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RESUMO

RIBEIRO, José Roberto de Assis. Diversidade e ecofisiologia de leveduras em plantio
organico de cana-de-acUcar. 2009. 158p. Tese (Doutor em Ciéncias em Agronomia,
Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 20009.

O solo é considerado tradicionalmente um ambiente repositorio para as leveduras de outros
habitats e ndo um local especial onde possam estabel ecer populacdes autoctones Devido a
escassez de dados, este grupo de fungos, amplamente disperso, nédo € incluido nas discussoes
gerais na area de Microbiologia do Solo. Recentemente, alguns autores demonstraram seu
potencial uso na agricultura, principamente nas interagbes simbidticas micorrizicas e
rizobio/ leguminosa e no antagonismo a patdgenos. O crescimento de fungos filamentosos
nos meios de isolamento € uma das causas para a caréncia de estudos com comunidades de
leveduras nesta area. Portanto, desenvolver metodologias que permitam aperfeicoar esse
isolamento é fundamental para 0 desenvolvimento de novas pesquisas e a melhor
compreensdo da ecologia destes organismos. Com 0 objetivo de rever as populages de
leveduras na raiz, na folha e no solo de uma area de producdo orgénica de cana-de-acucar,
foi desenvolvido um protocolo de isolamento de amostras que possuem uma grande
guantidade de propagulos de fungos filamentosos. Neste protocolo foram utilizados os
métodos de espalhamento em placa, para avaiar as populacBes prevalentes, e de
enriguecimento para as populagbes menores ou que sao inibidas nas placas. Posteriormente,
foi realizada uma etapa de triagem, com meios diferencials, para diminuir os isolamentos
redundantes. Amostras compostas, relativamente grandes para a inclusdo das populagdes
presentes em micro-habitats, foram realizadas no periodo seco e chuvoso. Foram observadas
diferencas na composicdo das comunidades de leveduras presentes no solo, no rizoplano e
no filoplano. As espécies prevalentes no solo foram Torulaspora globosa, Pichia caribbica
e Cryptococcus podzolicus nas duas estagdes. Aureobasideum pullulans e espécies
basidiomicéticas de Cryptococcus spp., Rhodotorula marina e Pseudozyma spp., com P. aff.
pruni e P. jejuensis, foram prevalentes nas folhas. Naraiz a dominancia foi dividida entre as
espécies ascomicéticas, P. caribbica e Candida aff. azyma, e basidiomicéticas, Cryptococcus
laurentii e C. podzolicus. Quando as raizes estavam metabolicamente ativas, 0 conjunto de
leveduras ascomicéticas foi incrementado por diversas espécies fermentativas, indicando um
efeito rizosférico sobre estas leveduras. O cultivo por varios métodos permitiu a obtencdo de
mais de 700 isolados de cana-de-agUcar e do solo associado ao cultivo, incluindo 24 espécies
ascomicéticas e 45 espécies basidiomicéticas de leveduras e organismos similares a
levedura. Estes isolados foram identificados por caracterizagdo fenotipica convenciona e
por sequenciamento parcia do rDNA. Mais de 40 % das ®quencias de rDNA D1/D2
tiveram menos de 99% de similaridade com sequencias de culturas tipos de espécies
descritas, sugerindo serem de espécies novas. Em especial séo as provaveis novas espécies
préximas a Candida tsuchiyae e C. azyma, entre os ascomicetos, e varias espécies novas de
Cryptococcus, Rhodotorula e Pseudozyma, entre os basidiomicetos. Uma provavel nova
espécie proxima ao fungo diméfico Lecythophora decumbens também foi encontrada.
Nossos dados mostraram que o solo, principalmente associado com raizes ativas de plantas,
possui uma rica diversidade de leveduras. Esta biodiversidade pode ser estuda pela aplicacéo
de métodos apropriados de cultivo e pode contribuir como uma fonte de novas culturas para
aplicagéo biotecnol dgica.

Palavras-chave: Ecologia Microbiana do Solo. Cultivo de Leveduras. Comunidades.



ABSTRACT

RIBEIRO, José Roberto de Assis. Yeast diversity and physiology in organically
cultivated sugar cane. 2009. 158p. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil Science).
Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 20009.

Sail is traditionally known as a repository for yeasts from diverse habitats and not an
environment where they can establish autochthonous populations. Because of the scant data
available, this widdly distributed group of fungi is not frequently included in genera
discussions about soil microbiology. Recently, some authors have shown a potential use of
yeasts in agriculture for mycorrhyzal and rhizobia/leguminous symbioses and pathogen
antagonism. The growth of filamentous fungi on isolation media has contributed to the low
number of studies on yeasts in soil communities. Therefore, a key factor for increasing and
improving soil yeast ecology studies was development of a protocol that could inhibit
mycelial growth, but permit good recovery of yeasts. A protocol was developed for isolating
yeasts from samples with many mold propagules in order to survey populations on
rhizoplane, phyloplane, and in bulk soil of an organically cultivated sugar cane field. It
consisted of a plating methods to access fast growing prevalent populations, and enrichment
media for smaller populations or those inhibited on plates. This was followed by a screening
step with differential media, to diminish the redundant isolates. Relatively large composite
samples were used to include populations distributed in different microhabitats. Samples
were taken during both the dry and wet seasons. Different yeast community structures were
found for bulk soil, root and leaf surface. The yeasts prevalent in soil were Torulaspora
globosa, Pichia caribbica and Cryptococcus podzolicus in both seasons. Aureobasideum
pullulans and basideomicetes yeasts of Cryptococcus spp., Rhodotorula marina and
Pseudozyma spp. with P. aff. pruni and P. jgjuensis, were prevalent on leaves. Whereas on
roots community dominance was shared by ascomicetic yeasts, specially comprised by P.
caribbica and Candida aff. azyma, and by basidiomicetes species Cryptococcus laurentii
and C. podzolicus. When plant roots were metabolically active the ascomicetous yeast guild
was increased by several fermentative species, indicating that there was a rhizosphere effect
on them. Cultivation by various methods allowed the isolation over 700 cultures including
24 ascomycetes and 45 basidiomycetes species of yeasts and yeast like organisms from
sugar cane and associated soil. These isolates were identified by conventional phenotypic
characterization and rDNA partial sequencing methods. More than 40 % of the species had
D1/D2 rDNA sequences with less than 99 % of similarity to the type cultures of known
species suggesting that they are new species. Of special note were probable new species
gmilar to Candida tsuchiyae and C. azyma among the ascomycetes and various
Cryptococcus, Rhodotorula and Pseudozyma species among the basidiomycetes. A probable
new species similar to the dimorphic fungus Lecythophora decumbens was aso discovered.
Our data showed soil, especially when associated with roots of actively growing plants, to
be a rich source of yeast biodiversity. This diversity can be studied by application of
appropriate cultivation methods and could contribute as a source for novel cultures for
application in biotechnology.

Key words:. Soil Microbial Ecology. Yeast Cultivation. Yeast Guild.
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1. INTRODUCAO

Muitos exemplos existem de como o0 conhecimento sobre o0 ecossistema, sua
diversidade e interacdo entre as espécies, pode ser aproveitado como técnicas e insumos para
melhoria de sistemas produtivos. Em especial os de selegdo de cultivares, insumos biol 6gicos,
rotacéo de culturas, adubacdo verde e aproveitamento de restos culturais.

A tilizagdo de microrganismos tem uma importancia relevante neste cenario, pela
fixacdo bioldgica de nitrogénio, associagbes micorrizicas e controle bioldgico. Em relacdo as
leveduras alguns exemplos também podem ser citados. Estudos ecoldgicos de comunidades'
destes organismos demonstraram que as leveduras eram naturamente dominantes na
superficie dos tecidos vegetais maduros. Descreveram também como era formada esta
comunidade, como ela variava em diversas situagoes, e estudaram a ecologia das espécies
encontradas. Entre elas, algumas com capacidade de produzir toxinas especificas contra
outros fungos. Seguiu-se uma série de experimentos aplicados testando as melhores formas,
veiculos e periodo de aplicacdo, e especificidade no controle. Atualmente, as leveduras séo
utilizadas no pré e pés-colheita de frutas, como agentes de biocontrole contra perdas causadas
por fungos. Os indices de controle alcangados sdo equiparados aos de fungicidas.

Alguns trabalhos apontam novos caminhos de aplicacdo destes organismos ha
agricultura. Um deles, o sinergismo de leveduras nas associacfes simbidticas micorrizo
arbusculares. Embora, ainda ndo completamente compreendida esta interacéo, ainoculacéo de
leveduras promove um aumento na colonizacdo das raizes pelos fungos. Efeitos benéficos
também foram notados no acimulo de biomassa e na absor¢do de fosforo. Mais recentemente
e com menor quantidade de informagdo, também ja foi descrito que a inoculagdo conjunta de
leveduras aumenta 0 nimero de nédulos formados e o crescimento da planta na simbiose
rizébio-leguminosa. Apesar deste potencial emergente de aplicacdo de leveduras conmo
insumo, pouca informagdo foi gerada sobre a ecologia e a diversidade destes organismos
associados as raizes das plantas. E em especial no Brasil, apenas um artigo publicado a cerca
de 10 anos foi produzido explorando este assunto.

Historicamente, o conhecimento nesta &rea se desenvolveu pouco porque 0 maior
interesse nos estudos ecoldgicos de leveduras estava voltado para amostras onde ha
prevaléncia de leveduras e baixa incidéncia de fungos filamentosos. Apesar deste grupo de
organismo estar sempre presente em amostras de solo e rizoplano, ha grande dificuldade de
isolamento devido ao grande nimero de propagulos e esporos de fungos filamentosos. Os
plagueamentos sdo rapidamente tomados pelo crescimento micelial e os métodos utilizados
gue promovam a diminuicdo da incidéncia de fungos filamentosos acabam por diminuir a
incidéncia de leveduras. Para dar suporte a industria de fermentacéo e alimentos, as pesquisas
foram concentradas em exudados de plantas, nectarios de flores, partes moles de plantas e
frutas e mostos fermentativos. Nestes locais de baixa tensdo de oxigénio e maior teor de
acUcares simples, as leveduras ascomicéticas fermentativas dominam amplamente.

A atividade metabdlica da raiz diminui a disponibilidade de oxigénio e os exsudados
fornecem compostos de carbono, principalmente na forma de aclcares e acidos organicos,
tornando o ambiente préximo as raizes favoravels a esse grupo de organismos. Porém, o
conhecimento cientifico considera que ndo hgja diferenciagdo entre as comunidades de
levedura presentes no rizoplano e no filoplano. Embora mais recentemente tenha sido
observada uma diferenca nesta composicdo, a caracteristica das comunidades ainda é
considerada semelhante. Levando em consideracéo que estes dois compartimentos possuem

! comunidade: conjunto de popul agdes biol dgicas de espécies diferentes que ocupam um mesmo habitat.



caracteristicas ecoldgicas distintas, tais como: irradiagdo solar, oscilacdo de temperatura,
umidade e animais, é possivel esperar que haja uma diferenciacdo entre estas comunidades.

Partindo das observacfes acima, uma hipotese pode ser levantada:

A comunidade de levedura presente no rizoplano possui uma composi¢ao diferenciada
de espécies das encontradas no filoplano e no solo. Além disso, deve ser composta por
leveduras com caracteristica fisiol 6gica distinta das popul aces basidiomicéticas do filoplano.

Os problemas no isolamento das leveduras dificultam os estudos das comunidades de
levedura em amostras com grande presenca de fungos filamentosos, contribuindo para a
peguena quantidade de trabalhos com este foco e para que ainda se considerem semel hantes
as comunidades destes dois compartimentos ecol dgicos.

O objetivo geral desta tese é caracterizar, identificar e comparar as populactes de
leveduras presentes no rizoplano, no filoplano e no solo de um cultivo orgéanico de cana-de-
acucar em dois periodos distintos de atividade metabdlica da planta. Foi estudado também o
aperfelcoamento nos métodos de estudo de leveduras em amostras com grande quantidade de
propéagul os de fungos filamentosos.

Objetivos especificos:

Adaptar e desenvolver metodologias de isolamento de leveduras do ambiente solo,
pela utilizaco de inibidores nas técnicas de plagueamento e de metodologia de
enriqueci mento;

Desenvolver metodologia de triagem dos isolados obtidos;

Isolar, triar, caracterizar morfo-fisiologicamente e identificar por abordagem polifésica
as leveduras de amostras de rizoplano, filoplano e solo de plantio de cana-de-actcar;
Comparar as popul agdes obtidas no periodo seco e no periodo Umido;

Comparar as populacdes encontradas nos compartimentos estudados.

Formar uma colec&o de culturas de leveduras isoladas de ambiente agricola para
posteriores estudos aplicados.

Parece bastante oportuno rever as comunidades de leveduras presentes nestes
compartimentos ecolégicos, em um momento que estudos aplicados com este grupo de
organismo, no sistema solo-planta, comegam a se tornar mais frequentes. Acreditamos que o
rizoplano possui uma comunidade de leveduras caracteristica, e que a compreensdo da
diversidade e ecologia de um grupo de organismo é a formagdo de conhecimento bésico
necessario para futuras aplicacfes. Foi decidido realizar este estudo em cana-de-acUcar por
esta cultura ser estratégica para 0 pais em dois importantes setores, alimentos e energia,
ocupando grandes &reas de plantio em diversas regifes do pais. E, também, por ja existir um
estudo de comunidade de levedura em raiz de cana-de-aglcar cultivada em plantio
convencional e que poderia servir de base para comparagdo dos resultados obtidos. Foi
escolhido o cultivo organico pois se acredita que neste tipo de manejo as relacdes ecol bgicas
estegjam mais preservadas.

As leveduras foram muito pouco estudadas na &rea de Ciéncia do Solo, no Brasil e em
outros locais. E portanto para situar o leitor, € importante iniciar a revisdo de literatura deste
trabalho fornecendo informagdes sobre este organismo e como ele € estudado. Para isso, na
revisdo de literatura, foram incluidas informagdes extras com o objetivo de auxiliar o leitor
neste assunto.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Oqueéumalevedura?

Dentro das limitagBes implicitas no termo e segundo as informacfes encontradas em
Wickherham (1951), Rose e Harrison (1969), Lodder (1970), Kockova-Kratochilova (1990a),
Barnett et a. (1990), Boekhout e Kurtzman (1996) e Kurtzman e Fell (1998), as leveduras
sd0: fungos ascomicetos ou basideomicetos que se reproduzem vegetativamente (assexual)
por brotamento, alguns por fissdo, e que quando apresentam estrutura sexual ela ndo esta
relacionada a um corpo de frutificacao.

Mas pelo que pode ser observado, responder esta pergunta € um desafio mesmo para
0s especidistas na area. Livros, monografias e tratados sobre leveduras, normamente
demonstram cautela nessa explicagdo. “A diferenciacdo entre leveduras e os fungos
dimérficos é incertd’, retirado de Kurtzman e Fell (2006). Davenport (1980) fazendo nengédo
a caracteristica unicelular destes organismos afirma que, uma defini¢cdo simples e precisa do
termo levedura é impossivel porque atuamente € conhecido que muitas formas unicelulares
de leveduras possuem ciclos de vida complexos. KockovaKratochilova (1990a) em relacéo a
artificialidade taxonémica do grupo também afirma que uma definicdo Unica do que € uma
levedura ndo € possivel.

