os pontos do manguezal foram obtidas
as coordenadas geograficas com o auxilio de um aparelho de Global Position System
(GPS).

Figura 4. Data not shown

O procedimento de coleta das amostras em cada ponto foi constituido de duas
etapas. As amostras da primeira parte da coleta foram destinadas a analise de
coliformes do sedimento e da agua. Para tanto, foram coletados sedimentos em tubos
tipo Falcon estéreis, e 1000 mL de agua (com aproximadamente um metro de distancia
da margem) em recipientes plasticos previamente esterilizados. Foram armazenados
em caixas térmicas contendo gelo em gel, seguindo as recomenda¢des do Guia
Nacional de Coleta e Preservacdo de Amostras de Agua (CETESB; ANA, 2011).

A segunda parte foi constituida por amostras do solo para determinacdo da
comunidade de leveduras. Foram coletados 100 g de sedimento com profundidades de
15 cm de sedimentos rizosféricos adjacentes a espécie L. racemosa, presente em todos
0s pontos de amostragem. Os sedimentos coletados foram acondicionados em sacos
zip-lock estéreis e armazenados em caixas térmicas contendo gelo em gel.

Foram coletadas 24 amostras de sedimentos (6 amostras de cada ponto de
amostragem) destinadas ao isolamento de leveduras. Foram coletadas também 12
amostras destinadas a andlise de coliformes (trés amostras em cada ponto). Todas as
amostras foram transportadas até o Laboratorio de Diversidade Molecular — UFAL para

0 processamento.



4.3. Analises da agua

4.3.1. Parametros fisico-quimicos

Em todos os pontos de amostragem foram aferidos os parametros fisico-
quimicos “in situ” através da sonda multiparametros devidamente calibrada modelo YSI-
6600, com sensores de temperatura (°C), condutividade (uS.cm™), oxigénio dissolvido
(em porcentagem [%)] e concentracdo [mg.L™ ]), faixa de pH, salinidade (ppb), clorofila
(g/L) e turbidez (NTU).

Para tanto, a sonda foi instalada verticalmente, ligando os cabos conectores na
sonda e no datalogger SDI-12 (SDI12, 2013). Foi coletado aproximadamente um litro de
agua no dispositivo de coleta da sonda, os sensores foram introduzidos dentro do
recipiente. Em seguida, o datalogger foi iniciado para as leituras dos parametros, apos a
estabilizagdo os dados foram anotados (MANUAL YSI, 2012).

4.3.2. Parametros microbioldgicos

4.3.2.1. Coliformes

Para verificar a interferéncia antropica no ambiente, as amostras de agua foram
submetidas ao meétodo do Numero Mais Provavel (MPN) para coliformes totais, de
acordo com a Environmental Protection Agency (USEPA, 2006), Manual préatico de
andlise de agua da FUNASA (2013) e Standard Methods For The Examination Of Water
And Wastewater (BAIRD et al., 2017).

Foi inoculado 1 mL das amostras de 4gua em quintuplicatas contendo 5 mL do
meio Lauril triptose com tubo de Durhan. O material foi incubado a 35°C durante 24-48
h e observada a producédo de gas. Em amostras positivas para a formagado de gas,

foram realizados os testes confirmatoérios para coliformes totais.

4.3.2.2. Coliformes totais
As amostras positivas no meio Lauril triptose foram inoculadas em meio Caldo
Bile Verde Brilhante 2% com tubo de Durhan e incubadas durante 24-48 h a 35°C. Se

houver a producao de gés, o teste € considerado positivo.



4.4. Analises do sedimento
4.4.1. Parametros fisico-quimicos

Os parametros pH e temperatura foram aferidos no local com o auxilio do
medidor Soil Test portatil da Ccouay (MANUAL CCOUAY, 2017).

4.4.2. Parametros microbiolégicos

Essa etapa foi realizada conforme o item 4.3.2

4.4.2.1. Coliformes

Foram pesados 10 g das amostras de sedimentos, em seguida foram diluidos em
90 mL de solucdo salina 0,85%, submetidos a agitacdo por 10 min a 150 RPM.
Posteriormente, foi inoculado 1 mL das diluicdes em quintuplicatas em tubos contendo 5

mL do meio Lauril triptose com tubo de Durhan.

4.5. Comunidade de leveduras
4.5.1. Processamento das amostras, isolamento e conservacao das leveduras

O processamento dos sedimentos coletados foi realizado segundo o método de
Clark (1965) modificado: foram pesados 25 g de cada amostra e adicionados a 225 mL
de agua destilada esterilizada em frascos tipo Erlenmeyer. Apds, a amostra foi

submetida a agitacdo a 150 rpm por 5 min.

Um volume de 100 pL de cada uma das diluicdes 10™ e 107 foi semeado, em
duplicata, em Agar YM modificado (0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de
malte, 0,5% de peptona bacteriolégica, 1% de glicose, 2% de agar, 0,04% de
cloranfenicol, pH 4,0). As placas foram incubadas a 25-28 °C durante 5-7 dias. Apds o
periodo de incubacao, o crescimento nas placas foi verificado diariamente e as colonias
de leveduras foram isoladas em Agar YEPD (2% de glicose, 2% de é&gar, 1% de
peptona bacterioldgica e 0,5% de extrato de levedura).

Os isolados de leveduras foram estocados e conservados utilizando trés meios

de cultura e condi¢des variadas, com o intuito de conservar e manter a integridades das



células para posteriores andlises: 1) Agar GYMP inclinado (2% de glicose, 2% de
extrato de malte, 0,5% de extrato de levedura, 0,2% de fosfato de sédio monobasico e
2% de agar); 2) Caldo GYMP 50% (1% de glicose, 1% de extrato de malte, 0,25% de
extrato de levedura e 0,1% de sédio monobasico) ambos os meios conservados a 4 °C;
e 0 3) Caldo GYMP com glicerol (2% de glicose, 2% de extrato de malte, 0,5% de
extrato de levedura, 0,2% de fosfato de so6dio monobasico) adicionando glicerol para
uma concentragdo final de 30% e conservacéo a -20 °C.

4.5.2. Classificagdo morfoldgica das leveduras

Para a caracterizacdo morfolégica dos isolados, foram verificadas as estruturas
colonial e celular através da microscopia 6ptica usando os aumentos de 40X e 100X. As
células foram caracterizadas de acordo com a sua forma, tamanho, tipo de divisdo e
namero de brotamentos (KURTZMAN et al., 2011). Apdés o procedimento de

macroscopia e a microscopia foram anotadas as observacdes e descartados os clones.

4.5.3. Identificacdo molecular das leveduras

Para a identificagdo molecular, os isolados passaram por extragdo do DNA
gendmico total, seguindo o protocolo proposto por Sambrook e Russel (2001) com
modificagdes. Em seguida, a regido D1/D2 do gene 26S do rRNA foi amplificada por
meio da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando os iniciadores NL-1
(5'- GCA TATC AAT AAG CGG AGG AAA AG -3’) e NL-4 (5- GG TCC GTG TTT CAA
GAC GG -3) (KURTZMAN; ROBNETT, 1998).