O gue se conhece hoje como levedura € bem mais abrangente do que o significado
dado pela palavra. Em diversos idiomas a palavra utilizada esta relacionada a fermentacéo.
Desta caracteristica se tem o relato dos primeiros processos hiotecnoldgicos utilizados pela
humanidade, que datam de 6.000 a 8.000 anos atrés, na Babilonia antiga (KOCKOVA-
KRATOCHILOVA, 1990a), um tipo de caldo ou sopa que era preparado com o fermentado
de cereais em germinagdo. Muitos outros exemplos podem ser citados, como a producéo de
cerveja e paes pelos egipcios a 3.000 a 6.000 anos, fermentados de milho ou mandioca por
povos na América Central e do Sul, e uva ou cereais na Europa e Asia. Muitas sociedades
fizeram uso desta forma de modificaco e conservacdo de alimentos, e que, atualmente, sabe-
se serem realizadas por leveduras ou por associagoes entre bactérias e leveduras.

As leveduras foram descobertas muito tempo depois de sua utilizacdo. Em 1680,
Antonie Van Leeuwenhoek fez o primeiro relato da observacdo de granulos em amostras de
mostos de cerveja. Os quais ele suspeitava serem granulos de amido. No final da década de 30
do século XIX, se atribuiu a presenca deste organismo em mostos de fermentacdo como
responsavel por este processo. E, em um periodo dominado pela quimica, levaria ainda mais
30 anos para que a idéia fosse aceita pela comunidade cientifica, com os experimentos
definitivos de Louis Pasteur (GEST, 2003). Entdo, a denominacdo de levedura,
historicamente, foi dada por um processo de transformacéo de alimentos, a fermentacdo, e néo
por uma caracteristica observada diretamente no organismo. Por isso, N0 senso comum,
acredita-se que todas possam fermentar, embora uma minoria, entre as espécies descritas,
tenha demonstrado esta capacidade. Estas espécies, normalmente por comparacdo de sua
forma celular com as espécies fermentadoras, foram e ainda séo alocadas para 0 mesmo grupo
taxondmico. Entre essas caracteristicas, as principais sdo: o predominio da forma unicelular e
a incapacidade de formar estruturas aéress vegetativas (hifas) e reprodutivas (conidios). E
interessante notar que o emprego do termo levedura iniciamente originado de um processo
fisiologico tem o seu significado modificado para uma caracteristica morfoldgica, e passa a
designar fungos, em sua maior parte, unicelulares, que apresentam caréncia de caracteres
morfol 6gicos e estruturais para sua classificacdo entre as demais espécies de fungos.

N&o ha nenhuma distingdo precisa entre organismos considerados leveduras e fungos
filamentosos. A definicdo tradicional do termo levedura é aplicada a espécies que s&o

3



unicelulares, nunca ou raramente produzem estruturas filamentosas, como hifas verdadeiras, e
apresentam reproducdo por brotamento. Por estas caracteristicas, suas colOnias, en meio de
cultura solido, possuem semelhanca com colbnias bacterianas. Este conceito pode ser bem
aplicado a Saccharomyces cerevisiae e organismos semelhantes, utilizados nas indUstrias de
bebida e panificagdo. Enquanto que as definigdes tradicionais de fungos filamentosos sdo
aplicadas a espécies que nunca se apresentam sob a forma unicelular, a ndo ser como
conidios, produzem hifas e estruturas de reproducdo aéreas. E, em meio de cultura, possuem
as colénias claramente filamentosas. Entre estas duas formas hé todas as variagbes que a
evolugdo permitiu. A descricdo de novas espécies e 0 aumento do conhecimento sobre as
espécies conhecidas provocam constantes mudancas nesta definicdo (PHAFF, 1982).

A formagdo deste grupo baseado nessas caracteristicas levou a criagdo de um grupo
artificia dentro da arvore filogenética dos fungos. Mesmo os fungos dimorficos que
apresentam as formas micelial e de levedura tiveram muitas vezes a fase leveduriforme sendo
classificada como espécie de levedura ou como tipos anamorfos. Os taxonomistas na area de
Micologia séo divididos em dois grupos: os que se dedicam ao estudo de fungos filamentosos
e 0s que estudam leveduras, possuindo e desenvolvendo, independentemente, suas préprias
escolas, técnicas, publicacdes e reunides cientificas.

Von Arx (1980) acredita que esta separagdo tem motivos na histéria do estudo de
fungos na Holanda, quando em 1922 o Professor Albert Jan Kluyver levou a colecéo de
leveduras do CBS? para o Laboratdrio de Microbiologia da entéo Escola Politécnica de Delft.
Neste local, ele passou a aplicar nesta colecdo as metodologias utilizadas na taxonomia de
bactérias. Seus estudos, ainda hoje, influenciam a taxonomia de leveduras. Ainda, como
relembrado por Rose e Harrison (1969), Von Arx (1971), Phaff (1982) e Lachance (2003),
Kluyver iniciou e influenciou a producéo dos importantes tratados sobre estes organismos,
publicados entre as décadas de 30 e 50 (STELLING-DEKKER, 1931; LODDER, 1934;
DIDDENS e LODDER, 1942; LODDER e KREGER VAN RIJ, 1952). Esta forma de
caracterizar as leveduras, principalmente pelas suas habilidades fermentativas e de
assmilacéo de fontes de carbono, é reconhecida hoje como da Escola Holandesa de
taxonomia de levedura (VON ARX, 1980; PHAFF, 1982), influenciada pela escola de
microbiologia de Delft (LA RIVIERE, 1997).

Talvez a melhor descricdo do uso do termo levedura ndo segja bioldgica, mas sm uma
descricdo prética, como a que foi proferida pelo Professor Allen Hagler (comunicagdo
pessoal), em que o termo € aplicado aos organismos que, por questdes histéricas sdo
estudados por um grupo de especialistas que empregam metodologias que no, conjunto
diferencian das empregadas pelos que estudam fungos filamentosos. O termo esta
relacionado a natureza humana e de como a ciéncia se desenvolveu e ndo diretamente a
natureza do organismo como atual mente é concebido.

2.2. Taxonomia e ldentificacdo de Leveduras

A Taxonomia é a ciéncia que trata da classificacéo de objetos. Como ciéncia ela surgiu
como um ramo da Biologia e é aplicada para classificar os organismos. Atualmente, é
empregada em diversas &reas. Ela retrata a necessidade que a humanidade e suas atividades,
como por exemplo a ciéncia, tem de classificar os objetos como forma de compreendé-|os.
Outra funcéo da Taxonomia na Biologia € a homenclatura das espécies descritas e aceitas.
Inicialmente os fungos foram estudados por boténicos, portanto o sistema de classificacéo

2 CBS - Centraalbureau voor Schimmelcultures, Centro de Culturas de Fungos, Holanda,

(http://www.cbs.knaw.nl/) possui uma das maiores cole¢des de levedura e fungo do mundo. Historicamente € a
colecdo mais importante para a area de Taxonomia de Leveduras. O Setor de Leveduras do CBS funcionou por
muito tempo no Laboratoério de Microbiologia da Universidade de Delf.



binomial da area de Micologia segue as determinacBes do Cdédigo Internaciona de
Nomenclatura Botanica (ICBN). O mesmo € vdlido para os critérios necessarios para a
descricdo de uma nova espécie. Porém, ao inves de depdsitos em herbarios é redlizado o
depdsito de cultura viavel do especimen em colecdes reconhecidas internacionalmente no
meio académico. O especimen depositado da nova espécie, com suas informagdes fenotipicas
e genotipicas, € 0 organismo considerado a cultura padrdo ou estirpe tipo €ypo ou ‘type-
strain’) para aquela determinada espécie. A cultura typo é a referéncia utilizada para futuras
comparacOes de identificagdo e classificacdo dos organismos. Dentro do que é aceito pelos
taxonomistas como uma variabilidade intra especifica, um organismo é identificado como
pertencente a uma espécie quando se assemelha ao especimen typo representante.

Ainda, para a nomenclatura de fungos adiciona-se o prefixo aff., uma abreviagdo do
termo em latim afez, ao descritor da espécie para indicar afinidade do organismo identificado
com a especie conhecida. Indicando que o organismo € similar a espécie denominada, mas
diferente o suficiente para ser considerado como outra espécie. Quando ha incerteza sobre a
identificagdo ou a identificacdo ainda necessita ser conferida pode ser adicioredo o prefixo
cf., do latim confer, ao descritor da espécie. Para a &rea de leveduras pode ser adicionado o
sufixo “—like” ou “-similar” e o sufixo “?’ ao descritor do organismo, respectivamente para as
duas situagoes citadas anteriormente (VITAL et al., 2002).

A Taxonomia Cléssica para microrganismos utiliza caracteres morfoldgicos,
estruturais, bioquimicos e fisiolégicos para criar comparagdes entre organismos e grupos de
organismos. Entre os caracteres analisados ha uma hierarquia de importancia, ou de peso, para
cada grupo taxondmico. Além disso, h4 uma ordem de andlise em que determinadas
caracteristicas sdo consideradas antes do que as outras. As comparagdes sdo feitas diretamente
entre os conjuntos de dados, tornando-se mais demorada a medida que se acrescentam mais
caracteres e aumenta-se 0 nimero de organismos a serem classificados. Para leveduras,
caracteres morfol égicos, tais como a forma da célula, os tipos de brotamento e de esporo, e a
formacdo de filamentos, sGo considerados para identificacdo dos géneros. E os fisioldgicos,
como os de assimilagdo e fermentacdo de aglcares, sdo utilizados para os nivels taxondmicos
de espécies. Este tipo de taxonomia foi empregado pela Escola Holandesa e os tratados
gerados, por influéncia direta ou historica, dessa escola até a sua Ultima edi¢do, Kurtzman e
Fell (1998), possuem esta forma de comparagao.

Em meados do século XX, Sneath e Soka (1962) propuseram que as comparacoes
entre 0s organismos e seu agrupamento fossem feitas por métodos numeéricos. A Taxonomia
Numeérica se popularizou entre as diversas areas da ciéncia, tanto por ter se beneficiado do
avango na area computacional como pela capacidade de lidar com grandes matrizes de dados,
removendo assim uma de suas limitagdes. Mas a grande transformacdo realizada pela andlise
por métodos numéricos foi a geragdo de uma idéia quantitativa ente as classes criadas pela
comparagdo. Charles Singer em seu livro, escrito em 1959, sobre a histéria da Biologia,
comenta que um ponto fraco desta ciéncia sempre foi a auwséncia de qualquer sentido
guantitativo de distancia entre os termos classificatérios (Ordem, Familia, Género, €etc.) e
entre as classes criadas (SINGER, 1989).

O exemplo mais importante da utilizacdo de métodos numéricos aplicados a
taxonomia de leveduras esta nos algoritmos probabilisticos desenvolvido por Gower (1974) e
utilizados na chave de Payne et al. (1982) incluida em Barnett et al. (1983, 1990 e 2000). Esta
chave surgiu como uma alternativa a chave de Lodder (1970) e suas subseqguientes edicles,
mas ndo em contraposi¢do, uma vez que utilizava a mesma forma de classificar leveduras
proposta pela Escola Holandesa (Taxonomia Cléssica). O principa diferencial desta chave era
uma simplificagdo nos caracteres morfol 6gicos ficando com os de mais facil reconhecimento
e abolindo o0 uso dos que necessitavam maior especializacdo e treinamento, e a utilizagdo dos
métodos numéricos probabilisticos. Esta chave também néo foi idealizada para quantificar a



semelhanca entre as classes, mas fornece a probabilidade dos dados inseridos pertencerem a
uma dada espécie pertencente ao banco de dados.

A Taxonomia Polifasica (COLWELL, 1970) se caracteriza pela inclusdo de dados
moleculares ao conjunto de dados que anteriormente eram utilizados e a utilizacdo de dados
filogenéticos para classificagdo do organismo. Por utilizar um conjunto mais amplo e diverso
de dados e informacfes, ela essenciamente indica um consenso entre as associagoes
(VANDAMME et a., 1996, UILENBERG e GOFF, 2006). Ela surgiu e se desenvolveu com
0 advento da Biologia Molecular e também do continuo desenvolvimento da Ciéncia
Computacional e seu crescente uso na Biologia. Na Microbiologia, &ea em que os dados
estruturais sdo limitados e muitas vezes provas bioquimicas e fisiologicas se mostram
taxonomicamente inconsistentes, a utilizacdo de caracteristicas dos acidos nucleotidicos foi
amplamente aceita e causou grandes transformagdes no que se compreendia das relagdes entre
os organismos. Com dados de &cidos nucléicos, principalmente genes ribossdmicos, pode-se
reestruturar toda a arvore taxondmica dos seres vivos com a proposicao por Woese et al. em
1990 de trés grandes dominios. Archea, Bacteria e Eucaria. Esta concepcdo do arranjo entre
0s organismos ampliou a nogdo que se tinha da diversidade da vida presente no planeta.

Esta abordagem, passa a ser empregada em taxonomia bacteriana (VANDAMME,
1996), pela capacidade de integracdo de diferentes tipos de dados. O emprego de caracteres
moleculares em taxonomia de levedura inicia-se com dados de composicédo de bases no &cido
nucléico (NAKASE e KOMAGATA, 1968; MEYER e PHAFF, 1970). Posteriormente ha o
emprego de dados de re-associacdo de &cidos nucléicos (MEYER e PHAFF, 1972) e, mais
recentemente, a utilizagcdo de dados das sequiéncias dos genes ribossomais. Para leveduras, a
abordagem polifasica tem sido utilizada para a classificagdo e descricdo de novas espécies
(MONTES et a, 1999; GADANHO et al., 2001) e para promover rearranjos nos clados
anteriormente formados com outro tipo de abordagem, como em Rhodosporidium
(SAMPAIO et a., 2001), em Rhodotorula (GADANHO e SAMPAIO, 2002) e em Fellomyces
(LOPANDIC et al., 2005). A medida que os dados de sequenciamento ficam cada vez mais
acessivels, eles tendem a se tornar o principa método de classificacdo e identificagéo,
principalmente pela facilidade de comparacdo dos dados de seqiiéncia de culturas tipo,
presentes em bancos de dados disponiveis ao publico.

Nota-se, também, que 0 emprego deste tipo de abordagem comega a ser utilizado na
identificacdo de isolados de leveduras de diversos ambientes como: alimentos fermentados
(PARAMITHIOTIS et a., 2000) e queijo (PRILLINGER et al., 1999), ambientes aquéticos
(LIBKIND et al., 2003) e de casca de sobreiro (Quercus suber) (VILLA-CARVAJAL et a.,
2004). Porém, os trabalhos mais recentes, encontrados na revisdo de literatura, sobre o
levantamento de leveduras de solo, rizoplano e filoplano (item 2.5) utilizam a taxonomia
classica ou a molecular para a classificacdo de isolados. Como forma de tornar 0 acesso a este
tipo de andlise mais acessivel a comunidade cientifica, o CBS disponibiliza o BioloMICS
(ROBERT e SZOKE, 2006), um conjunto de ferramentas de andlise de taxonomia numéricae
polifasica que pode ser utilizado em http://www.cbs.knaw.nl/yeast/BioloM | CS.aspx.

Ainda assim, a classificacéo das espécies dos isolados, na grande parte dos trabalhos, é
feita por metodologia cléssica de testes fisiologicos e observacdo de caracteristicas
morfologicas das coldnias e das células por microscopia (YARROW, 1998). Os testes
fisiolégicos incluem a fermentacdo e a assimilacdo de diversas fontes de carbono. Além do
crescimento em resposta a fontes nitrogénio e outros compostos, incluindo inibidores,
producdo de amido e temperatura de crescimento. As caracteristicas morfol 6gicas das células
sdo: a forma da célula, presenca e tipo de hifas, presenca de esterigma e presenca e tipo de
esporo. As caracteristicas observadas sdo comparadas em chaves taxonémicas pré-
estabelecidas e checadas principalmente com as informagdes taxondmicas das estirpes typo
contidas em Wikerham (1951), Lodder e Kreger Van Rij (1952), Lodder (1970), Barnett et al.



(1983, 1990 e 2000), Kreger Van Rij (1984), Kockova-Kratochvilova (1990b) e Kurtzman e
Fell (1998). Também sdo utilizados artigos de descricéo de espécie quando estes sd0 mais
recentes ou quando ndo incluidos nestas revisdes taxondmicas. Outra fonte de consulta é a
base de dados das culturas depositadas no CBS (ROBERT et a., 2008).

2.3. Filogenia de Leveduras

As leveduras e fungos leveduriformes estdo distribuidos nos dois grandes grupos de
fungos Dikaria: os ascomicetos e os basideomicetos. A Ultima boa estimativa do nimero de
espécies conhecidas deste grupo foi realizada por Lachance (2006) enumerando cerca de 1000
espécies descritas. Na filogenia do grupo, Kurtzman e Fell (2006) enumeram cinco classes
nos Ascomicetous, sendo que Saccharomycetes, que concentra a maioria dos géneros e
espécies, e Schizosaccharomycetes séo monofiléticos. Ainda em Ascomicetous varios géneros
com posicao incerta ou conflitante foram aocados no clado com status de ordem
Saccharomicetales incertae sedis. Enquanto que nos Basideomicetous as leveduras podem ser
encontradas juntamente com espécies de fungos filamentosos nas classes Urediniomicetes,
Ustilaginomicetes e Hymenomicetes (Figura 1).

’ Saccharomycetalesi. s*.(25T, 9A)
> Ascomicota —— —» Sacchar omycetes (32T, 4A)

™ Schizosaccharomycetes (1T)
> Neol ectomycetes (1T)

— Pneumocystidomycetes (1T)
—> Taphrinomycetes (6T, 2A)

> Hymenomycetes (14T, 15A)
> Basideomicota — | —> Ustilaginomycetes (4A)

. — > Urediniomycetes (13T, 12A
— Glomeromicota ' ( )

Chytridiomycota * i. 5. —incertae sedis

Zygoaschomicota

Figura 1: Representacdo esquemética de uma arvore filogenética com os principais grupos de
fungos. Mostrando apenas as classes de Ascomicetous e Basideomicetous onde a
presenca de leveduras foi descrita. Entre parénteses, nimeros de géneros de leveduras
teleomorficos (T) e anamorficos (A) reconhecidos para cada classe de acordo com
Kurtzman e Fell (2006). Os gahos tracgados indicam uma provavel origem
polifilética. Tamanho do galho n&o indica distancia filogenética.

Em uma revisio dos géneros Pichia, Isatchenkia e Williopsis, foram analisadas
filogeneticamente sequiéncias dos genes ribossomais (SSU e LSU) e do fator de elongamento



(EF-1a) e propuseram a divisdo do género Williopsis, em trés novos géneros. Barnettozyma,
Lindnera e Wickerhamomyces (KURTZMAN et al., 2008), com a inclusdo de vérias espécies
pertencentes ao clado Pichia nestes novos géneros e a incluséo das espécies de Isatchenkia
Spp. para o género Pichia. Nessa revisdo, como ja havia sido notado anteriormente por outros
autores, foi observada a falta de valor filogenético da assimilagdo de nitrato e da morfologia
de ascosporos para este grupo. Estas observagdes indicam a necessidade de rever a utilizacéo
de dados morfo-fisioldgicos para este fim. A inclusdo dos dados moleculares, em especia 0s
de sequiéncias de genes, em filogenia tem provocado freqlientes rearranjos em uma filogenia
montada principal mente com dados morfofisiol 6gicos.

2.4. |solamento de Levedurasde Solo

Alguns levantamentos ecoldgicos foram realizados para se compreender quais
espécies ou grupos de leveduras conhecidos podem ser encontrados no solo ou tem este
ambiente como habitat, ou determinar quais sdo 0s grupos dominantes e quais as espécies
raras. Normalmente, estes levantamentos fazem uso de metodologia classica em
microbiologia, onde a amostra € ressuspendida com agitacdo em &gua ou tampao isotdnico,
com objetivo de liberar & células das particulas minerais ou organicas. Em seguida esta
suspensdo € inoculada em meio de cultura solido.

Quando necessario, sdo realizadas diluicbes para se obter uma quantidade de col6nias
gue possibilite o isolamento. Na rotina dos laboratérios de microbiologia, por motivos
praticos, € comum se realizar diluicGes com o objetivo de obter contagens entre 30 e 100
colbnias, ainda que hga a recomendacdo pelos manuais de microbiologia para que este
numero fique perto de 300 col6nias por placa. Como as colénias normalmente sGo maiores
gue as de bactéria, mais de 100 col6nias crescendo em uma placa de Petri ja causam
competicdo por nutrientes suficiente para inibir o aparecimento de algum tipo menos
competitivo. Em isolamentos de amostras com muitos propagulos de fungos filamentosos,
como solo, sedimento e superficie de vegetais, as contagens de col6nias de leveduras sdo
dificultadas e as vezes impedidas pelo crescimento micelial. E 0os nimeros obtidos por placa
dificilmente passam de 30 colbnias. Dois trabalhos mostram o quanto este problema
acompanha os estudos de leveduras. um em alimentos (HERTZ e LEVINE, 1942) e o outro
em solo (ETCHELLS et a., 1954) ja se dedicavam a experimentacdes de inibicdo do
crescimento micelial. Nestes mais de 50 anos, diversos autores se ocuparam do estudo de
populagdes de leveduras em amostras de ambientes naturais, e com frequéncia relataram este
problema com colénias de fungos filamentosos.

Nos levantamentos realizados sobre diversidade de leveduras no solo, foram
utilizados, por diversos autores, uma variedade de meios de cultura para realizar o isolamento
deste organismo. Embora ndo hgja uma unanimidade, os meios YM, EM, Wort e Glucose-
Agar aparecem com maior frequéncia (para composicdo dos meios ver tabela 1). Alguns
meios menos utilizados foram YNB? (Y east Nitrogen Base - base nitrogenada para cultivo de
leveduras) com 0,5% de glicose AZEREDO et a., 1998), 2% de glicose (ROBBS et a.,
1989) ou com lecitinas SPENCER e GORIN, 1971; SPENCER et a., 1971); peptona-
glicose-agar com rosa bengada (ZAMBRANO e CASAS-CAMPILLO, 1959,
WUCZKOWSKI e PRILLINGER, 2004). Este ultimo é o meio de isolamento de fungos
proposto por Martin (1950), Saboraud modificado com 4% de glicose, 1% de peptona e 2 %
de agar (MENNA, 1957; 1966); PDA (batata-dextrose-agar) MILLER e WEBB, 1954,

3 YNB: base de nitrogénio para leveduras [feast Nitrogen Base), meio de cultivo sintético proposto por
Wickerham e Burton (1948) e Wickerham (1951) para a classificac@o de leveduras em testes de assimilagdo de
fonte de carbono.



TORO et d., 2005). Outros meios foram menos utilizados, tais como: agar com extrato de
milho (corn meal agar-CMA) (WUCZKOWSKI e PRILLINGER, 2004), CCA
(casaminoacids®) (VISHNIAC e HEMPFLING, 1979), agar com extrato de solo e Czapek-
Dox (MENNA, 1957). Além da variedade alguns autores utilizaram os meios de cultura
originais com modificagdes em suas composi¢des. Estas modificagbes geramente foram na
concentracdo dos componentes ou no acréscimo de inibidores.

Muitas vezes, em isolamentos microbianos, se utiliza a técnica de cultivo em meio
liguido (caldo) de enriquecimento e posterior isolamento em meio sdlido. Isto € feito para
privilegiar o desenvolvimento de determinado organismo que tenha dificuldade de competir
com outras populagdes presentes na amostra ou gque estejam em numero abaixo do detectavel
nos isolamentos com a técnica de espahamento em placa. O enriquecimento ndo fornece
qualquer informacdo sobre a estrutura da comunidade, pois as populacdes de cada espécies
podem ser, e normamente sdo, completamente alteradas. Uma vez que este é o objetivo da
utilizacdo da técnica. A inoculagdo de uma amostra em meios de enriquecimentos promove
uma modificagdo nas populagdes originais, e espécies que estavam ativas au dominantes
desaparecem enguanto outras raras, inativas ou latentes podem tornar-se prevalentes. Esta
técnica é bastante utilizada em estudos de bioprospeccéo da microbiota, onde o objetivo €
isolar microrganismos que possuam uma determinada funcdo desgada.

Em estudo recente, Carvaho (2007), comparou o rendimento de métodos de
enriguecimento e espalhamento em placa no isolamento de leveduras em amostras de frutos e
de sedimento de mangue. Os resultados encontrados indicaram que, com 0 método de
enriquecimento, se obteve um maior nimero de espécies quando comparado ao de
espa hamento em placa. Além disso, as espécies recuperadas com os dois métodos ndo foram
iguais em sua totalidade, recomendando a utilizagdo conjunta destas abordagens para um
melhor estudo da diversidade. A utilizagdo do enriquecimento, apesar de ter sido
recomendada por Zambrano e Casas-Campillo (1957) para o isolamento de uma maior
diversidade de leveduras de amostras de solo, ndo foi muito explorada pelos autores da érea.
Desde a década de 60 esta técnica parece estar em desuso, uma vez que os trabalhos deste
periodo em diante s6 utilizam o espalhamento em placa como forma de isolar estes
organismos. Os ultimos registros cientificos de utilizacdo de enriquecimento para o estudo de
diversidade de leveduras foram os trabalhos de Capriotti de 1962 e 1967.

4 Casaminoacids — termo para designar uma mistura de acidos aminados obtidos da hidrélise da caseina e
utilizado na composicéo de meios de cultura.



Tabela 1. Meios de culturas mais utilizados, suas composicdes e o0s levantamentos das
populacdes de levedura do solo que utilizaram estes meios.

Meio utilizado Composicéo levantamentos da populagdo de
leveduras
YM-agar glicose 1%, extrato de Azeredo et al., 1998; Vital et al.

levedura 0,3%, extrato de .
agar 2%
glicose-agar glicose 2%, 0,3% extrato de

levedura, (NH,)2S0,4 0,1%, o
K,HPO, 0,02%, KH,PO, Vadkertiova, 2000; 2003a; 2003b.

0,01%, MgSOy - 7 H,0
0,02%, NaCl 0,02%, K SO4
0,01%, agar 2%

EM extrato de malte 3%, peptona  gqthilet. 1951 Spencer et al.
0,5%, agar 2% e ’
1971; Spencer e Gorinl971;
Moawad, 1971; Moawad et a.,
1986; Slavikova e Vadkertiova,
2003a; 2003b; Wuckowiski e
Prillinger, 2004.

Wort-agar extrato de malte 1,5%, Savikova e Vadkertiova, 2000;

peptona 0,78%, maltose ) .
1,275%, dextrina 0,275%, Poliakovaet al., 2001; Maksimova

glicerol 0,235%, K2PO4 e Chernov, 2004.
0,1%, NH4Cl 0,1%, agar 2%

Gochenaur, 1970*; Slavikova e

Ao se efetuar isolamentos microbioldgicos, ndo raramente se obtém centenas de
isolados mesmo para um nimero reduzido de amostras. Se o trabalho tem o foco de estudar
um grupo ou uma atividade especifica, os isolamentos podem ser conduzidos para que
favorecam determinadas populacfes. Ainda assim ndo ha nenhuma garantia de que o niUmero
ndo chegue a centenas. Para estudos de levantamento da diversidade o limite para 0 nimero
de mcrorganismos que serdo estudados estd muito mais relacionado com a capacidade do
laboratorio e de seus operadores do que com 0 que Se encontra na natureza.

A colecfo inicial formada podem ser aplicados diversos métodos de triagem e inicia-se
um processo de agrupamento dos isolados em que cada grupo contém os individuos com as
caracteristicas mais proximas possiveis dentro do que pode ser observado. Os métodos de
triagem, empregados na busca de individuos que apresentem determinada caracteristica entre
os demais de uma colecdo, sdo muito utilizados em microbiologia. Porém, nas triagens
realizadas para estudo da diversidade total, o objetivo € separar a colecdo em grupos distintos.
A partir desta separagdo, sdo escolhidos representantes de cada grupo para andlises
posteriores, normalmente de maior custo, mais demorada ou trabalhosa. Os resultados obtidos
pelos representantes nas demais andlises, por presuncdo, sdo atribuidos aos demais
componentes do grupo que ele representa.
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2.5. Levedura no Rizoplano, Filoplano e Solo

O solo, de uma maneira geral e macroscopica, € visto como um ambiente oligotrofico,
onde as concentracfes de nutrientes sGo baixas a muito baixas. Possivelmente, por este
motivo, foi considerado um local onde as leveduras permaneciam em estado de dorméncia
apos 0 esgotamento dos nutrientes dos residuos animais e vegetais que as levavam a este
ambiente (EMMONS, 1951). Porém depois de freqlientes isolamentos de espécies do género
Cryptococcus de amostras do solo, este pensamento comegou a mudar e se suspeitou que
poderia haver leveduras proprias deste ambiente. Apesar destes organismos serem
reconhecidos como habeis em utilizar fontes de aglcares simples e grandes competidores
guando este tipo de recurso esta disponivel, como em mostos, em tubos nectérios de flores e
em frutos, agumas leveduras isoladas de solo podem se desenvolver em condigdes de baixa
concentracdo de nutrientes. Por exemplo, Candida aurita € uma espécie isolada de um solo
oligotrofico foi descrita por Poliakova e Chernov (2002) e Kimura et al. (1998) isolaram
leveduras de solo com capacidade de se desenvolverem em diluigdes de até 1.000 vezes do
meio YM (ver composicdo na Tabela 1), um meio de cultura normalmente utilizado para
cultivo e manutencéo de fungos.

Mesmo que numa Vvisdo geral consideremos 0 solo como oligotréfico ele pode ser
dividido em diversos ambientes, interessantes para as discussdes de ecologia microbiana. O
solo possui uma organizagéo heterogénea e diversa em relacdo a seus componentes organicos
e inorganicos, profundidade e classes. Caracteristicas como concentragdo de nutrientes e sais,
disponibilidade de agua, temperatura, quantidade de matéria organica, rizosfera e popul agdes
de organismos podem variar tanto em distancias muito pequenas quanto em larga escala. Se o
ambiente pudesse ser continuamente fragmentando e amostrado até uma perspectiva
microscopica, seria possivel encontrar diversos micro-ambientes com grandes variagGes, de
um para outro, da oferta de nutrientes e das caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas.
Porém, a dificuldade deste micro-ambientes serem amostrados e a quantidade de amostras
geradas inviabilizariam as tentativas de seu estudo.