A PCR foi feita em um volume final de reacdo de 25 pL. Para tanto, foram
utilizados 20 pmol/uL dos oligonucleotideos iniciadores, 0.5 unidade (1U/uL) de Taq
polimerase, 2.5 pL de tampéo 10x, 2 mM de dNTPs e 50 mM de MgCl,. A reacéo foi
realizada em 36 ciclos térmicos em termociclador BioRad modelo T100 Thermal Cycler.
Para a desnaturacéo inicial, foi utilizada temperatura de 95 °C por 5 min, seguida 95 °C
de desnaturacdo por 45 seg, 56 °C de anelamento por 30 seg, 72 °C de extensao
durante 1 min. Por uUltimo, a extensao final foi realizada em 72 °C durante 5 min.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel contendo
1% de agarose tamponada com TAE 1X, diluido a partir da solucdo estoque
concentrada 50X (2429 Tris, 57,1 mL de acido acético, 100 mL de EDTA 0,5M pH 8,
completando com agua destilada até 1 L) (COBBAN et al., 2016) e corados no banho



de brometo de etidio (EtBr) (200 yL de brometo 10 mg/mL e 400 mL de agua
destilada).

Os produtos foram purificados acrescentando 5 pL de acetato de sddio 3 M a -20
°C, em seguida foram adicionados 1 uL do DNA a ser amplificado, 20 uL de isopropanol
conservado a -20°C durante 30 min e centrifugados a 21293 x g, por 5 min. O
isopropanol foi retirado e foram adicionados 50 pL de etanol 70% a -20 °C. Em seguida,
o etanol foi removido e as amostras foram secas a temperatura ambiente. O sedimento
foi ressuspendido em 15 pL de agua destilada estéril. A pureza e a quantidade de
produto da PCR foram verificadas por espectrofotometria a 260 nm e sequenciados
utilizando o mesmo conjunto de primers segundo protocolo da Plataforma Multiusuaria
de Sequenciamento de DNA do Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva da
Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil) em um ABI 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante.

As sequéncias foram geradas utilizando o programa STADEN Package
(STADEN et al., 2000) e em seguida foram comparadas com sequéncias anteriormente
depositadas no banco de dados do GenBank no site do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) e o algoritmo Nucleotide-Blast (BLASTn) (ALTSCHUL et al., 1997).

4.6. Analises estatisticas
4.6.1. Andlise de diversidade de leveduras e influéncia fatores do ambiente

Apos a identificagdo molecular das espécies de leveduras, foi feita a curva de
acumulacdo de espécies construida pelo método de rarefagdo com 50 repeticBes
bootstrap. A extrapolacdo foi calculada usando o estimador Chaol. A analise foi
implementada no software R usando o pacote INEXT (Hsieh et al., 2016). Os indices de
diversidade de Shannon (H') e dominancia de Simpson (D) foram calculados com base
nos dados de abundancia e rigueza de espécies, usando o pacote de software de
estatistica paleontologica para educacéo e andlise de dados (PAST V4) (Hammer et al.,
2001).

Para verificar a variagdo taxondmica entre as espécies obtidas foram utilizados os
indices de Distingdo Taxondémica Média (AvTD) (Clarke & Warwick, 1998) e Distincdo
taxondmica total (TTD) (CLARKE & WARWICK, 2001), estimados no software R (R



TEAM, 2016) usando o pacote Vegan (DIXON, 2003) calculados usando dados dos nos
filogenéticos da espécie, familia, ordem, subclasse, classe, subfilo e filo. A classificacao
completa de cada espécie foi obtida no site do Mycobank (https://www.mycobank.org), e
guando necessario, na literatura especializada, grupos indefinidos foram considerados
politomias.

Para verificar se ha variacao intraespecifica entre as leveduras associadas a
sedimentos adjacentes a rizosfera espécie L. racemosa nos pontos amostrais foi
realizada uma Analise de Variancia (ANOVA), seguida de um teste de Tukey, elevada
ao quadrado para atender a suposicdo de normalidade. Um teste de Kruskal-Wallis,
seguido de um teste de Wilcox pareado, aplicando o método de Bonferroni para ajustar
o valor p. A andlise de variancia PERMANOVA com permutacdes foi aplicada para
verificar a probabilidade de os grupos formados serem encontrados ao acaso por meio
de uma Analise de Coordenadas Principais (PCoA). Usamos dados sobre a abundancia
de espécies de leveduras de cada amostra de solo nos trés pontos de coleta para gerar
a disperséo pela distéancia de Bray Curtis. Um dimensionamento multidimensional nao
métrico (NMDS) foi construido no software R usando o pacote Vegan para visualizar os
dados da comunidade plotados sobre os dados dos parametros do ambiente. Todos os
graficos mostrados neste estudo foram plotados usando o pacote ggplo2 (Wilke, 2016).

A frequéncia de ocorréncia dos isolados foi calculada pela seguinte expresséao:
FC=TOx100/TS, que corresponde a frequéncia de ocorréncia (FC) é igual a ocorréncia
total da espécie (TO), multiplicada por cem (correcdo para percentual) € dividido pelo

total de amostras (TS).
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ABSTRACT

Mangroves are transition ecosystems between the marine and terrestrial environment,
present in tropical and subtropical regions. It is considered one of the most important
complex ecosystems because, given the high organic content in the soils and
rhizosphere, it is possible to cover a diversity of microorganisms interacting with each
other, other organisms, and environmental factors. Several studies have demonstrated
associations between bacteria and some mangrove plant species. However, yeast
communities associated with mangrove species receive much less attention. In this
context, we aimed to survey the yeast community associated with sediment adjacent to
rhizosphere of the mangrove species L. racemosa and determine whether intraspecific
variation in the diversity of the community associated with this species along a Brazilian
tropical mangrove. Sampling was carried out at three locations on a transect along the
Santo Anténio River in a mangrove forest in northeastern Brazil. A total of 132 isolates
from 24 samples were identified by sequencing the D1/D2 region of the LSU 26S rDNA
gene. The analysis of the sequences revealed 32 species associated with 18 genera, of
which 68.8% belong to the phylum Ascomycota and 31.2% to the phylum
Basidiomycota. Among the identified species, we report the presence of a possible new
species belonging to the genus Barnettozyma. The composition of the yeast community
did not vary significantly. Most species (53.1%) were singletons (species with a single
occurrence record). Greater taxonomic and phylogenetic diversity was observed at the
sampling site farthest from the sea, showing that there is variation in taxonomic and
phylogenetic diversity in yeast communities between a single host species in an
environmental transect. These results indicate that the rhizosphere of plant species of
mangroves is a rich and diverse environment in yeast species, mainly species already
reported in other environments as degrading organic matter. The community is relatively
stable, indicating that, like the plants, the species that survive are the most adapted to
mangrove conditions, and intraspecific variation in diversity may be related to distance
from the sea. This study presents an important set of data that can serve as a basis for
studies on the diversity of yeasts in the rhizosphere of mangroves, so we suggest further
studies to elucidate which environmental factors in temporal community diversity are
associated with plant species present in mangroves.

Keywords: Mangrove ecosystems; sediment microorganism; plants microorganisms;

tropical; fungi.



INTRODUCTION

Mangrove forests in estuarine zones are considered ecosystems of high
productivity and biodiversity (Allard et al. 2020). They have high ecological and
economic value, such as carbon sequestration and coastal protection (Barbier et al.
2011; Hochard et al. 2019; Osorio et al. 2016). The mangroves are located at the
interface between seawater and freshwater. They are marked by the ‘confrontation’
between rivers and the sea environmental conditions with daily fluctuations in various
environmental factors (Yuan et al. 2011; Zhang et al. 2021).

Despite the environmental conditions, these ecosystems are composed of unique
plant species that thrive in tropical and subtropical environments (Baskaran et al. 2012).
The main species in Brazil are Avicennia germinans, Avicennia schauerian,
Laguncularia racemosa, Rhizophora harrisonii, Rhizophora mangle, Rhizophora
racemosa (Schaeffer-Novelli 2018). L. racemosa is a typical mangrove tree, known as
white mangrove, that has rapid growth and adapted to salinity and anoxic substrate
conditions (Li et al. 2020). In addition, individuals of this species have supporting roots
and pneumatophores (Flechtmann et al. 2007), which attach to the muddy substrate.

In muddy and humid soils, microbial communities adhere to the roots and the
substrate. This intersection between soil and root is known as the rhizosphere
environment (Bulgarelli et al. 2013). In these environments, the rhizospheric effect
occurs when root exudates stimulate the prevalence of microorganisms. Unlike
terrestrial environments, where root exudates stimulate the abundance of
microorganisms, in mangrove plants root exudates may act by selecting groups of some
microorganisms (Luo et al., 2018). Even so, microorganisms that thrive in mangroves
exhibit high adaptability and genetic diversity (Allard et al. 2020; Singh et al. 2020).

Although this association between plants and mangrove microorganisms is still
poorly understood, it is known that some groups of microorganisms are specific to each
plant, indicating selectivity in the groups that inhabit mangrove plant species (Dias et al.
2012). Microorganisms associated with the rhizosphere of soil from mangrove plants
have already been reported in the literature, but most refer to prokaryotic
microorganisms associated with other mangrove species (Bezerra et al. 2022; Craig et
al. 2020).



The yeasts are an essential group in the mangrove ecosystem (Arfi et al. 2012a).
They are microscopic and unicellular fungi grouped into phyla Ascomycota and
Basidiomycota (Kutty and Philip 2008) with a ubiquitous distribution, occupying
atmospheric, aquatic, and terrestrial environments (Buzzini et al. 2017). In mangroves,
the yeast diversity is related to several ecosystem roles, such as waste conversion and
possible bioindicators of environmental quality (Araujo and Hagler 2011; Miranda et al.
2020). Notwithstanding, its diversity allows it to maintain ecological relationships with
different organisms, such as mammals, other microorganisms, and plants (Starmer and
Lachance 2011), surviving and adapting to unique environmental conditions like the
mangroves (Botha 2011). In mangroves, there are differences in the community of
yeasts that inhabit it, such as the presence of species that are possibly endemic to
mangroves and are commonly found in sparsely inhabited areas. However, in areas with
greater urban occupation, there may be a more punctual presence of species associated

with other environments and humans (Buzzini et al. 2017).

It is essential to have additional information about the diversity and distributions of
yeasts in the rhizosphere of mangrove species, to help understand the intimate
association between plants and this group of microorganisms. In this work, we aimed to
survey the yeast community associated with sediments adjacent to rhizosphere of the
mangrove species L. racemosa and determine whether intraspecific variation in the
diversity of the community associated with this species along a Brazilian tropical

mangrove.

MATERIAL AND METHODS
Area description

Sediment samples were collected along the 2.09 Km? mangrove area of the
Santo Antonio River, located in the eastern region of the State of Alagoas (9° 22'50.7"S,
35° 30'13.9"W) in northeastern Brazil. The Santo Antonio River is part of the Costa dos
Corais Environmental Protection Area (APACC), a Federal Conservation Unit managed
by the Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBio), which covers a
territory of approximately 4.135 km?, contemplating beaches and mangroves (Ferreira
Maida 2006).



The choice sites where the species of L. racemosa were collected followed the
criteria of accessibility and availability of areas with low water levels at low tide. The site
1 (S01) (9° 22'50.9"S, 35° 30'13.9"W) corresponds to the portion closest to the sea (3.5
km), the site 2 (S02) (9° 22 '11.0"S, 35° 29'58.3"W) is the plot located in the middle
between the other sites with a distance of 5 km from the sea, and the site 3 (S03) (9°
22'30.0"S, 35° 30'34.5"W) is located in the furthest part of the sea with 6.5 km.

Figure 1- Data not shown

Sediment sampling and yeasts isolation

The collections occurred in March and October 2020, and March and August
2021, totaling four collections in three sites each (S01, S02, and S03), and at each
location, two samples were collected, totaling 24 samples. Each sediment sample
collected at each sampling site contained approximately 100 g of sediment with silty-clay
compositional characteristics, muddy, rich in organic matter (mainly of plant origin),
strong odor and dark brown color (characteristic of soils with hydrogen sulfide (H2S)),
collected at a depth of 10-15 cm, at low tide 0.0-0.3, sampled close to the species L.
racemosa. The collected sediments were stored in sterile bags and transported on ice to
the laboratory, where they were processed within 24 h. Permission to collection was

granted by the Instituto Brasileiro de Meio Ambiente, license n° 75677-1.

A total of 25 g of the sediment samples were diluted in 225 mL of sterile distilled
water and shaker at 150 rpm for 5 min (Clark 1965). We inoculated 100 pL of decimal
dilutions in Wickerham's YM medium (1% glucose, 0.3% malt extract, 0.3% yeast
extract, 0.5% peptone, 2% agar) pH 4.0, supplemented with 0.04% chloramphenicol,
0.0033% rose bengal and incubated at 25°C for 7 days. The growth on plates was
verified, and all yeast colonies were isolated on the YEPD medium (2% glucose, 2%
agar, 1% bacteriological peptone, and 0.5% yeast extract) (Gomes et al. 2016).

Morphological characteristics were observed and recorded. CFUs of each morphological

, where

type were counted to estimate yeast abundance using the equation Ab = w

'‘Ab' is the abundance in CFU/g, 'w' is the dilution volume, obtained from the sum of

water with the sediment, 'c' is the average number of CFU counted in the undiluted



plates (10™) or in the diluted plates where the dilution factor has already been corrected,
and 's' is the mass of sediment used in dilution in grams. The isolates were preserved in
agar slants GYMP medium (2% glucose, 2% malt extract, 0.5% yeast extract, 0.2%
monobasic sodium phosphate, and 2% agar), covered with sterile mineral oil and kept at
4 °C.