Uma das abordagens para estudos ecoldgicos é encontrar padrdes no ambiente que
possam ser amostrados e avaliados, e assumir que o ambiente é heterogéneo. Trabalhando
com esta idéia Bab’eva e Chernov (1995) identificam no pano de fundo dos ambientes
naturais, trés tipos de substratos ou conjunto de substratos que diferenciam as popul agdes de
leveduras. 1) a superficie das plantas aonde as leveduras se desenvolvem utilizando secrectes
do vegetal, incluindo ai o rizoplano; 2) o material vegeta em diferentes estédgios de
decomposicéo incluindo folhedo, turfa e parte morta do vegetal; e 3) a parte ou os horizontes
minerais do solo com pouca matéria organica acessivel. As populagdes que habitam estes
substratos foram identificadas como pertencentes aos grupos.

a) fitobiontes: leveduras que vivem permanentemente na superficie vivas dos vegetais ou
nas superficies que ainda ndo comegaram um processo de decomposicdo. Muitas
produzem pigmentos e possuem no seu ciclo celular um estégio de resisténcia a seca
(clamidosporo), uma caracteristica freqliente, mas talvez ndo aplicada a rizosfera, € a
formacgdo de balistésporo que lanca os esporos no ar para aumentar a disseminacao.
Como espécies representativas deste grupo temos as do género Sporobolomyces e
Soorodiobolus e também algumas espécies dos géneros Rhodotorula e Cryptococcus;

b) pedobiontes: sdo adaptadas a viver na superficie dos minerais. Nao produzem
pigmentos e possuem cépsulas que auxiliam nas trocas de &gua e nutrientes em
periodos de oscilacdo da oferta d &gua. S&o oligotroficas e acumulam reservas na
forma de lipidios, as espécies deste grupo pertencem aos do género Lypomyces, e as
espécies Cryptococcus aerius e C. terreus,

C) saprobiontes. vivem nas partes em decomposicdo dos vegetais e no folhedo. Possuem
algumas caracteristicas dos dois grupos anteriores como formagéo de capsula e ciclo
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de vida com clamidésporo. Comumente goresentam alta capacidade hidrolitica que
permite assimilar os compostos de degradacdo do material vegetal, como polimeros e
complexos arométicos. As especies deste grupo sdo Guehomyces pullulans,
Cystofilobasidium capitatum e espécies de Cryptococcus pertencentes ao que era
considerado anteriormente como género Candida com afinidade basideomicética, C.
podzolica, C. humicola e C. curvata, atualmente, C. podzolicus, C. humicolus e C.
curvatus.

d) humidobiontes. sdo caracteristicos de frutos maduros, flores, tecido necrosado de
plantas suculentas, exudados de avores e outros locais de oferta de aglicares simples e
agua. Com baixa tensdo de O2 muitos destes organismos alteram seus metabolismos
para vias fermentativas. Estas leveduras ndo possuem pigmentos, ndo formam
cdpsulas nem clamidosporo. Espécies deste grupo pertencem principamente a
leveduras ascomicéticas com caracteristicas fermentativas, mais frequentemente dos
clados Saccaromyces, Nadsonia, Metschnikowia, Saccharomycoides e Hanseniaspora.

Segundo Bab’eva e Chernov (1995) as florestas seriam 0 ambiente onde se poderia
mais facilmente perceber esta diferenciacéo dos grupos de leveduras com suas espécies tipicas
e 0 ambiente de deserto o mais dificil, pois praticamente poucas espécies dominam o
ambiente por completo. A quantidade de leveduras no solo é normamente baixa, na ordem de
10% a 10* células por grama de solo, e em aguns casos podem ser encontradas populagdes de
10° céls.g de solo™. A estrutura das popul agdes de levedura no solo indica que neste ambiente
h& o predominio de poucas espécies, enquanto que para a superficie vegetal a dominancia
esta distribuida entre um maior nimero de espécies. Ainda, segundo estes autores, a
composicdo de espécies das populacdes no solo tem a distribuicdo de Poisson e as da
superficie dos vegetais a distribuicdo Normal. Porém a distribuicdo Norma raramente é
observada nos dados de distribuicéo de espécies encontradas na literatura.

Bab’'eva e Chernov (1995) caracterizaram a ecologia e a distribuicdo geogréfica das
leveduras em uma revisao sobre conhecimento produzido pelos autores russos sobre espécies
de leveduras encontradas em plantas, folhedo e solo do ambiente &rtico ao sub-tropical. Esta
revisdo torna, de certa forma, acessivel, para o mundo ocidental, parte do conhecimento, em
ecologia e distribuicdo geogréfica de leveduras, produzido durante 25 anos pelos professores
e aunos do Departamento de Biologia do Solo da Universidade de Moscou. Nesta reviso os
autores diferenciam, no ambiente, locais com caracteristicas que sustentam determinadas
formas de vida de leveduras, entre elas, os horizontes inorganicos do solo com baixa
disponibilidade de matéria organica acessivel, possuem populactes de levedura presentes
compostas de representantes dos géneros Lipomyces (Tabela 3) e Cryptococcus (C. albidus
(=terricola), C. aerius e C. terreus) e o complexo do folhedo, constituido de material orgéanico
em diferentes estagios de decomposicdo e matéria organica, com populacdes de leveduras
componentes tanto das populagdes do solo quanto de espécies da superficie dos vegetais e
com a espécie Guehomyces (=Tricosporon) pullulans aparecendo com muita frequéncia. As
populagbes de leveduras no solo normamente apresentam espécies caracteristicas da
superficie vegeta introduzidas no solo pelo material em decomposicdo. Os autores ressaltam
gue as populacdes de leveduras, presentes nos ambientes de solo, de folhedo e da superficie
vegetal, podem variar bastante entre diferentes zonas geogréficas. Por exemplo, o complexo
de leveduas de solo pode estar reduzido ou até ndo ter nenhum representante ou ter como
representantes espécies do complexo da superficie das plantas.

Reunindo os trabalhos que tinham como objeto de estudo o outro extremo do globo, a
regido do continente Antértico, Vishniac (1996) organizou uma revisdo sobre as populacfes
de leveduras e fungos filamentosos em ambiente aquatico e terrestre encontradas neste local.
As populacdes de leveduras no solo podem variar bastante neste tipo de ambiente variando de
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zero a populacdes na ordem de 10°. Vishniac (1996) observou que vérias espécies haviam
sido isoladas apenas uma vez e deveriam ser consideradas contaminagdes do ambiente por
espécies exdgenas e, portanto, poucas espécies podem ser consideradas como nativas da
regido. Na revisdo o autor indica um gradiente de estresse de temperatura, nutriente e &gua,
em gue espécies de leveduras foram isoladas repetidas vezes. Cryptococcus vishniacii e C.
antarticus, duas espécies psicrofilicas, aparecem em locais mais estressantes, Leucosporidium
scottii e Mrakia frigida (=nivalis) aparecem em area com um pouco mais de nutrientes. Em
locais mais protegidos espécies cosmopolitas podem ser consideradas como nativas e ja foram
encontradas diversas vezes as espécies Cryptococcus albidus, C. laurentii, Debaryomyces
hansenii, Rhodotorula minuta e R. mucilaginosa.

Na tabela 2 estd uma lista das espécies descritas como dominantes, nos levantamentos
ecol ogicos encontrados na literatura e suas caracteristica de assimilagdo de aclicares da via de
degradacdo da celulose como fonte de carbono.

Tabela 2: Listagem das espécies de leveduras comumente encontradas em levantamentos
ecol égicos de solo, rizosfera e filoplano, em diferentes ambientes e substratos, e suas
caracteristicas de assimilacéo. *

| dentificags 2 % Assimilacdo

|dentificagdo em 'deNt !czlgao Referéncias 5 o
Kurtzman e Fell ~ orngn ﬁ € xil aa cel
(1998) <
Aureobasideum = Vinovarova e Bab'jeva (1987)/ Robbs SSF  AF + ¥ nd
pullulans et al. (1989)/ Beh (2007)
Bulleraalba = Hogg e Hudson (1966)/ Pennycooke  F AF nd nd nd

Newhook (1981)/ Gunasekeraet al.

(1997)
Bullera ssp. = Chernov et al. (1997) Ar nd nd nd
Candida etchellsii* = Vita et a. (2002) A - - nd
Candidamaltosa* = Slavikovae Vadkertiova (2003b) A + - nd

Candida krusei *
Candida tropicalis
Cryptococcus sp.

Kvasnikov et a. (1975) A nd nd nd

McBride e Hayes (1977)/ Andrews e AF nd nd nd
Kenerley (1978)/ Andrews e Kenerley
(1980)/ Gunasekera et d. (1997)/ de
Jager et al. (2001)/ Inécio et al. (2002);
In&cio (2003)/ Buck e Burpee (2002)
Cryptococcus = Wuczkowski e Prillinger (2004)***
aerius
Cryptococcus Cryptococcus Kerling (1958, apud Last e Price SR, A,
albidus albidus/ 1969)/ di Menna (1965)/ Kvasnikov et F FL,
diffluens a. (1975)/ Fannigan e Campbell P,
Po
T,

F
S
S
Kvasnikov et a. (1975) F A - - -
F
F

nd

N
<
N
+
+

. 1977)/ Bab'eva e Azieva (1980)/
terricolus I(Bab‘Q/a e Sadykov (1980)/ M(oawat)al
et a. (1986)/ Vinovarova e Bab'Jeva
(2987)/ Vishniac (1996)**/ Chernov et
a. (1997)/ Middehoven (1997)/
Azeredo et a. (1998)/ Polyakova et a.
(2001)/ Slavikova et Vadkertiova
(2003a)/ Glushacova e Chernov
(2004)/ Maksimova e Chernov (2004)/
Hong et al.(2006)* **
Cryptococcus = Vishniac (1996)**
antarcticus

continua
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&

+
'
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| dentificacs | dentificacgo - g g -Asimiado
entificacdo em {1 Referéncias 7 5

Kurtzman e Fell original ﬁ £ xl aa cd
(1998) <
Cryptococcuns = Glushacova e Chernov (2004) F F nd nd nd
capitatum
Cryptococcus Candida di Menna (1965)/ Moawad et a. S FL, + v +
curvatus curvata (1986) P,V
Cryptococcus = Hong et al.(2006)* ** R A + + nd
flavescens *
Cryptococcus = Robbs et a. (1989)/ Glushacova e F A nd nd nd
flavus Chernov (2004)
Cryptococcus = Bab'eva e Azieva (1980)/ Hong et al. S T + + +
gastricus (2006)***
Cryptococcus = Polyakovaet al. (2001) S T - + +
gilvenses
Cryptococcus Candida di Menna (1965) S PV + + +
humicolus humicola
Cryptococcus = Kerling (1958, apud Last e Price SR, A, + + +
laurentii 1969)/ di Menna (1959, 1971)/ Ruinen F FL,

(1963)/ Hidlop e Cox (1969)/ P,

Kvasnikov et al. (1975)/ Flannigan e Po, T

Campbdll (1977)/ Bab’'evae Azieva

(1980)/ Bab'evae Sadykov (1980)/

Pennycook e Newhook (1981)/

Chernov (1985)/ Vinovarovae

Bab‘eva (1987)/ Robbs et al. (1989)/

Vishniac (1996)**/ Middelhoven

(1997)/ Azeredo et al. (1998)/

Slavikova e Vadkertiova (2000, 20033,

2003b)/ Vital et al. (2002)/ Indcio et al.

(2002)/ In&cio (2003)/ Glushacovae

Chernov (2004)/ Maksimova e

Chernov (2004)/ Hong et al. (2006)***
Cryptococcus = Ruinen (1963) F F nd nd nd
luteolus
Cryptococcus = Flannigan e Campbell (1977)/ S, R, A, + + nd
macerans? Bab'Jeva e Sadykov (1980)/ Hong & F Vz

a. (2002)***/ Wuczkowski e

Prillinger (2004)***
Cryptococcus Cryptococcus  Hong et al.(2002)*** R A - - nd
nyarrowii - P.
Cryptococcus = Hong et al.(2006)*** SR A + + nd
phenolicus *
Cryptococcus Candida Bab'Jeva e Reshetova (1975)/ SR A, + + +
podzolicus podzolica Maksmova e Chernov (2004)/ Hong et FL,

a. (2006)*** v
Cryptococcus = Hong et al.(2006)*** SR A + + nd
saitoi *
Cryptococcus = d Menna (1965)/ Hong et da. S PV + + +
terreus (2006)***
Cryptococcus = Maksimova e Chernov (2004) S FL  + + nd
terricola®
Cryptococcus = Wuczkowski e Prillinger (2004)*** S vz o+ + nd
victoriae
continua.
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|dentificagio em ldentificacdo Referéncias 5 g
Kurtzman e Fell original ﬁ E xil aa cel
(1998) <
Cryptococcus = Vishniac (1996)** S Po  + + nd
vishniacii *
Cryptococcus = Hong et al.(2006)*** R A + - nd
watticus?
Cystofilobasidium = Slavikova e Vadkertiova (2000,20033/ S,F FL,P + v +
capitatum Méaksimova e Chernov  (2004)/

Glushakovae Chernov (2004)
Debaryomyces = Candida Visniac (1996)**/ Middelhoven SR, A, +  + nd
hansenii * famata (1997)/ Azeredo et a. (1998) F FL,

Polyakova et a. (2001)/ Vital et 4d. Po

(2002)
Erythrobasidium = Indcio et al. (2002)/ Inécio (2003) F A nd nd nd
hasegawianum
Fellomyces = Azeredo et al. (1998) R A + + nd
horovitziae-like*
Filobasidium Cryptococcus Bab'evaeAzieva (1980)/ In&cioetd. S,F T,H + + =
uniguttulatus uniguttulatus ~ (2002)/ In&cio (2003)
Guehomyces Trichosporon Bab'eva e Sadykov (1980)/ Bab'evae S FL, + + nd
pullulans ** pullulans Chernov  (1995)**/ Maksimova e Vz

Chernov  (2004)/ Wuczkowski e

Prillinger  (2004)***/ Hong &

al.(2006)***
Lalaria inositophila = In&cio et al. (2002)/ Inécio (2003) F A nd nd nd
Leucosporidium = Chernov (1985)/ Vishniac (1996)**/ S,F  FL, + v +
scotti Savikovd e Vadkertiovd (2000)/ Po, T

Glushacova e Chernov  (2004)/

Maksimova e Chernov (2004)
Metschnikowia = Kvasnikov et al. (1975)/ Slavikovae S A + - nd
pulcherrima 1 Vadkertiova (2003b)
Mrakiafrigida =Cd. curiosa/ Bab'eva e Azieva (1980)/ Chernov S,F Po, T + +  +

gelida (1985)/ Vishniac (1996)**

Pseudozyma sp. = Middelhoven (1997) F Ar nd nd nd
Rhodotorula sp. = Hisop e Cox (1969)/ Andrews e F A nd nd nd

Kenerley (1978)/ Andrews e Kenerley

(1980)/ Robbs et al. (1989)/ In&cio et

al. (2002)/ In&cio (2003)
Rhodotorula = In&cio et al. (2002)/ Inécio (2003) F Fl nd nd nd
bacarum
Rhodotorula = Slavikovae Vadkertiova (2000) S FL + v v
aurantiaca
Rhodotorula = Glushacova e Chernov (2004) F A nd nd nd
fujisanensis
Rhodotorula = di Menna (1959, 1971)/ Ruinen S F A, v v v
glutinis (1963)/ Kvasnikov et a. (1975)/ FL,