Molecular identification of yeast isolates

DNA extraction was performed for molecular identification, as described by
Paulino et al. (2017a). To amplify the D1/D2 domain of LSU rDNA, primers NL1 and NL4
were used (Kurtzman and Robnett 1998). PCR was performed as described by Paulino
et al. (2017a) DNA sequencing was performed using the same primer sets with protocol
facilities from the Plataforma Multiusuaria de Sequenciamento de DNA at the
Laboratério de Bioinformatica e Biologia Evolutiva of the Universidade Federal de
Pernambuco (Recife, Brazil) in an automated sequencing system ABI 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Sequences were selected using STADEN Packet
(Staden et al. 2000), compared with sequences deposited in the GenBank database
using the Nucleotide-Blast (BLASTn) algorithm (Altschul et al. 1990), and aligned with
the closest type sequence, using the MEGA program (Kumar et al. 2018).

Characterization of the environment
Physical-chemical parameters

The physical-chemical parameters of water were measured in situ in all sampling
sites using a calibrated multiparameter probe model YSI-6600, with sensors for
temperature, dissolved oxygen, pH, and salinity, following the recommendations in the
YSI Manual (2012 model). About the sediment, the pH and temperature parameters
were also measured in situ using a portable Soil Test meter, following the

recommendations of the manufacturer's manual (manufacturer: 2 Vitens).

Coliform bacteria test



The water and sediment samples were tested for coliform bacteria analysis. First,
sediment was collected in sterile falcon tubes at each spot, while 1000 mL of river water
was collected in previously sterilized plastic containers. Both were stored on ice until the
laboratory, following the recommendations of the National Guide for the Collection and

Preservation of Water Samples (Brandéo et al. 2011).

The samples were submitted to the Most Probable Number (MPN) method for
Total Coliforms in water and sediment, following the recommendations of the standard

methods for examining water and sewage (Rice et al. 2017).

Statistical Analysis

The Shannon diversity (H) and dominance (D) indices were calculated using the
Paleontological statistics software package for education and data analysis (PAST V4)
(Hammer et al. 2001). The Average Taxonomic Distinctness (AvTD) (Clarke and
Warwick 1998) and Total taxonomic distinctness (TTD) (Clarke and Warwick 2001)
indices were estimated in the R software (R Team 2016) using the Vegan package
(Dixon 2003). The AVTD and TTD were calculated using data from the species, family,
order, subclass, class, subphylum, and phylum phylogenetic nodes. The complete
classification of each species was obtained from the Mycobank website
(https://www.mycobank.org), and when necessary, from specialized literature, undefined

groups were considered polytomies.

An Analysis of Variance (ANOVA) was performed to verify the difference between
the richness and abundance of yeasts among the sampling points, followed by a Tukey
test, where the response variables were transformed by squaring them up to fulfill the
normality assumption. A Kruskal-Wallis test, followed by a pairwise Wilcox test applying
the Bonferroni method to adjust the p-value for the sample size were used to verify the
hypothesis of significant variation among the three collection points of i) AvTD, ii) TTD,

iif) Shannon diversity index (H') and iv) dominance index (D).

A Permutational analysis of variance (PERMANOVA) with permutations was
applied to verify the probability of the formed groups being found by chance through a

Principal Coordinates Analysis (PCoA). We used data on the abundance of yeast



species from each soil sample at the three collection points to generate the dispersion

by Bray Curtis distance.

The frequency of occurrence of the isolates was calculated by the following
expression: FC=TOx100/TS, which corresponds to the frequency of occurrence (FC) is
equal to the total occurrence of the species (TO), multiplied by one hundred (correction

for percentage) and divided by the total of samples (TS).

RESULTS
Physicochemical and microbiological characteristics of mangrove

The physical-chemical parameters measured in the soil of the collection sites and
in the river's water immediately adjacent to these same sites are shown in Figure 2.
Most of them did not vary significantly across the sampling points, which reflected the
homogeneity in the variance (p>0.05). Only dissolved oxygen and soil pH showed a
significantly different variance between the points. Point SO1 (closest to the sea) had the
highest variance in these two parameters (Figure 2b e 2f). However, a clear trend can
be observed in parameters such as salinity, which, as expected, considerably decreases
as one moves away from the sea (Figure 2e), and dissolved oxygen, which follows the

reverse pattern and increases as it approaches the sea (Figure 2f).

Figure 2. Data not shown

Regarding quantifying total thermotolerant coliforms (TTC), all points and
collections showed high values, both in soil and water. In most collections, the average
TTC exceeded 16.000 MPN, and only in the March 2021 collection was the amount of
TTC lower, 6.867 + 4.041 MPN in water and 7.833 £ 2.367 MPN in soil.

Diversity of yeasts associated with L. racemosa

We obtained a total of 132 isolates, 26 from site 1, 29 from site 2, and 77 isolates

at site 3. The molecular identification resulted in a total richness of 32 yeast species,



where the phylum Ascomycota and Basidiomycota represented 68.8% and 31.2%,
respectively (Table 1). Regarding the subphylum, Saccharomycotina was the richest
taxon in mangrove sediment, with 40.5%, followed by Agaricomycotina, with 31.2%, and
Pucciniomycotina, with only 9.3%, grouped into 18 genera (Table 1).

The richest genera were Pichia and Candida, with five and four species,
respectively. Moreover, the most frequently isolated species were Candida tropicalis
which occurred in 45.8% of the samples and Candida (Pichia) pseudolambica, and
Papiliotrema laurentii which both occurred in 33.3% of the samples collected. These
three species represent only ~10% of the recorded richness, but if considered together,
they occurred in all samples. Most species (53.1%) were singletons (species with a
single occurrence record). In addition, the strain Barnettozyma sp. LS 115 was assigned
as a possible species.

Similar to those observed in the frequencies of occurrence, the abundances also
had an asymmetrical and one-tailed distribution, with few isolates with high abundance
values and many isolates with low abundances. The minimum abundance, mode, and
median among the isolates were the same (1.0x102 CFU/qg); the maximum abundance
was 5.0x10% CFU/g recorded only for the species Lodderomyces elongisporus, obtained
from isolate LS 251. In addition, the abundance means, and deviation standard were
3.61x10%2 £+ 6.12x102 CFUlg, respectively. The abundance means of the phylum
Ascomycota was 3.91x10% + 6.65x10? CFU/g, and the Basidiomycota was 2.5x10? +
3.42x10? CFU/g. The difference in the abundance between the phyla was not significant
(p=0.15). Considering the samples, the average yeast CFU per gram of soil was 1.4x103
+ 1.48x1083, ranging between 1.0x102 and 5.1x10° CFU/g, with a median of 1.0x103
CFU/g



Table 1. Data not shown
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Intraspecific variation of diversity in the yeast community of the L. racemosa
rhizosphere in an environmental transect

In absolute numbers, the distance from the sea caused the richness to increase
from 13 to 16 and 23 species between points S01, S02, and S03, respectively (Figure
3). About 60% of the species were recorded exclusively at a single sampling point, and

22% were shared among the three points.

Figure 3. Data not shown

However, there is no perceptible clustering, and PERMANOVA indicated that the
established clusters (the three sampling points) generate a scatter pattern with a high
probability of being found at random (p=0.837), which indicates the compositional
stability of the yeast species between the points (Figure 4). On the other hand, while the
beta-diversity metrics did not diverge significantly between the points, the alpha-diversity
indicators tended to vary among the points, showing gradual patterns where the alpha-

diversity decreases as the species is located near the sea point (Figure 5a-f).

Figure 4. Data not shown

Figure 5. Data not shown

All diversity indicators varied significantly among the rhizosphere samples of L.
racemosa species at points along the river, both taxonomic diversity indicators, richness
(p=0.0096), Shannon index (p=0.05), and dominance (p=0.05), as for the indicators of
phylogenetic diversity, AvTD (p=0.04), and TTD (p=0.02). In addition, the observed
abundance also increased as the species were at sampling points farther from the sea
(p=0.05). When compared in pairs, the difference between the diversity contained in the
rhizosphere of the species at each point was significant or marginally significant only
between the diversity in the rhizosphere of the species at the extreme points of

sampling; species located closest and farthest from the sea, the rhizosphere diversity of
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the species located at the intermediate site was not significantly different from the
others. The location of L. racemosa species at the sampling points explained a
reasonable proportion of the data variation in species richness (R?=0.37) and yeast
abundance (R2=0.25).

DISCUSSION

Description of the environmental factors of the studied mangrove and the

diversity of yeasts

The yeast strains isolated here may represent a significant portion of the yeast
community associated with L. racemosa. The physical-chemical parameters indicated no
statistically significant difference between the sites sampled, remaining constant along
the mangrove, mainly characterized by relatively high temperatures of water and
sediment more within the normal range of a typical tropical environment. However,
unlike our findings in the studies carried out in China and India, Liu et al. (2020) and
Saravanakumar et al. (2016), found that increasing soil temperature significantly affects

the composition of the mangrove microorganism community.

Another characteristic of this mangrove was the predominance of acid values in
the sediment and the water. In their studies, Bahram et al. (2018) found an impact of
several environmental variables on microbial diversity. They reported that soil pH
influences microbial community diversity. Yeasts tolerate acidic pH ranges, facilitating
competition with other microorganisms, such as bacteria (Starmer and Lachance 2011).
In addition, the studied mangrove showed increased dissolved oxygen and salinity
values at the site near the sea, which was already expected. The diversity and
colonization of microorganisms in coastal environments are governed by several factors,
including the distance from the sea, which determines the level of salinity found in the
environment (Paulino et al. 2020). Here, we found no relationship between

environmental factors and yeast diversity.

43



Despite being in an environmental protection area, we found high total coliform
counts at all sampled points. This group of microorganisms can be naturally in the
environment, not indicating that the analyzed water was compromised, but it may
indicate the presence of potentially pathogenic bacteria. Similar results were obtained by
Paulino et al. (2017b) reported high coliform counts in water samples from sampled
rivers, including the Santo Antonio River. In addition, they established a relationship
between high amounts of thermotolerant coliforms and higher counts of pathogenic

bacteria.
Yeast abundance analysis at phylum level

Based on the isolation conditions performed in this study, we obtained 132
isolates. After analyzing the sequences, we found that the phylum Ascomycota was
more representative and abundant (69%), while the Basidiomycota yeasts were less
prevalent (31%). However, representatives of both phyla were found in all three
sampling sites. We corroborate that the phylum Ascomycota is the most representative
of the yeast in these environments. Chi et al. (2012) collected several samples from
different substrates of mangroves, including sediment. They used the same isolation
conditions as our study and obtained 269 yeasts, 95.2% belonging to the phylum
Ascomycota. Using independent culture methods in Haldar and Nazareth (2019),
mangrove sediment samples revealed that Ascomycota was prevalent (80%) and the

phylum Basidiomycota was less prevalent (7%).

The phylum Ascomycota is a critical ecological assembly representing 70% of
marine fungal species (Jones et al. 2015). Arfi and collaborators (2012b) studied the
fungal communities in the marine and aerial parts of the plant species Avicennia marina
and Rhizophora stylosa in a mangrove in France. They reported the dominance of
Ascomycota (82%) compared to Basidiomycota (3%) and inferred that probably the
representatives of these two phyla play valuable ecological roles in mangroves. This

representativeness of the phylum Ascomycota in mangroves is mainly related to the
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availability of organic matter (Kutty Philip 2008). Members of this phylum are

saprophytes on substrates rich in organic carbon and sugars (Suh et al. 2017).
Diversity of yeast genera and species

In their published study, Devadatha et al. (2021) reviewed the occurrence of
fungi, including yeasts, in mangroves. Comparing our results with this work and the
more recent literature, we found that 12 of the 32 yeast species at the sampling sites
represent the first record in mangroves (Table 1). Among these species reported here, it
was possible to evidence that most are species frequently isolated from soils, mangrove

sediments, or associated with plants.

The soil species reported here in this study were Papilioterema laurenti,
Rhodotorula mucilaginosa, Pichia terricola, and among the species with the first record
in mangroves, two were previously isolated from the soil: Torulaspora indica (isolated
from coal mine soil and an agricultural field) and Candida ghanaensis (isolated from
Ghana soil) (Botha et al. 2006; Parle and di Mena 1966; Saluja et al. 2012; Kurtzman et
al. 2001). Soil yeasts are reported in several studies, but their interaction with the
inhabited environment and their distribution are still poorly understood, especially when
it comes to yeasts in tropical environments (Yurkov 2018). Botha (2011), in his studies,
found that the microorganisms in the soils of inhabited ecosystems maintain different
ecological relationships with other macro and microorganisms. Despite being
characterized by surviving in environments with little availability of nutrients, they are
also found in soils close to the rhizosphere of plants, a site rich in organic matter. The
yeast community responds to abiotic factors, but what influences the diversity of yeasts
in soils are plant species close to the ground (Yurkov 2018), seasonality, soil

composition, and sampling depth (Vadkertiova et al. 2017).

Rainforest sediments harbor a greater diversity of yeasts as they are rich in
organic matter compared to soils with low nutrient availability (Spencer and Spencer

1997). Mangroves are characterized by wet, muddy and saline soil (UNESP, 2018), that
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harbor a vast diversity of microorganisms (Hagler et al. 2017). Among the yeasts
reported here and previously found in mangrove sediment are Candida pseudolambica,
Candida tropicalis, Kluyveromyces aestuarii, Papiliotrema laurentii, Pichia occidentalis,
Rhodotorula mucilaginosa, Saturnispora silvae, and Saccharomyces cerevisiae
(Hoondee et al. 2019, Hagler et al. 2017).

Among these species, we highlight the presence of K. aestuarii, frequently
isolated in mangroves (Hoondee et al. 2019, Chi et al. 2012). This species was
described in estuaries in Florida (Fell 1961) and later in mangroves in Brazil, isolated for
the first time from invertebrate detritus (Araujo et al. 1995). K. aestuarii is identified in the
literature as an indicator of environmental quality for preserved mangroves (Araujo et al.
1995, Araujo and Hagler 2011). However, the presence or absence is not conditioned by
the presence of the coliform group, that is, and this species is associated with other
types of environmental interference from masonry (Araujo and Hagler 2011). In our
study, K. aestuarii was isolated from all sampling sites, containing high coliform counts.
Thus, we corroborate the study by Araujo and Hagler (2011) that the distribution of K.
aestuarii is not related to the presence of the coliform group. Its occurrence at all
sampling points may suggest that this species is closely related to the sediments close
to preserved mangrove plant species.