Flannigan e Campbdl (1977)/ P, T,

McBride e Hayes (1977)/ Bab‘'evae \%

Sadykov (1980)/ Chernov (1985)/

Moawad et a. (1986)/ Vinovarova e

Bab‘eva (1987)/ Middelhoven (1997)/

Slavikova et Vadkertiova (2000)/ Vitd

et a. (2002)/ Glushacova e Chernov

(2004)/ Maksimova e Chernov (2004)
coninua.
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|dentificagio em ldentificacao Referéncias 5 2
Kurtzman e Fell original ﬁ E xil aa cel
(1998) <
Rhodotorula = d Menna (1959, 1971)/ Ruinen R,F A,F + ¥ nd
graminisl (1963)/ Hong et a.(2002)***
Rhodotorula = di Menna (1959, 1971)/ Flannigane  F AF nd nd nd
ingeniosa Campbell (1977)/ Pennycook e

Newhook (1981)
Rhodotorula = di Menna (1959, 1971) F F nd nd nd
marina
Rhodotorula = Robbs e d. (1989) Vishniac S,F A, + + nd
minuta ! (1996)**/ Maksimova e Chernov H,

(2004) Po
Rhodotorula = di Menna (1959, 1971)/ Ruinen SF A, + v v
mucilaginosa (1963)/ Kvasnikov et a. (1975)/ FL,

Vishniac (1996)**/ Gunasekera et a. P,

(1997)/ Middelhoven (1997)/ Azeredo Po, T

et al. (1998)/ Polyakova et a. (2001)/

Vital et a. (2002) Maksmova e

Chernov (2004)/
Rhodotorularubra = Ruinen (1963)/ Bab'eva e Sadykov F A nd nd nd

(1980)/ Pennycook e Newhook (1981)/

Robbset d. (1989)
Rhodotorula = Inécio et al. (2002)/ In&io (2003)) R,F A,Fl + + nd
dooffiae * Hong et al. (2006)***
Sacharomyces Candida Vital et al. (2002) S FL - nd
cerevisiae ! robusta
Schizoblastoporidiu = di Menna (1965), Hong e a SR AP - = :
m starkeyi-henricii (2006)*** \Y
Sooridiobolus sp. = Gunasekeraet a. (1997) A nd nd nd
Soridiobolus = Bab' eva e Sadykov (1980) F nd nd nd
pararoseus
Sporobolomyces sp. Pugh e Buckley (1971)/ Lindsey e F A nd nd nd

Pugh (1976)/ Andrews e Kenerley

(1978)/ Andrews e Kenerley (1980)
Sporobolomyces = Inécio et a. (2002)/ Inacio (2003)/ F A nd nd nd
coprosmae
Sporobolomyces = Inécio et a. (2002)/ Inacio (2003)/ F A nd nd nd
gracilis
Spoorobolomyces = Kerling (1958, apud Last e Price SSF T,Vz v v v
roseus 1969)/ Hogg e Hudson (1966)/ Hislop

e Cox (1969)/ Pugh e Mulder (1971)/

McBride e Hayes (1977)/ Flannigan e

Campbell (1977)/ Breeze e Dix

(1981)/ Pennycook e Newhook (1981)/

Vinovarova e Bab‘eva (1987)/

Azeredo et al. (1998)/ de Jager et al.

(2001)/ Polyakova et a. (2001)/

Glushacova e Chernov  (2004)/

Maksmova e Chernov (2004)/

Wuczkowski e Prillinger (2004)***
Sporobolomyces = Inacio et al. (2002)/ Inacio (2003) F H nd nd nd
ruberrimus
Sporobolomyces = Ruinen (1963) F F nd nd nd
ruineniae
continua
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Identificagcdo em |dent_|f|_czl<;ao Referéncias 3 g
Kurtzman e Fell ~ 0Orngin 3 € xl aa cel
(1998) <
Sporobolomyces S odorus di Menna (1959, 1971)/ Gunaskeraet S F AF  + - nd
salmonicolor * a. (1997)/ Savikova e Vadkertiova
(2003a, 2003b)

Torulopsis sp. = McBride e Hayes (1977) F F nd nd nd
Trichosporonsp. = Azeredo et . (1998) F A nd nd nd
Trichosporon = d Menna (1965)/ Flannigan e S,F PFA, + + +
cutaneum Campbell (1977)/ Savikova e \%

V adkertiova (2000, 2003a)
Wuczkowski e Prillinger (2004)*** < Vz w w nd

Trichosporon

dulcitum*

Udeniomyces = Pennycook e Newhook F A nd nd nd
pyricola (1981)

Williopsis Hansenula Kvasnikov et a. (1975) R A + - nd
californica* californica

Williopsis Hansenula Kvasnikov et a. (1975)/ Hong et . SR A + - nd
saturnus* saturnus (2006)***

= - sem alteragao na identificagdo origina; F- filoplano; S - solo; R - rizosfera; A — agricola; Ar — arido; Fl — floresta; P —
pasto; Po — polar; V —varios, Vz —vérzea; T —tundra; xil — xilose; ara— L-arabinose; cel — celobiose; nd - ndo disponivel;
+ - positivo; - - negativo; v — variavel; w — fraco.

* adaptada e ampliada de Botha (2006) e Fonseca e I nécio (2006);

** dados citados; *** |dentificac8o da espécie por comparagdo da seqiiéncia de rDNA com bancos de dados.

1 - dados de assimilagéo da estirpe padrao (typo) depositada na colegdo do CBS;

2 - identificag@o da espécie e dados de assimilagdo em Guffog et a. (2004);

3 - possivel nova espécie, seqiiéncia com menos de 97% de similaridade com a espécie citada;

4 - identificacdo da espécie em Fell e Scorzetti (2004).

Utilizando metodologia para isolamento de leveduras patogénicas ndo-queratinoliticas
com isolamento indireto em camundongo e querainoliticas com isolamento em meio
especifico, Mok et a. (1984) isolaram em grande parte espécies do género Candida, de
amostras de solos da regido amazbnica. Em menor quantidade, também foram encontradas
espécies dos géneros Debaryomyces, Cryptococcus e Rhodotorula. Os autores ndo
encontraram relacdo entre distribuicdo geografica e a diversidade de espécie encontrada. Na
regido amazonica também foi realizado um estudo para verificar a atividade de producdo de
micocina entre leveduras encontradas no solo. O levantamento da populacéo de leveduras no
solo sob floresta foi redlizado na ilha fluvia da Estacdo Ecoldgica MaracA em Roraima
(VITAL et a., 2002). Foram obtidos 240 isolados de leveduras distribuidos entre 16 géneros e
66 especies, sendo 82% isolados ascomicéticos. Nestas condicbes foi observada uma
dominancia em torno de 5% ou mais das espécies ascomicéticas Candida etchellsii, C.
famata, C. robusta e Debaryomyces hansenii, e basidiomicéticas Cryptococcus laurentii,
Rhodotorula glutinis e Rhodotorula mucilaginosa na populagdo encontrada. Os autores
atribuem a grande predominancia de leveduras ascomicéticas neste levantamento ao meio de
cultura utilizado (YM-agar), que teriafavorecido o isolamento deste tipo de organismo.

Em estudo com 180 amostras retiradas de solo de trés tipos diferentes de floresta
temperada, Slavikova e Vadkertiova (2000) encontraram menores quantidades de leveduras
no inverno (1,5 x 10° UFC.g de solo™) e maiores quantidades na primavera (1,1 x 10* UFC.g
de solo™). As espécies mais recorrentes no isolamento, independente do tipo florestal, foram
Cryptococcus laurentii, Cystofilobasidium capitatum, Leucosporidium scotii, Rhodotorula
aurantiaca e Trichosporon cutaneum de um total de 18 espécies pertencentes a 11 géneros.
As mesmas autoras em 2003 publicaram mais dois levantamentos, um em solo de pastagem
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(SLAVIKOVA e VADKERTIOVA, 20034) e o outro em solo cultivavel (SLAVIKOVA e
VADKERTIOVA, 2003b), ambos de &rea temperada, Eslovéquia. Nas pastagens foi
observado que o periodo de maior quantidade de leveduras foi também na primavera, mas as
variaches foram de 4 x 10 a 8 x 10 UFC por grama de solo. As espécies C. laurentii, C.
albidus, Cystofilobasidium capitatum, Sporobolomyces salmonicolor e Trichosporon
cutaneum representaram 92% da contagem de um total encontrado de 11 espécies distribuidas
em 8 géneros. Em solo cultivavel foi observada uma maior contagem de leveduras em campo
de milho (6,8 x 10° UFC.g de solo) quando comparada com as de solo de cultivo de
beterraba, batata e cereal (10 UFC.g de solo™). As espécies dominantes para as quatro culturas
foram C. laurentii, Candida maltosa, Metschnikowia pulcherrima, e Sporobolomyces
salmonicolor. Porém foram observadas diferencas na proporcdo destas espécies. Para
beterraba e batata foram semelhantes com maior nimero de M. pulcherrima e C. laurentii,
enquanto para milho C. laurentii era mais abundante e para o solo do campo de cereal C.
maltosa foi mais numerosa. Segundo as autoras estas variacfes podem ter varios motivos
sendo os mais importantes: as caracteristicas das plantas e os trato culturais diferenciados,
como aplicacao de fertilizante e pesticidas que poderiam alterar as populagdes no solo.

Uma abordagem de estratificacBo do ecossistema foi utilizada por Maksimova e
Chernov (2004). Os autores readlizaram um interessante estudo nos trés tipos florestais
principais da regido européia central da RUssia. Segmentando o ambiente verticalmente,
foram coletadas amostras de folhas e galhos vivos, folhas e galhos secos na planta, folhas e
galhos caidos em vérios estagios de decomposicdo, material vegetal no folhedo, e amostras de
solo superficia (horizonte A) e até 40-50 cm de profundidade (horizonte B). Apesar da
variacdo dos dados, nos trés tipos florestais observa- se que o tamanho da populagéo foi menor
nas amostras de solo em comparacdo com as demais e a diversidade da camada superficial do
solo era similar em nimero de espécies a do folhedo e das folhas e galhos secos, porém menor
do que as da superficie do vegetal vivo. A diversidade de espécies diminuia nas amostras da
camada mais profunda. A prevaléncia de espécies dominantes nas populacdes de levedura é
bastante alterada quando se compara solo com superficie vegetal. T. pullulans, Cryptococcus
terricola e C. podzolicus dominam no solo e ndo foram encontrados em material vegetal,
enquanto que C. albidus, C. laurentii e L. scottii predominavam em material vegetal e néo
foram encontrados no solo. As amostras de folhedo apresentaram populacdes contendo
espécies do solo e da planta e C. albidus com mais de 50 % e Cystofilobasidium capitatum
com 15% de probabilidade de dominancia. C. capitatum é a espécie que aparece dominante
em todos os estratos estudados com excegdo do horizonte B. A probabilidade de dominancia
aumenta do tecido vegetal vivo (4%) para o folhedo e diminui na camada superficia do solo
(10%).

Polyakova et al. (2001) estudando populacdo de leveduras em solos alagados da
Sibéria e do Alasca, com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, encontraram diferencas
na composicao de espécies presentes nestas duas regides. O solo da regido da Sibéria era
povoado principalmente por espécies de levedura basideomicéticas do género Rhodotorula e
Soorobolomyces e ascomicéticas do género Candida e Debaryomyces enquanto espécies dos
géneros Cryptococcus e Rhodotorula dominavam completamente no Alasca. Os solos destas
duas areas sdo caracterizados pela formacéo de turfa, devido a demorada degradacdo da
matéria organica, pelos baixos teores de oxigénio e pela acidez. A microbiota tem a sua
atividade limitada principamente pela temperatura no Alasca e pela baixa disponibilidade de
minerais no solo na Sibéria. Embora estas limitagGes possam ser importantes na diferenciacao
das populacbes os autores acreditam que fatores geogréficos, mais especificamente as
regularidades zonais dependentes da latitude, sgjam o0s responsaveis pelas diferencas
observadas.
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O levantamento de leveduras utilizando isolamento em meio e posterior identificacéo
dos isolados por sequenciamento de DNA ribossdomico foi realizado em solos auviais do rio
Danubio na regido da Austria WUCZKOWSKI e PRILLINGER, 2004). Foram obtidos 136
isolados e suas seqiiéncias agrupadas em 36 tipos que foram relacionadas a 16 géneros e mais
dois tipos que ndo puderam ser identificados. O género mais comum foi o Cryptococcus (61
isolados pertencentes a 12 espécies). As leveduras basideomicéticas predominaram com 60%
dos isolados obtidos. Sendo as espécies mais presentes G. pullulans, Cryptococcus aerius, C.
vitoriae, C. macerans, Soorobolomyces roseus e Trichosporon dul citum.

Em levantamento da diversidade de leveduras isoladas de amostras de plantas, agua,
solo e solo rizosférico em ambiente natural na Coréia (HONG et al., 2002) e identificacdo dos
isolados por sequenciamento de DNA ribossdmico, foi observado que as leveduras do solo
eram predominantemente basi deomi céticas, das classes Uredynomicetes e Hymenomicetes (39
em 41 isolados), enquanto que as ascomiceéticas predominavam nas amostras de flores. Ao
andlisar as espécies em rizosfera de macieira (Malus sp.), ginsengue e baldo chinés
(Platycodon grandiflorum), uma planta da familia das Campanulaceae, verificaram que
enquanto as leveduras presentes em P. grandiflorum pertenciam aos seis maiores géneros de
basideomicetos, as de rizosfera de macieira se concentravam em Filobasideales e as de
ginsengue em Tremellales. N&o ha certeza sobre a causa desta variagdo que pode ter sido
pelas espécies vegetais, por variagdes no solo ou por uma conjuncdo de fatores ndo
controlados neste trabalho. Os autores também relatam que quase 40% das sequéncias
encontradas em amostras de lo rizosférico podem pertencer a espécies ndo descritas, pois
estdo abaixo dos 99% de identidade com as sequiéncias de espécies conhecidas.

O mesmo grupo em trabalho orientado para a prospeccdo de leveduras para controle
biol6gico em ginsengue HONG & d, 2006), realizou um levantamento da diversidade de
leveduras presentes em campo de cultivo de ginsengue com 1, 3 e 5 anos na Coréia. As
amostras de solo e solo rizosférico resultaram em 34 isolados que foram identificados por
sequenciamento do DNA ribossdomico como sendo 7 isolados pertencentes a 3 espécies de
ascomicetos e 0s restantes 34 pertencentes a 14 espécies de basidiomicetos (12 de
Hymenomycetous e 1 de Uredinomycetous). Das 12 espécies de Hymenomycetous, 2
pertencentes a0 género Cryptococcus possuem variagdes na sequéncia suficientes para que
seus isolados sgam classificados como pertencentes a espécies de leveduras ainda ndo
descritas. Schizoblastosporion starkeyi-henricii, W. saturnus, C. laurentii, C. terricolus e 3
das 4 provaveis novas espécies foram encontrados nos dois tipos de amostras, enquanto que
Rhodotorula dooffiae, C. flavescens e C. podzolicus, C. watticus foram identificados apenas
em amostra de rizosfera e C. gastricus, C. terreus, Guehomyces pullulans apenas em amostra
de solo ndo rizosférico.