However, this species is also considered frequent in polluted sediments (Hagler
et al., 1982). C. tropicalis is reported in the group of human pathogens (Wang et al.,
2007), but is frequently isolated from mangroves (Chi et al., 2012; Hagler et al., 2017),
suggesting a relationship with environmental quality (Hagler 2006; Starmer Lachance
2011).

Isolate LS 115 belongs to the genus Barnettozyma and has been designated as a
possible new species. This genus was suggested by Kurtzman et al. (2008) to group
species of the genera Candida, Pichia and Williopsis that were dispersed among taxa.
Species of this genus have recently been reported to have functions that suggest a
close relationship with plant species. Arrey et al., (2021), in their study carried out in
Africa, described a new species of this genus isolated from the intestinal tract of
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termites, and found that this species is a degrader of polymers derived from plant
species. Fang et al. (2021), in China, demonstrated that a species of the genus
Barnettozyma showed efficient capacity for heterotrophic nitrification and aerobic
denitrification. These processes occur mainly in acidic or saline soils (Yokoyama et al.,

2012), such as mangroves.

Intraspecific variation in the yeast community associated with rhizospheric

sediments of L. racemosa

Mangroves are marked by the 'confrontation’ between rivers and the sea, creating
an unstable environment with daily fluctuations in several environmental factors (Yuan et
al. 2011; Zhang et al. 2021). Environmental factors such as distance from the sea, tidal
regime, salinity, temperature, and pH can influence the diversity of microorganisms
(Crump et al. 2004; Zhang et al. 2019; Liu et al. 2020; Bahram et al. 2018; 2020). The
environmental factors studied here formed a set of unique features specific to each
locality where L. racemosa species were located along the mangrove due to the
temporal and spatial heterogeneity of the ecotone. However, the yeast communities did
not vary significantly between the sampled sites, indicating that the community was
compositionally stable. The environmental changes can stimulate stability in the
composition of microbial communities (Chen et al. 2020). Unlike the epiphytic yeast
community, the yeasts present in the rhizosphere of plants have a homogeneous
composition (Golubtsova et al. 2007).

The diversity of yeast communities in the rhizospheres of species of L. racemosa
located along the river varied. Similar results were reported by Zhang et al. (2021)
studying the community structure of soil microorganisms in a Chinese estuary, which
reported a negative relationship between locations with more significant sea influence,
and consequently greater salinity, and the diversity of microorganism groups. The
different diversity in the communities of microorganisms associated with plant species of

mangroves has been reported in the literature (Moitinho et al. 2019; Bezerra et al. 2022).
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Plant species are crucial to determining the composition of microorganism
communities. Some studies have shown that areas with plant cover composed of
several plant species favor the most remarkable diversity of microorganisms (Liu et al.
2019). Other studies have verified that yeasts play an essential role in plant growth,
such as P. laurentii, here reported at all collection points. One of the most abundant
species in our study was reported as a species that acts to increase roots (Cloete et al.
2009). However, the relationship between the yeasts in the rhizosphere soil of mangrove

plant species is poorly understood.

CONCLUSIONS

This study presents an important data set that can serve as a basis for studies on
the diversity of yeasts in mangroves. Our results provide an overview of the composition
and diversity of yeasts in sediment adjacent to rhizosphere of the species L. racemosa
in tropical mangroves in northeastern Brazil. In addition, based on the data obtained, it
can be concluded that the mangrove ecosystem is quite rich, and little explored
regarding the identification of yeasts. However, when studied, it was possible to verify
new records of species in the marine ecosystem, revealing possible new species and
bioindicator species of environmental quality. Therefore, we reaffirm the importance of

further research on microorganisms present in mangroves.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do sedimento e da agua do

Manguezal da Barra de Santo Antdnio

No geral, todos os parametros fisico-quimicos (pH da agua, temperatura da
agua, oxigénio dissolvido, condutividade, clorofila, salinidade e condutividade)
aumentaram discretamente, em direcdo ao mar (Tabela 1). Entretanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os parametros fisico-quimicos do
sedimento e da agua nos pontos amostrados, nem entre 0s anos de amostragem.
Krumme et al., (2012) em seu estudo em um manguezal no sul da China também
verificou esse aumento em relacdo a alguns parametros fisico-quimicos (salinidade, OD
e pH) em direcdo a costa, e também constatou que ha uma oscilagdo de alguns
parametros associando essas mudancas ao regime de maré e associou esse efeito ao
regime de marés e o periodo do dia (inicio ou final da manh& ou da tarde) em que
ocorre a afericdo dos parametros. De fato, a padronizacdo das condicbes no dia da
coleta, como regime de marés e do horario da coleta, séo cruciais para ndo haver muita
discrepancia nos parametros, aqui padronizamos esses dois fatores e esse cuidado se

reflete em nossos resultados.
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Tabela 1: Valores obtidos para os parametros fisico-quimicos da agua e do sedimento em trés pontos amostrais: Ponto 01, Ponto 02 e

Ponto 03, durante os dois anos de coleta no manguezal do Rio Santo Antdnio no Nordeste do Brasil.

Amostra Temperatur Condutividad 0O.D
Data da Temperatura a pH da pH do Salinidade e . Turbidez Clorofila
coleta da agua (°C) do solo (°C) agua solo (ppm) (mS/cm) (%) (NTU) (g/L)
Ponto 1 29,39 29,00 8,92 6,0 20,48 32,92 0,0 18,20 0,00
14/03/2020 Ponto 2 29,92 29,00 7,55 50 12,98 21,75 68,5 23,60 6,40
Ponto 3 30,15 28,00 7,63 4,5 2,23 4,23 16,3 0,00 11,10
Ponto 1 28,94 28,00 7,94 3,5 1,43 29,89 29,3 9,10 1,10
30/10/2020 Ponto 2 28,60 28,00 7,91 50 0,60 12,95 11,5 1,50 8,00
Ponto 3 28,40 28,00 7,98 50 0,00 4,00 16,0 15,70 2,70
Ponto 1 29,89 28,00 6,23 6,5 18,35 29,86 65,9 7,70 8,30
01/03/2021 Ponto 2 29,16 28,00 6,36 50 12,96 29,16 53,1 6,40 7,00
Ponto 3 29,07 28,00 6,46 4,0 4,77 29,07 48,7 1,50 3,30
Ponto 1 25,38 25,00 7,38 4,0 0,18 0,20 72,3 44,00 0,30
10/08/2021 Ponto 2 26,86 26,00 7,19 6,0 0,11 0,60 56,8 92,00 1,70

Ponto 3 24,90 25,00 6,96 4,5 4,50 0,23 65,5 42,80 1,30
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Coliformes

Com relacéo aos parametros microbioldgicos, obtivemos os valores referentes a
guantificacdo do teste presuntivo de coliformes totais e coliforme termotolerantes nas
amostras de agua e do sedimento. Ao analisarmos nossos resultados foi possivel
verificar que todos os pontos apresentaram niveis elevados de coliformes totais e
coliformes termotolerantes (Tabela 2). Resultados semelhantes foram obtidos por
Paulino et al., (2017a).

Tabela 2. Valores obtidos para os parametros microbiol6gicos da agua e do sedimento em trés
pontos amostrais: Ponto 01, Ponto 02 e Ponto 03, no manguezal do rio Santo Antdnio no

Nordeste do Brasil.

Coliformes Totais

Data da Ponto de
(MPN)
coleta amostragem .
Agua Sedimento
Ponto 1 16000 9200
14/03/2020 Ponto 2 >16000 >16000
Ponto 3 16000 16000
Ponto 1 >16000 >16000
30/10/2020 Ponto 2 >16000 >16000
Ponto 3 >16000 >16000
Ponto 1 9200 5100
01/03/2021 Ponto 2 2200 9200
Ponto 3 9200 9200
Ponto 1 >16000 >16000
10/08/2021 Ponto 2 >16000 >16000
Ponto 3 >16000 >16000

Coliformes
Com relacdo a analise microbiolégica de coliformes, os resultados indicaram a

presenca de coliformes totais e termotolerantes na agua e no sedimento de todos o0s
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pontos de amostragem. A partir da utilizacdo da técnica de NMP foi possivel evidenciar
gue todas as amostras foram positivas e que estdo acima do valor de referéncia
estabelecido pela Resolugdo CONAMA 357/05. Alguns fatores podem influenciar os
niveis de coliformes como pluviosidade (SILVA 2020) e interferéncia antropica como
contaminagdo por rejeitos domeésticos e agricolas (GARBOSSA et al., 2017). Apesar
dos fatores ambientais dos manguezais, algumas cepas de E. coli, por exemplo, as
contaminacgdes, principalmente, por despejos domésticos fazem com que esse grupo de

microrganismo prospere nesses ecossistemas, trazendo prejuizos a qualidade

ambiental e saude humana (Jang et al., 2017).

As leveduras sdo encontradas em diversos ambientes. Existem leveduras que
sobrevivem e preferem ambientes ricos em acucares, algumas sdo mais adaptadas a
ambientes salinos e outras sdo mais adaptadas a substratos alcalinos e tém preferéncia
por condicbes mais acidas (PAULA et al., 1983). Em nosso estudo foi possivel
perceber que as espécies que permaneceram compondo a comunidade de leveduras
em todos 0s pontos possivelmente conseguem tolerar uma ampla faixa de salinidade,
além de outros fatores que podem ter contribuido para a permanéncia dessa espécie ao

longo dos pontos, como por exemplo relacées simbidticas com a espécie vegetal.

6.2. Riquezae diversidade de leveduras

Um total de 24 amostras foram coletadas de sedimentos rizosféricos proximos a
espécie L. racemosa no manguezal do rio Santo Antdnio. Destas amostras, obtivemos
132 isolados pertencentes a 32 espécies de leveduras e fungos leveduriformes. Dessas
espécies, 69% pertencem ao filo Ascomycota e 31% ao filo Basidiomycota, agrupadas
em 18 géneros, e distribuidas entre os pontos 01 (n = 26), ponto 02 (n = 29) e ponto 03
(n=77).

Entre todas as amostras coletadas, a maior riqueza foi encontrada em uma Unica
amostra onde obtivemos onze espécies, no ponto 03. Este € o ponto que recebe menor

influéncia da maré e consequentemente menor salinidade. Corroborando com nossos
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achados, Luis et al., (2019) em seus estudos verificaram que a salinidade e outros
fatores como cobertura vegetal, pluviosidade e profundidade do solo podem influenciar
a diversidade de fungos. Quando analisamos a curva de rarefagéo verificamos que nao
foi atingida a assintota indicando que a riqueza nos locais amostrados é ainda maior do

gue o amostrado (Figura 4).

Figura 4. Curva de rarefagdo-extrapolagdo das espécies nos trés pontos amostrais e no total

dos dados agrupados.
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Nossos resultados revelaram uma diversidade semelhante a trabalhos
desenvolvidos em manguezais de outros paises, como o0 estudo desenvolvido por
Hoondee et al., (2019), que ao estudar uma floresta de mangue na Tailandia obtiveram
uma diversidade de 32 espécies agrupadas em 16 géneros. Em estudos desenvolvidos
em ambientes tropicais com amostras provenientes do solo, a diversidade de fungos é
maior, e se comparada a outros ambientes mais distantes dos tropicos, a diversidade
de fungos tende a diminuir (TEDERSO et al., 2014). Como os estudos de Ahmed et al.,

(2019) desenvolvido em um manguezal no Paquistdo que obtiveram 05 espécies de
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leveduras, sdo elas Candida parapsilosis, Debaryomyces fabryii, Debaryomyces

hansenii, S. cerevisiae, e Schizosaccharomyces pombe.

Candida foi o género mais prevalente e com maior diversidade de espécies, em
comparacdo com os demais géneros encontrados. Esse género é frequentemente
isolado de ambientes aquaticos e florestais, comumente relatado em diversos
manguezais do mundo, como na Flérida, na Tailandia e no Rio de Janeiro (Hagler 2007,
Hagler e Mendonca 2011, Kunthiphun et al., 2018). Geralmente a presenca de algumas
espécies desse género estao relacionadas a poluicdo do corpo hidrico ou do sedimento
por dejetos humanos ou de aves (Hurley et al., 1987). Além disso, a presenca de
Candida spp. em manguezais pode estar associada a outros fatores, como a presenca
de matéria organica (Kutty et al., 2014), e pode estar relacionada a capacidade de
algumas espécies do género sobreviverem em um ambiente com varia¢cdes constantes

em fatores ambientais (Kandasamy 2012).

6.3. Abundancia das espécies de Levedura isoladas

A espécie C. tropicalis ocorreu em 45,8% das amostras, seguida por Candida
(Pichia) pseudolambica e P. laurenti com 33,3%, Torulaspora indica, Candida
ghanaensis e Pichia manshurica com 20,8%. a. As demais espécies ocorreram em
menos de 13% das amostras e foram consideradas espécies com frequéncia baixa ou

ocasional.

Resultados semelhantes foram obtidos em estudos realizados em quatro
manguezais na Tailandia, onde as espécies C. tropicalis e C. pseudolambica também
foram prevalentes (Kunthiphun et al., 2018). A espécie C. tropicalis € comumente
isolada de plantas e é capaz de promover o crescimento de espécies vegetais por meio
da producédo de acido indol acético (Amprayn et al., 2012). Entretanto, essa espécie
também é considerada frequente em sedimentos poluidos (Hagler et al., 1982). C.

7z

tropicalis é relatada no grupo de patdgenos humanos (Wang et al., 2007), mas é
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frequentemente isolado de manguezais (Chi et al., 2012; Hagler et al., 2017), sugerindo

uma relacdo com a qualidade ambiental (Hagler 2006; Starmer Lachance 2011).