Trabalhos cientificos de comunidades de leveduras que abordem o ambiente
rizosférico, como estes dois citados anteriormente, s&0 poucos e a primeira vez gue é relatado
0 isolamento deste tipo de organismo de amostras de raizes foi em 1957. Na Nova Zelandia,
di Menna (1957) descreve a presenca predominante de C. terreus (57%), S. starckeyi-henricii
(18%) e C. curvata (13%) em amostras de raizes de pastagem resistente a baixa fertilidade do
solo. Estas mesmas espécies, em proporgdes semelhantes, foram dominantes no solo aonde as
raizes foram coletadas. O assunto foi abordado na literatura pela escola russa de
microbiologia do solo que se dedicava ao estudo das leveduras de solo e deve ter se deparado
com questionamentos sobre as comunidades presentes nas raizes das plantas. Em 1966, foi
publicado um artigo com o titulo “Leveduras na Rizosfera’ por Bab’'eva e Belianin (1966)
gue é umadas literaturas russas de dificil acesso. Uma idéia geral, dos resultados encontrados
neste trabalho, pode ser compreendida pela revisdo de Bab'eva e Chernov (1995). Nesta
revisdo os autores citam como uma das conclusdes de uma tese de doutoramento sobre o
assunto € que as populacdes de leveduras encontradas na rizosfera, pelos autores russos, néo
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diferenciavam das espécies encontradas na superficie das plantas e no folhedo (GUZEVA,
1978 apud. BAB'EVA e CHERNOV, 1995).

Kvasnikov et a. (1975) descreveram que as especies de leveduras do género
Cryptococcus e Hansenula so mais freglientes na rizosfera de plantas domesticadas enquanto
gue Debaryomyces, Hanseniaspora apiculata, Metschnikowia pulcherrima, Candida krusei e
Trichosporon cutaneum prevalecem em plantas silvestres. Em rizosfera de cana de agUcar
cultivada na regido de Campos dos Goytacazes - RJ (AZEREDO et al., 1998) foi observado
uma maior quantidade de isolados basiodiomicéticos (40 sendo 14 C. albidus e 9 Fellomyces
horovitziae-like) em relacdo aos ascomicéticos (14 prevalecendo D. hansenii com 7 isolados).
Ainda, como leveduras que podem ser encontradas na rizosfera temos Saturnispora ahearnii,
isolada de uma graminea do género Spartina em solo salino na Lusiana, EUA (KURTZMAN,
1991) e Kluyveromyces piceae isolada de Picea abies (abeto) WEBER et a., 1992), em
trabal hos de descricéo de novas espécies.

Outras leveduras caracteristicas do solo sdo as do género Lipomyces. Este género
possui 10 espécies (Tabela 3), todas elas descritas de isolamento de solo. A colecéo de cultura
do CBS possui 105 estirpes de Lipomyces depositadas, todas elas vieram de amostras deste
substrato (ROBERT, V. comunicacéo pessoal). Porém, nos levantamentos das popul agdes de
leveduras por isolamento em meio de cultura, comumente se utiliza concentragbes de
nutrientes em torno de 1% de fonte aglicar, normamente glicose, e 1% de nitrogénio, entre
peptona, extrato de levedura e extrato de malte. Estas concentragdes impedem o isolamento
destas espécies, e 0 meio de cultura desenvolvido para isolamento deste género de levedura
ndo contém fonte de nitrogénio (STARKEY, 1946). A levedura cresce utilizando o nitrogénio
fixado por bactérias (Azotobacter) que se desenvolvem na placa. As leveduras deste género
sd0 ndo-fermentativas e tem como caracteristica o acumulo de granulos de lipidios no interior
da célula. Possuem grande variabilidade metabdlica que permite a assimilagéo de produtos da
degradacdo de plantas por fungos e procariontes, e cipsula polimérica que ajudaria absorver
nutrientes minerais escassos do ambiente. Por estas caracteristicas e por ser isolado quase que
exclusivamente de amostras de solo este género é considerado como sendo proprio deste
ambiente (BOTHA, 2006).

Os métodos classicos de microbiologia promovem isolamentos preferenciais de
determinadas espécies em detrimento de outras. Por diversas vezes, foi comprovada que a
utilizacdo de meios com composicdo diferente revelam diferentes estruturas de popul agoes
microbianas, por exemplo: de Pseudomonas (TABACCHIONI et al., 2000); de leveduras
patogénicas (SILVA et a., 2004) e de bactérias em geral (DAVISet al., 2005). Isto € uma das
principais criticas a utilizacdo dos meétodos de isolamento em meio de cultura como
ferramenta para descrever a diversidade microbiol6gica de um ambiente. Com o advento das
técnicas de biologia molecular foi possivel realizar a identificacdo das espécies em amostras
ambientais sem a necessidade de cultivo prévio. Rapidamente estas técnicas se difundiram na
area de Ecologia Microbiana, onde as metodologias cléssicas dém do problema do
isolamento preferencial também eram consideradas demoradas. Mas, infelizmente, alguns
anos foram suficientes para mostrar que as técnicas moleculares também sofrem de um
problema semelhante, no caso, a amplificagdo preferencia das seqiiéncias de DNA, como
descrito para fungos por Anderson et al. (2003a). Ao invés de se considerar como um
problema das técnicas, aidentificacéo preferencial deve ser encarada como uma caracteristica
e explorada dentro de suas limitagdes. Na verdade, estas limitagdes ja sdo exploradas através
da utilizacdo de meios seletivos, meios de enriquecimerto, amplificacdo de grupos funcionais
e de grupos taxondmi cos.
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Tabela 3. Espécies de Lipomyces, codigo da colecdo de cultura do Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS), local de seus isolamentos e algumas caracteristicas de
assimilacéo de agUcares.*

Caodigo Loca do Assimilacdo (dados da pagina do CBS)**
xil- ara- glu man ga-
CBS Espécie isolamento  xil ara amido ol o -o -o ol
cBs7729  Lipomyceskockii  AfricadoSul - - o+ o+ - -+ +
cBs2514 L. kononenkoae Trinidadee - - + + -+ 4+
Tobago
cesse L . Nigéria - - + + -+ 0+ -
spencermartinsiae
cBs944 L. lipofer Holanda + o+ + + d + + d
ces7e61 L. mesembrius AfricadoSul - - - - - d d -
CBS10300 L. orientalis Vietnam nd d nd nd nd nd nd nd
cBs1s07 L. starkeyi EUA + 4+ + + + + + +
CBS5010 L. tetrasporus Russia + d + + + + + +
cBs752 L. yamadae C'?c];zraldcsgoo Cslgtl)’o + d - + + -
CBS7557 L. yarrowii Mauricio - - + + -+ + o+

* Dados fornecidos por Vincent Robert, curador da base de dados do CBS.
** xil — xilose; ara— L-arabinose; xil-ol — xilitol; araol — L-arabinitol; glu-ol glucitol; man-ol — manitol; gal-ol —
gaactitol; + - positivo; - - negativo; d — assimilagéo lenta; nd — néo disponivel.

De qualquer forma, as técnicas de biologia molecular na identificagdo direta das
populacdes de levedura no solo ainda foram muito pouco exploradas (Tabela 4). As técnicas
moleculares foram utilizadas, também, por grupos de pesguisadores que trabalham com
fungos filamentos e as leveduras apareceram quase que acidental mente nestes trabalhos como
em Smit et a. (1999) que relataram a presenca de sequéncias similares a Cryptococcus
albidus, Filobasidium floriforme e Bullera crocea narizosfera de trigo e em Anderson et al.
(2003b) com Sporopachydermia sp. e Trichosporon porosum em solo de floresta de pinheiro.
Em 2003, Gomes et al., em estudo da caracterizagcdo da populagdo de fungos em milho
cultivado em sistema agroecologico, utilizaram iniciadores especificos para fungos na
amplificacdo de DNA extraido do solo e da rizosfera de milho. Os resultados mostraram a
presenca de leveduras basidiomicéticas na rizosfera de milho quando a planta estava
senescente (90 dias), mas ndo quando jovem (20 dias). Alguns clones das bandas do perfil
eletroforético de DGGE (eletroforese em gel com gradiente desnaturante) foram sequienciados
e resultaram em sequéncias similares a Cryptococcus magnus, C. luteolus, Sporidiobolus
johnsonii ou S. salmonicolor, Bullera oryza, B. hannae e B. unica.

Um outro estudo utilizando iniciadores especificos para basideomicetos foi realizado
para avaliar a populagdo de fungos em solo sob diferentes mangjos da Estacdo Bioldgica
Kellog em Michigan, EUA, (LYNCH e THORN, 2006). As espécies de fungos foram
identificadas dravés da extracdo, amplificacdo do DNA ribossdmico e clonagem, os clones
foram caracterizados por RFLP (polimorfismo pelo tamanho do fragmento) e para cada
amostra de solo um representante de cada tipo de polimorfismo encontrado era selecionado
para 0 sequenciamento. As leveduras encontradas pertenciam a diversas espécies do género
Cryptococcus. C. luteolus, C. macerans, C. podzolicus, C. tephrensis, C. terreus e C
terricola, além de Guehomyces pullulans e Trichosporon dulcitum, este Gltimo com o maior
numero de clones entre as espécies de leveduras.
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Ao avdiar a diversidade de fungos na rizosfera de plantas em uma ilha na regido das

Ilhas Canérias, Espanha, Zachow et a. (2008) encontraram 8 espécies de Cryptococcus
(Tabela 4) em uma populagdo dominada por fungos basideomicetos. Os autores utilizaram
técnica de amplificacdo de acido nucleico e posterior determinacdo de polimorfismo
conformacional em gel (SSCP). Algumas bandas formadas foram sequéncia das para
identificagdo dos organismos presentes no ambiente.

Tabela 4: Porcentagem de identidade de sequiéncias de DNA ribossdmico encontradas em

amostras de solo e rizosfera com sequiéncias depositadas em banco de dados publicos.

| dentidade
Referéncia (amostra) Espécie (%)
Smit et al., 1999*: Cryptococous al bidus 82,5
(rizosfera de trigo) Dioszegia crocea 86,4
Filobasidium floriforme 83,7
Anderson et al., 2003b*' ©  Sporopachydermia sp. 70,7
(solo, plantio de Pinus)  Trichosporon porosum 99,4
Gomes et al., 2003*' 1 Bullera hannae 99,5
(rizosfera de milho em Bullera oryzae 99,7
agroecossistema) Bullera Gnica 97,2
Cryptococcus luteolus 99,8
Cryptococcus magnus 99,8
Sporidiobolus johnsonii/ S 100
salmonicol or
Renker et al., 2004**: ° Cryptococcus aerius 94,0
(raiz e esporos de Cryptococcus cdllulolyticus 89,0
micorrizas) Cryptococcus podzolicus 99,0
Cryptococcus saitoi 76,0
Cryptococcus statzelliae 91,0
Cryptococcus victoriae 100,0
Dioszegia crocea 100,0
Dioszegia hungarica 84,0
Lynch e Thorn, 2006** 3  Cryptococcus Iuteolus >99,0
(soloem Cryptococcus macerans >99,0
agroecossi stema) Cryptococcus podzolicus >99,0
Cryptococcus tephrensis >99,0
Cryptococcus terreus >99,0
Cryptococcus terricola >99,0
Guehomyces pullulans >99,0
Trichosporon dulcitum >99,0
Zachow et a., 2008* “ Cryptococcus podzolicus 98
(rizosfera, varias plantas) Cryptococcus phenolicus 96-98
Cryptococcus aerius 97-99
Cryptococcus albidus 98-99
Cryptococcus antarticus 96
Cryptococcus friedmannii 92
Cryptococcus vishniacii 98
Cryptococcus bhutanensis 97-9¢

1- dominio SSU (18S); 2- dominio ITS; 3—dominio LSU-D1-D2.
Amostras amplificadas com primes universais parafungos* ou especificos para basideomicetos**.



Ao comparar as espécies encontradas por técnicas de biologia molecular (Tabela 4)
com as espécies encontradas em levantamentos ecolOgicos que utilizaram técnicas de
isolamento em meio de cultura, se observa que poucas espécies s&o comuns nos dois tipos de
dados. As espécies comuns sdo do género Cryptococcus: C. albidus (?), C podzolicus e C.
saitoi (?). Porém, sequiéncias com menos de 99 % de identidade na regido D1-D2 ndo sdo
consideradas como sendo da mesma espécie. Era de se esperar que as técnicas moleculares
pudessem detectar a presenca de C. albidus e C. laurentii com a mesma freqiéncia que as
técnicas de cultivo, porque, de acordo com a literatura, estas espécies aparecem dominantes
nos isolamentos em vérios ambientes e substratos (Tabela 2).

A lista das espécies encontradas por estas metodologias € bastante diferente,
mostrando que as espécies de leveduras, observadas por cada um destes tipos de técnicas pode
ser complementar. O nimero de levantamentos ecoldgicos utilizando técnicas moleculares,
ainda € bastante limitado para que se possa redlizar comparagdes mais amplas entre os
resultados destas técnicas. Além do mais, os levantamentos utilizando isolamento em meio de
cultura se concentraram mais na analise de populagdes de solo enquanto que as moleculares
estudaram mais as de rizosfera. O idea é uilizar estas técnicas de forma complementar na
identificacdo das populagdes de leveduras no solo.

2.6. Ecologia de Leveduras

Neste trabalho, entende-se como ecologia ndo sO a distribuicdo das populagdes no
espaco, mas também as interacfes entre estas popul agdes e os componentes fisico, quimicos e
biol6gicos presentes no ambiente. Em seguida, estéo as informagdes encontradas na literatura
sobre as interagdes com o0s componentes fisico-quimicos, organicos e as rochas e, mais
detalhadamente com os componentes bidticos. Nos itens abaixo, os fungos que realizam
simbioses micorrizicas foram separados dos fungos em geral, porque naqueles, o que esta
sendo destacado € a interagdo da levedura na simbiose entre o fungo e a planta e ndo sé o que
ocorre com fungo isoladamente, e também porque ja havia um certo nimero de trabalhos
direcionados para avaliar a influéncia de algumas leveduras sobre a interacéo micorrizica.

2.6.1. Solo

Algumas leveduras do solo, principalmente dos géneros Cryptococcus e Lipomyces,
produzem polissacarideos extracelulares (EPS) e formam conjuntos contendo as células e as
particulas minerais do solo (BOTHA, 2006). Os EPS produzidos pelas leveduras tém
importancia na formagdo de agregados e consequente melhora na estrutura do solo
(BAB’'EVA e MOAWAD, 1973; VISHNIAC, 1995). Em experimento em solo de deserto
adicionado de rgjeitos agro- industriais, Medina et a. (2004b) observaram significante reducéo
da condutividade elétrica do solo nos tratamentos que continham a levedura Y. lipolytica, algo
gue os autores acharam ser uma vantagem, pois a adi¢cdo dos compostos elevava em demasia a
condutividade nestes solos. A Y. lipolytica é capaz de promover em meio de cultura a
solubilizac&o de fosfato de rocha pela liberacéo de écido citrico (VASSILEVA et a., 2000).
Embora ndo esteja comprovado que esta levedura possa efetuar a solubilizagéo de fosfato in
vivo, aguns trabalhos demonstraram que a co-inoculagcdo desta levedura com fungos
micorrizicos aumenta o crescimento da planta e a taxa de micorrizacdo (ver item 2.6.5).