Em contrapartida, vale a pena ressaltar a presenca da espécie K. aestuarii que
apresenta uma estreita relagdo com os manguezais. Ahearn et al.,, (1968) em seu
estudo em manguezais relatou que essa espécie pode ser isolada de invertebrados,
espécies vegetais de mangue e sedimento, como as espécies encontradas em nosso
estudo. Entretanto, apesar dessa espécie ser indicadora de qualidade ambiental,
contagens altas de coliformes n&o determinam a sua distribuicdo (Araujo & Hagle
2011). Aqui, encontramos 0 mesmo padréo, pois a espécie K. aestuarii estava presente
em todos os pontos de amostragens que apresentaram contagens elevadas de

coliformes.

Como ocorre a distribuicdo dos fungos em manguezais ainda € um assunto
pouco compreendido. O que se sabe € que sdo encontradas em diversos substratos.
Devadatha et al. (2021) em seu trabalho de revisdo bibliografica sobre fungos de
mangue relataram que a maioria dos isolados obtidos em diversos estudos em
manguezais foram obtidos de madeira em decomposi¢do (395 espécies), solos e
sedimentos (193 espécies), palmeiras (95 espécies), agua (96 espécies), folhas recém
caidas e em estagio de decomposicao (81 espécies) valores menores foram obtidos de
outros substratos (Amend et al., 2012). Nosso estudo soma ao quantitativo de espécies
de fungos obtidos de sedimentos de manguezais, pois encontramos 12 espécies nunca
registradas em manguezais, sao elas Candida ghanaensis, Candida sojae,
Cyberlindnera subsufficiens, Kazachstania kunashirensis, P. manshurica, Rhodotorula
taiwanensis, Rhynchogastrema noutii, Saitozyma cassiae, T. indica, Vishniacozyma
alagoana, Vishniacozyma taibaiensis, Wickerhamiella martinezcruziae e uma possivel

espécie nova, Barnettozyma sp.

O isolado LS115 pertence ao género Barnettozyma e foi designado como uma
possivel nova espécie. Este género foi sugerido por Kurtzman e colaboradores (2008)
para agrupar espécies dos géneros Candida, Pichia e Williopsis que estavam dispersos
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entre os taxons. Espécies deste género foram recentemente relatadas como tendo
funcdes que sugerem uma estreita relagdo com espécies de plantas. Arrey et al.,
(2021), em seu estudo realizado na Africa, descreveu uma nova espécie deste género
isolada do trato intestinal de cupins, e verificou que esta espécie é um degradador de
polimeros derivados de espécies vegetais. Fang et al. (2021), na China, demonstraram
gue uma espécie do género Barnettozyma apresentou capacidade eficiente de
nitrificacdo heterotrofica e desnitrificacdo aerdbia. Esses processos ocorrem
principalmente em solos acidos ou salinos (Yokoyama et al., 2012), como manguezais.

Quando levamos em consideracdo a abundéancia, menos de 20% das espécies
relatadas apresentam média acima de 10° CFU/g. Algumas espécies obtiveram maior
abundancia média nas amostras, sdo elas Lodderomyces elongisporus 5X10°
Kluyveromyces aestuarii, Candida (Pichia) pseudolambica e Pichia occidentalis todas

com 2X10°, todas as espécies ja foram descritas em manguezais.

6.4. indices de diversidade

O ponto de coleta mais distante do mar (ponto 03) apresentou uma riqueza maior
de espécies (n = 23) em relacdo aos dois pontos mais proximos ao mar (ponto 01 e
ponto 02) que apresentaram riqueza menor (n = 13 e = 16, respectivamente). Os
indices de diversidade de Shannon (H’), AvTD e TTD, apresentaram o mesmo padrao
da riqueza de espécies onde a diversidade taxonémica e filogenética foi aumentando a
medida em que os pontos se afastam da influéncia do mar, ponta 01 (H = 0,305; AvTD
=14,7; TTD = 84,5); ponto 02 (H’ = 0,498; AvTD = 31,7; TTD = 185,0); e ponto 03 (H’ =
1,180; AVTD = 44,0; TTD = 401,9). Em comparacdo com valores de dominancia foi
possivel observar que seguiram o caminho inverso, aumentado a dominancia de alguns
grupos nos pontos mais proximos ao mar, passando de 0,39 no ponto 03, para 0,54 no

ponto 02, e 0,64 no ponto 03.
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Além das métricas de diversidade e dominancia, foi avaliada a composicdo de
espécies de leveduras nos sedimentos amostrados, e verificamos que a composi¢ao da
comunidade entre os pontos ndo variou significativamente (p>0,05). Mantendo uma
composicdo constante das seguintes espécies: C. ghanaensis, C. tropicalis, C.
subsufficiens, K. aestuarii, P. laurentii, P. manshurica e C. pseudolambica. Para
exemplificar, foi elaborado um grafico comparando as espécies que se mantiveram na
composicdo da comunidade (Figura 5), durante as 4 coletas em cada ponto de

amostragem nos anos de 2020 e 2021, totalizando 24 amostras.

Figura 5. Datas de coleta e a frequéncia de ocorréncia das espécies que se mantiveram em
todos os pontos de amostragem compondo a comunidade que se manteve durante 0os pontos
de amostragem de leveduras no manguezal do rio Santo Anténio. A numeracdo dos pontos
obedecem a uma ordem crescente com relacdo a distancia do mar, portanto Ponto 01 é o ponto
mais perto do mar, Ponto 02 o ponto intermediario, e Ponto 03 é o0 que tem maior

distanciamento do mar.
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As espécies que fizeram parte da composicéo estavel de leveduras variaram com
relacdo a frequéncia de ocorréncia nos pontos de amostragem. A amostra mais diversa
gue obteve a presenca de todas as espécies ocorreu na segunda coleta de 2020 no
ponto 03. Vale a pena ressaltar que na primeira coleta do ano de 2020 no ponto 01 nédo
houve a presenca de nenhuma das espécies mais frequentes, entretanto nas

amostragens dos demais pontos pelo menos uma das espécies ocorreu.

7. CONSIDERACOES FINAIS
Nossos resultados corroboram os sedimentos de manguezais como um ambiente
rico, diverso, e que abriga espécies mais adaptadas as condicdes ambientais desse

ecossistema, apresentando uma que se manteve durante dos pontos de coleta. Foi
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verificado que a diversidade taxondmica e filogenética foi representativa principalmente
no ponto mais distante do mar, indicando uma relacdo com o regime de maré.
Percebemos ainda que ha uma variacado entre as espécies de leveduras isoladas da
mesma espécie de mangue L. racemosa, indicando a importancia da localizagédo
espacial das espécies. Esse estudo forneceu dados valiosos sobre a ocorréncia e
diversidade de leveduras em sedimentos de manguezais no Brasil, além de possibilitar
0 engajamento de novos estudos de biodiversidade, ecologia e conservacédo de micro-
organismos, para melhor compreensdo da dindmica da comunidade microbiana de

manguezais.
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