As leveduras constituem parte significativa da populagdo microbiana que habita a
superficie e o interior das rochas (BURFORD et al., 2003). A liberacdo de residuos
metabdlicos como prétons e acidos organicos contribuem para a dissolucéo e liberacdo dos
nutrientes contidos em rochas igneas, sedimentares e em filosilicatos (BOTHA, 2006). As
leveduras e outros fungos presentes nestes substratos contribuem para a formagéo dos solos e
0 suprimento de nutrientes solUveis para as plantas e a microbiota. Leveduras ascomicéticas e
basi deomicéticas pertencentes aos géneros Candida, Lipomyces e Rhodotorula estéo presentes
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nas rochas sedimentares. E as leveduras pretas pertencentes a varios géneros, como
Aureobasideum, Lecythophora, Exophilia, Hortae, sdo isoladas da superficie de granito,
rochas sedimentares, gnaisse, marmore e rocha calcaria (BURFORD et al., 2003).

Em um estudo com comunidades microbianas apdés um incéndio de grandes
proporgdes em um parque na Africa do Sul, Cilliers et al. (2005) apontam correlacéo entre a
guantidade de leveduras no solo e intensidade do fogo e com algumas variaveis ambientais. A
recuperacdo das populacdes de levedura levava em média um periodo de 13,5 meses apds o0
incéndio. Para essa recuperacdo parece ter sido fundamental o aporte de matéria vegetal no
outono e o periodo chuvoso do inicio do inverno, depois desta época a correlagdo anterior ndo
foi mais encontrada. No inverno a textura do solo e os teores de Mg++ e Nat se
correlacionaram com a recuperacdo da quantidade de leveduras no solo.

2.6.2. Plantas— rizosfera efiloplano

A rizosfera € um dos micro-ambientes no solo, onde ha um continuo fornecimento de
energia na forma aglicares simples e boa parte dos fotossintados das plantas é fornecida
através das raizes para arizosfera. A quantidade e a composi¢éo dos exudados varia bastante
dependendo da espécie vegetd e do estado fisiolégico da planta (KUZYAKOQV e
DOMANSKY, 2000; NGUYEN, 2003). Os estudos de microrganismos que ocupam este
ambiente sempre foram voltados para as bactérias e com excegdo das associagOes
micorrizicas pouco se conhece sobre a ecologia de fungos na rizosfera sendo os estudos das
populacbes de fungo no solo direcionados para decomposicdo da matéria organica. Dos
poucos trabal hos encontrados com leveduras podem ser citados os de Kvasnikov et a. (1975)
e de Azeredo et al. (1998). No primeiro os autores descreveram que as espécies do género
Cryptococcus e Hansenula (atualmente Wickerhanomyces) sGo mais freqlientes na rizosfera
de plantas domesticadas enquanto que Debaryomyces, Hanseniaspora uvarum (apiculata),
Metschnikowia pulcherrima, Candida krusei e Trichosporon cutaneum prevalecem em
plantas silvestres.

O segundo trabalho, Azevedo et al. (1998), relata um aumento da populacdo total de
leveduras na rizosfera de cana-de-agUcar dos 216 para 342 dias ap0s o plantio, porém sem
alteracdo da estrutura predominantemente basideomicética (74%) com C. laurentii (26%) e
Fellomyces horitizia (16%) e também com uma proporcdo elevada (13%) de D. hansenaii
(ascomiceto). Ainda neste trabalho foram descritas diferencas na estrutura das populagtes de
leveduras presentes em folha, colmo e rizosfera. Apesar da preval éncia de basi deomicetos nos
trés compartimentos, houve variagdo principalmente com relacdo as espécies raras, das 41
espécies encontradas dez eram comuns aos trés compartimentos. Na revisdo de Bab'eva e
Chernov (1995), j& extensivamente citada nesta revisdo, os autores relatam que a estrutura das
populacdes de leveduras presentes na rizosfera s8o semelhantes as do filoplano. Gomes et al.
(2003) avaliando a populacdo de fungos presentes em cultura de milho por técnicas
moleculares, observaram que as leveduras basideomicéticas apareciam com mais frequiéncia
na rizosfera das plantas em estado de senescéncia, indicando uma alteracdo em relacdo a
rizosfera da planta jovem e ao solo. As espécies identificadas por técnicas moleculares neste
trabalho ndo foram as comumente encontradas no solo e na rizosfera por técnicas de cultivo
em melo.

2.6.3. Animais

Os microartropodes do solo utilizam diversos microfungos em sua dieta e sdo capazes
de selecionar entre as especies oferecidas quais sdo de sua escolha, ndo utilizando
indiscriminadamente qualquer tipo de fungo (JORGENSEN et al. 2005). A preferénciade seis
espécies de colembola em se aimentar de oito espécies de fungo de solo foi testada por
Jorgensen et a. (2003). Entre os fungos testados, Cryptococcus albidus apareceu como sendo
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um dos menos preferidos, embora todas as espécies de colémbola tenham se alimentado desta
levedura. Os autores supdem que a predilecdo alimentar permite que espécies possam
coexistir no mesmo local sem que haja grande competicdo por alimento entre as especies.
Embora, no trabalho, a espécie de levedura tenha sido uma das menos preferidas, colbénias de
microartropodes se desenvolvem e multiplicam em condigdes de laboratorio se aimentando
unicamente de levedura S cerevisae) (CHAMBERLAIN e BLACK, 2005). Foi também
demonstrado que a composicdo dos acidos graxos desses animais era aterada dependendo do
estado nutricional em que a levedura foi cultivada e que em condigdes naturais esta
composi¢do € bastante variada indicando possivel diferenca na alimentacéo destes.

Men’ko, et al. (2006) avaliaram a predilecdo de duas espécies de colémbolas por 24
leveduras obtidas de quatro ambientes diferentes. superficie de plantas vivas (epifitas),
folhedo (saprobiontes), solo (pedobiontes) e frutos ou locais com maior teor de agUcar
(sacharobiontes). Os autores mostraram, que apesar da variagdo observada, Vertagopus
pseudocinereus e Protaphorura armata possuem predilecOes diferentes pelas espécies de
leveduras embora todas tenham sido consumidas. Nenhuma correlagéo entre o ambiente de
obtencdo da levedura e predilecéo foi observado.

No trabalho de Men'ko, et al. (2006) foi demonstrado também que as espécies de
colembola que se aimentavam de folhas frescas de Tilia cordata ndo conseguiam sobreviver
guando estas eram desinfectadas superficialmente, a ndo ser que sofressem um tratamento
fisico como congelamento ou secagem. Possivelmente algum composto inibidor presente nas
folhas prejudicava os animais e a presenca de fungos na superficie das folhas ndo
desinfectadas, leveduras em sua maioria, de alguma forma revertem esta inibi¢do. Diversas
associagoes entre leveduras e invertebrados ja forma descritas na literatura e vérias espécies
de leveduras associadas a estes animais foram descritas como espécies novas. Estas leveduras
s80 conhecidas como leveduras-similar endossimbiontes (yeast-like endosymbiont-YLS) e
desempenham papel na destoxificagdo de alimento e na reciclagem de nitrogénio para o
animal. Embora a maior parte dos trabalhos com estas leveduras simbiontes tenha sido feito
com animais que ndo sdo de solo, é de se esperar que este tipo de associagdo ocorra com a
mesma fregiiéncia neste ambiente.

No solo esta associacdo foi mais bem estudada para os diplopodas. Byzov et a.
(1993b) observaram gue as espécies ascomicéticas Debaryomyces hansenii, Torulaspora
delbrueckii e Zygowilliopsis (Williopsis) californica possivelmente eram endossimbiontes da
espécies de diplopoda Pachyiulus flavipes, pois elas permaneciam no intestino deste animal
independente do tipo de aimentacd. Os mesmos autores propuseram um modelo de
distribuicdo das espécies de levedura no intestino de diplopodas (BYZOV et al., 19933).
Neste modelo, as leveduras ingeridas servem de alimento e so digeridas na por¢do média do
intestino. Na porcdo terminal do intestino existe uma populacdo de leveduras que utilizam
substéancias excretadas pelo animal como residuos de seu metabolismo entre elas cido Urico,
fosfato, sulfato, potassio, cloro e sédio. Parte destas leveduras intestinais € liberada no
ambiente através das fezes e a outra parte, num movimento antiperistaltico, é lancada no
intestino médio onde sdo digeridas e os nutrientes, agora em uma forma assimilavel pelos
animais, sdo reaproveitados. A quantidade de leveduras consumidas e liberadas nas fezes dos
diplopodas € praticamente a mesma (BYZOV et a., 1998), porém o numero de espécies
tipicas do folhedo presente nos restos vegetais que estes animais consomem diminui no trato
intestinal e uma outra populagéo se faz presente nas fezes com espécies da por¢do terminal do
intestino.

Ainda que poucas leveduras do solo tenham mostrado capacidade de realizar
fermentac&o e produzir etanol, S. cerevisiae € capaz de estimular o crescimento de espécies de
acetobacter em cultura conjunta pela producdo de etanol (SMITH et al., 2004). As culturas
destas bactérias, quando crescidas nestas condi¢Bes, aumentam a patogenicidade contra

25



Caenorhabditis elegans, uma espécie de nematdide predador de fungos e bactérias. Uma acéo
direta contra esta espécie de nematdides foi descrita para Cryptococcus neoformans, uma
levedura similar a C. laurentii que € comumente encontrada no solo. A ingestédo desta
levedura causa modificagdes no intestino do animal podendo leva-1o a morte (MYLONAKIS
et a., 2002). Outras leveduras foram utilizadas como Unica fonte de alimento de C. elegans e
seu desenvolvimento foi considerado igua ao crescimento quando utilizado a rag@o propria
para manutencdo do animal em laboratério.

Uma espécie de protista do solo, a ameba Acanthamoeba polyphaga, é capaz fagocitar
e diminuir a populacéo de leveduras de Cryptoccocus neoformans em mais de 90% em
condicdes de laboratorio (BUNTING et al., 1979). Apesar das leveduras serem capazes de
manter os invertebrados de solo como Unica fonte de alimento em condi¢des de laboratorio,
na natureza estes animais utilizam as leveduras como fonte secundaria de recursos quando
estdo se alimentando. O total de biomassa destes microrganismos néo € suficiente para manter
a populacéo de animais nas quantidades gue se encontram no solo, mesmo quando estratégias
de predilecdo alimentar observadas por Jorgensen et al. (2003) sdo utilizadas pelos animais.
Na maior parte dos casos quando comparada a biomassa de fungos filamentosos a de
leveduras € menor. Lachance e Starmer (1998) indicam que a principal funcéo das leveduras é
converter o nitrogénio, minera ou o presente em formas simples, em proteinas e outros
complexos nitrogenados na construcdo de suas células, tornado-os acessiveis de uma forma
relativamente concentrada aos animais.

Outras interacbes importantes entre as leveduras e invertebrados do solo séo de
simbiose e mutualismo através de presenca de leveduras no trato intestina e superficie de
diversos invertebrados. Auxiliando na destoxificacdo e reaproveitamento de nutrientes e na
producdo de substancias voléteis de sinalizacdo como descrito para drosofilas (BARKER et
al., 1986) e para 0 sistema ecoldgico cacto-drosofila-levedura (STARMER et al., 1986;
FOGLEMAN e FOSTER, 1989). Num ambiente heterogéneo como o solo e de dificil
locomocgdo dispor de um sistema sinadlizador para fonte de alimento, parceiro sexua e
oviposicdo € uma vantagem no sucesso das espécies e em economia de recursos. Diversas
leveduras, inclusive as isoladas de solo, produzem compostos voléteis organicos (VOC —
Volatile Organic Compounds) (BUZZINI et al., 2003), embora ainda ndo tenha sido descrito é
provavel que estes mecanismos estgjam presentes no solo funcionando como sinalizadores
para estes animais, como 0 observado para os nematéides Panagrellus redivivus e Rhabditis
oxycerca em laboratorio (BALANOVA et al., 1979).

2.6.4. Fungos

A inibicdo de fungos filamentosos por leveduras € bastante conhecida e utilizada no
controle de perdas na pés-colheita de frutos e legumes (WISNIESKI et a., 1991; PUNJA,
1997), no controle de doencgas foliares (URQUHART e PUNJA, 2002; PUNJA e UTKHEDE,
2003, PICCININ et al., 2005) e perdas durante o estoque de gréos (PETERSSON e
SCHNURER, 1998; DRUVEFORS e SCHNURER, 2005). Os mecanismos de agdo de
algumas leveduras ja estdo bastante estudados com relacdo aos patdégenos nas folhas das
plantas. Segundo El-Tarabily e Sivasithamparan (2006) os mecanismos utilizados nas folhas
também estdo presentes no solo e nos restos culturais e podem ser relevantes no biocontrole
de patogenos na raiz das plantas. Estes mecanismos sd0: competicdo por nutrientes e espaco,
producdo de enzimas que degradam a parede celular dos fungos como quitinase e (31,3-
glucanase, producdo de metabdlitos voléteis e difusiveis com agdo antifangica, inducdo da
resisténcia no hospedeiro e micoparasitismo. Ainda segundo os autores, as espécies de
leveduras envolvidas nestes processos pertencem aos géneros Kloeckera, Debaryomyces,
Soorotrix  (dimorfico), Saccharomyces, Sporobolomyces, Metschnikowia, Thiletiopsis,
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Rhodotorula, Cryptococcus, Aureobasidium (levedura-similar), Pichia e Candida, e muitas
delas estdo presentes em amostras de solo.

O controle de fungos fitopatogénicos na raiz de plantas por leveduras foi bem menos
estudado, até o momento apenas trés trabalhos sobre o assunto foram publicados. El- Tarabily
(2004) investigou a acdo de trés espécies de levedura, obtidas de rizosfera de beterraba,
Candida valida, Rhodotorula glutinis e Trichosporon asahii contra Rizoctonia solanii. As
leveduras reduziram o aparecimento de varios sintomas causados pelo patdgenos as plantas de
beterraba. As trés espécies utilizadas ndo inibem uma a outra, pelo contrério, o tratamento
mais eficaz foi com as trés espécies em conjunto. Elas apresentam diferentes mecanismos
contra R. solanii, T. asahii produz metabdlitos antifingicos, R. glutinis produz inibidores
volateis e C. valida além de produzir os dois compogos anteriores libera também 3-1,3-
glucanase que acaba desestruturando a parede celular e causando plasmdlise das hifas de R.
solanii. EI-Mehalawy et a. (2004) relataram a aplicagcéo Unica ou em conjunto das leveduras
Candida glabrata, C. maltosa, C. dooffiae, Rhodotorola rubra e Trichosporon cutaneum era
capaz de reduzir significantemente a murcha tardia do milho, causada por Cephal osporium
maydis. O modo de acdo das leveduras foi identificado como sendo a producdo de metabdlitos
antifingicos e enzimas de degradacdo da parede celular como (3-1,3-glucanase e quitinase. A
doenca da murcha em feij0es causada pelo fungo Fusarium oxysporum tem seus sintomas
reduzidos pela acdo de metabdlitos antifingicos produzido pelas leveduras de rizosfera
Saccharomyces unispora (Kazachstania unispora) e Candida steatolytica (Zygoascus
hellenicus ou Z. meyerae) (EL-MEHALAWY, 2004). Neste trabalho o autor relata um maior
crecimento das plantas nos tratamentos em que as espécies de leveduras foram aplicadas ao
solo contaminado com o patégeno quando comparado ao controle sem levedura.

Algumas leveduras apresentam uma estratégia especial de controle de suas popul acdes
que Ihe confere grande competitividade na utilizagdo de recursos, é a producdo de micocinas
ou o fendmeno “killer”. Este fendmeno foi descrito pela primeira vez em linhagens de S.
cerevisiae. Estas linhagens conseguiam matar individuos sensiveis da mesma espécie pela
secrecdo no meio de fatores protéicos toxicos, as micocinas. Em seguida se descobriu que este
fenbmero ndo era exclusivo desta espécie e estd bem distribuido entre os géneros de
leveduras. Se a capacidade de produzir micocinas esta bem distribuida também ha um grande
nimero de leveduras que perderam a viruléncia (producdo de micocina), mas mantiveram a
resisténcia a ela (SCHMITT e BRENIG, 2002). A base genética para a sua producdo é
bastante variada e existem vérios tipos, mas todas elas parecem ter origem em virus. Algumas
micocinas produzidas tém efeitos contra fungos e mais raramente contra bactérias. Walker et
d. (1995) verificaram a inibicdo in vitro de fungos Hetrobasidion annosun, R. solani,
Fusarium equiseti e de outros fungos fitopatogénicos. Weiler et al. (2002), e Weiler e
Schmitt (2003) reportaram a atividade antifungica da zigocinina, uma micocina produzida por
algumas espécies do género Zygosaccharomyces com amplo espectro contra fungos incluindo
fungos fitopatogénicos.

Um tipo especia de predacéo célulaacélulafoi descrito em leveduras por Kreger-Van
Rij e Veenhuis (1973). Segundo os autores, esta predacdo seria uma variagao dos sistemas de
anastomoses observados em hifas de fungos filamentosos. As células produzem um haustério,
capaz de penetrar e matar a célula susceptivel para obtencdo de nutrientes As espécies que
demonstraram esta capacidade predadora pertencem a0 clado Saccharomycopsis
(LACHANCE et d., 2000) e tém como caracteristica a deficiéncia em utilizar sulfato como a
Unica fonte de enxofre. Embora ndo tenha sido observado diretamente no solo, duas espécies,
S. fermentans e S. javanensis, foram isoladas deste ambiente indicando a possibilidade da
ocorréncia deste tipo de predacdo no solo. Ainda ndo estdo bem entendidos todos os
fendmenos envolvidos, mas sabe-se que condi¢bes de deficiéncia nutricional tornam a
predacdo mais eficiente Lachance e Pang (1997). As presas podem ser leveduras de qualquer
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espécie e ndo se encontrou alguma gue fosse totalmente imune, inclusive células de culturas
novas podem predar células da mesma espécie de culturas mais antiga.

2.6.5. Micorrizas

Renker et a. (2004), observaram ser bastante fregiente a presenca de leveduras dos
géneros Cryptococcus e Dioszegia em micorrizas e esporos de fungos micorrizicos de
diversas amostras ambientais. A identificacéo foi feita por amplificacdo do DNA extraido das
hifas raizes e esporos e por amplificacdo de genes ribossdmicos utilizando iniciadores
especificos para basideomicetos. Mas, as interacbes de leveduras com micorrizas foram
testadas pela primeira vez por Singh e Kapoor (1989) utilizando a inoculagdo de S. cerevisiae
nas sementes de leguminosas. Foram testadas vérias leguminosas e os resultados ndo foram
conclusivos sobre a atuacdo direta da levedura sobre a associacdo, porém os tratamentos
inoculados com leveduras possuiam maior tamanho de raiz. Em seguida hum experimento
muito parecido com o anterior Singh et al. (1991) testaram a influéncia da inoculacdo de
cdulas de S. cerevisiae vivas e mortas por autoclavagem, em micorrizas e na associagado com
rizobios das leguminosas Leucaena leucocephala, Glycine max, Cajanus cajan, Phaseolus
mungo, Phaseolus aureus e Vigna unguiculata. O tamanho da planta no tratamento com as
células mortas, em alguns casos, mostrou diferenca significativa em relacéo ao controle ndo
inoculado. Porém, o tratamento com células vivas foi sempre significativamente maior ao
tratamento de células mortas e ao controle, para 0s parametros nimero de vesiculas
encontradas nas raizes das leguminosas e nimero de esporos de fungo micorrizico na
rizosfera.

A trandocacdo de fosforo pelas hifas de Glomus caledonium, do solo para a planta
Trifolium subterraneum, foi aumentada quando inoculado com a levedura comercial seca (S.
cerevisiae). Em experimento com fonte de fosforo marcada com o isétopo P32, utilizando
potes contendo uma membrana gque excluia a passagem de raizes, mas ndo das hifas, para
compartimentos laterais contendo o nutriente, Larsen e Jakobsen (1996) observaram que as
hifas de Glomus caledonium eram maiores e o transporte de P, pelas hifas, aumentava no
compartimento lateral que havia sido inoculado a levedura.

A co-inoculacéo de leveduras foi testada em alguns dos estudos de utilizagdo de
fungos micorrizicos imobilizados em esferas. A idéia destes sistemas de imobilizacdo é
utilizar a hifa do fungo, normalmente atraida em direcéo as raizes da planta, para atuar como
uma ponte para 0os nutrientes contidos nas esferas, tornado melhorando a utilizagdo de
fertilizantes. Vassilev et a. (2001a) testaram a co-inoculagdo em tomateiro de Yarrowia
lipolytica e Glomus deserticola neste sistema de fungo micorrizico imobilizado. Os resultados
mostraram que a co-inoculagdo produzia melhoras significativas nos resultados de todos os
parametros estudados, enquanto que, a utilizacdo apenas do fungo imobilizado n&o diferiu do
tratamento com o fungo ndo imobilizado. A levedura parece funcionar como um auxiliar da
micorrizagdo. Os autores acreditam que a utilizacdo desta co-inoculagdo em sistemas de
imobilizacdo do fungo em esferas possa ser eficiente no estabelecimento e crescimento de
plantas em solos com deficiéncia de nutrientes. Também em tomateiro este mesmo sistema foi
testado com os fungos G. deserticola e Glomus fasciculatum, e os tratamentos com a presenca
da levedura aumentaram a taxas de micorrizagdo observadas em Trifolium repens
(VASSILEV et d., 2001b). Em co-inoculagdo triplarizobio (Rhizobium trifoli)-G. deserticila-
Y. lypolitica (VASSILEV et a, 2001c) o tratamento com a levedura potencializou em 14% o
beneficio causado pelainoculacdo do G. deserticola.

Em gramineas também foi observado o efeito sinérgico das leveduras na micorrizagdo
e no crescimento da planta (BHOWMIK e SINGH, 2004). As plantas dos tratamentos com
co-inoculagdo de Glomus mossea e S. cerevisiae tiveram maior quantidade de raizes
infectadas, maior peso seco daraiz e da parte aérea. Os valores dos tratamentos co-inoculados
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diferiram significativamente dos controles sem inoculagdo, dos tratamentos com apenas G.
mossea ou com apenas a levedura. Efeito semelhante, para o crescimento da planta mas néo
para a infeccdo, foi observado por Gollner et al. (2006) em milho co-inoculado com G.
mossae ou G. intraradices com as espécies de leveduras C. sake, C. aeriusou W. californica.
A presenca de leveduras diminuiu a quantidade de hifas produzidas pela micorriza, sendo
mais intensa com C. sake e W. californica para G. intraradices e com C. aerius e W.
californica quando a associacdo foi com G. mossae.

A levedura Y. lipolytica foi classificada como levedura promotora do crescimento de
planta (plant-growth-promoting-yeast - PGPY) por Medina et a. (2004a), apls terem
observado que a inoculacéo da levedura em conjunto com fungos micorrizicos nativos
aumentava a micorrizacdo e os teores de fésforo absorvidos por Dorycnium pentaphyllum um
arbusto lenhoso da familia Fabaceae plantados sobre solo de deserto. Esse aumento da
colonizacdo na planta foi potenciaizado quando era adicionado ao solo, rejeito agro-
industrial, como fonte de nutriente. Inoculantes contendo microrganismos com capacidade de
solubilizagdo de fosfato, como a Y. lipolytica, e que promovam o crescimento da planta,
normamente possuem uma potencial fungdo no controle de doengas (VASSILEV et 4d.,
2006). Muitos destes microrganismos produzem uma série de substancias que sdo utilizadas
no controle biologico de diversas fitopatdgenos. As formas de agéo deste controle sdo a
producdo de sideréforos, de fitohorménios e de enzimas liticas. Isto € considerado por
Vassilev et a. (2006) uma érea de grande atuacdo da microbiologia e com possibilidade de
variadas aplicacoes.

A inoculacdo de uma outra espécie de levedura, Rhodotorula mucilaginosa, aumentou
significativamente o tamanho das hifas em Glomus mosseae e 0 nimero de esporos em
Gigaspora rosea em experimentos em placas de Petri (FRACCHIA et a., 2003). Em
experimentos em solo com soja (G. max) e trevo vermelho (Trifolium pratense), a inoculacéo
de R. mucilaginosa s6 surtiu efeito quando era realizada antes do fungo micorrizico. Os
exudados da levedura também aumentaram significativamente a micorrizagdo nas plantas.
Sampedro et al. (2004) erificaram também que o efeito da levedura era observado somente
guando inoculada antes do fungo micorrizico e que os exudados liquidos e volateis tinham um
efeito positivo na simbiose embora com meio de acdo diferenciado. Os autores observaram
estes efeitos in vitro sobre G. mosseae e na simbiose em solo plantado com soja.

A inoculacdo conjunta de G. mossae e seis diferentes espécies de leveduras em caupi
(V. unguiculata), em experimento de casa-de-vegetacdo, mostraram diferencas significativas
entre os tratamentos de dupla inoculagdo com relacéo a inoculacdo somente de G. mossae e
com o controle sem inoculagdo (BOBY et al., 2008). A combinagdo G. mossae e R.
mucilaginosa rendeu os valores mais altos de crescimento e produtividade da planta, além de
maior conteido de N, P e clorofila no tecido vegetal. A co-inoculacdo com S. cerevisiae
rendeu os menores valores para 0s parametros estudados, porém ainda mais atos do que os
valores obtidos no tratamento controle sem levedura

2.6.6. Procariotos

Os procariotos promovem interagOes bastante variadas com qualquer tipo de eucarioto,
e dificilmente pode se dizer que este tipo de interagdo ndo exista, independente de qual
organismo se estgja referindo. As interagdes com leveduras também sdo variadas e as mais
claras s8o a antibiose e 0 mutualismo. Assim, como algumas leveduras produzem antibiéticos
(VUSTIN et al., 1990; McCORMACK et al., 1994), bactérias também produzem substéncias
gue promovem a desestruturacéo e lise da célula de levedura. Aproximadamente, metade das
espécies bacterianas encontradas em um levantamento, em diversos ambientes naturais,
inclusive solo, possui esta capacidade (CHERNYAKOQOVSKAYA et a., 2004). As leveduras
basidiomicéticas Rhodotorula glutinis, Cryptococcus albidus e Phaffia rhodozyma e as
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ascomicéticas de solo, a Lipomyces kononenkoae e a L. tetrasporus, foram as mais
susceptiveis a lise pelas bactérias.

A aplicacéo de leveduras para controlar a patogenicidade causada por bactérias em
repolho foi avaliada por Assis et a. (1999). Os autores tesaram a capacidade de 20 isolados
de leveduras de filoplano no controle da podrid&o preta causada por Xanthomonas campestris.
Este tipo de podriddo é uma das maiores causas de perda nos cultivos de cruciferas. Trés
isolados diminuiram a severidade da doenca em mais de 70%. A época de aplicacdo da
levedura foi um fator importante para esta protecdo: a inoculagdo dos isolados de levedura
diminuiu a severidade das lesdes em cerca de 60 a 70 % quando as leveduras foram aplicadas
pelo menos duas vezes na planta. Quando a inoculacdo foi realizada antes ou simultaneamente
com o patégeno a diminuicdo ficou entre 20 e 60%. E quando realizada ap6s 0 patdgeno, a
protecdo caiu para menos de 20%. N&o houve diferenca significativa entre os seis cultivares
avaliados.

Como associacdo mutualistica entre leveduras e bactérias pode-se citar a observada
entre as espécies do género Lipomyces e bactérias diazotréficas. Este género de leveduras de
solo foi, por agum tempo, considerado como capaz de fixar nitrogénio (METCALF e
CHAYEN, 1954; ROBERTS e WILSON, 1954; KVASHNIKOV, 1974), pois suas coldnias
foram vistas pela primeira vez em meios de cultura sem fonte de nitrogénio. Porém, ndo foi
observado a capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio por culturas puras de diferentes
espécies de levedura quando analisado pelos métodos de isotopo estavel de N (°Ny) e pela
reducdo do acetileno (MILLBANK, 1969). A fixacdo, observada anteriormente, foi atribuida
a bactérias fixadoras presentes em culturas de leveduras néo totalmente puras. As bactérias se
desenvolvem em colGnias liquescentes no meio, fixam o nitrogénio e permitem o
desenvolvimento das col6nias de leveduras. Atualmente, esta é aforma utilizada paraisolar o
género Lipomyces de amostras de solo.

Essa associacdo foi mensurada por Bab’eva et al. (1977) e as bactérias (Pseudomonas)
fixavam 3,4 vezes mais em condi¢des aerdbicas e 15 vezes mais em anaerobiose quando em
presenca da levedura. Neste trabalho, os autores, confirmaram as observagoes de Millbank
(1969), e ndo foi observado capacidade de fixacdo de nitrogénio pelas leveduras do género
Lipomyces. Kononkov et a. (1979) ressaltam que a fixagcdo bioldgica pela bactéria € sempre
menor em cultura isolada do que quando em associacdo com o0 fungo e indicam a
possibilidade da existéncia de especificidade entre os componentes das associagoes de fixagao
de nitrogénio no solo envolvendo bactérias e fungos.

Sobre as bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas alguns poucos experimentos
foram feitos para avaliar a influéncia de leveduras na fixagdo bioldgica de rizébios com
leguminosas. Tuladhar e Subba Rao (1987) testaram a co-inoculacdo de leveduras e rizébios
em trevo (Trifolium alexandrinum). Os autores mostraram os resultados para Rhizobium
trifolii indicando que a co-inoculagdo com as leveduras R. glutinis e Pichia ohmeri aumentou
significativamente o tamanho das plantas quando comparado com o a inoculagdo apenas com
a bactéria, enquanto a co-inoculagdo com S cerevisiae foi o tratamento que induziu a
formagdo de maior nimero de nédulos. O filtrado do meio de culturade S. cerevisiae induziu
0 mesmo efeito que a inoculacdo das células, indicando um possivel composto extracelular da
levedura que intensifica a nodulacéo. Resultados de aumento de nimero de nédulos foram
obtidos também em co-inoculacdo de Y. lipolytica e R. trifolium em Trifolium repens
(VASSILEV et d., 2001c) e de S cerevisiae estimulando a nodulacdo de rizobios nativos em
leguminosas plantadas em vasos com solo ndo estéril (SINGH et a., 1991).



2.7. A Cultura da Cana-de-Acucar no Brasil

A cana-de-agucar sempre esteve ligada a historia do Brasil, desde o inicio do periodo
colonial, quando mudas foram trazidas de outras colonias portuguesas. Devido a sua
rusticidade e ao clima brasileiro ser em sua maior parte semelhante ao de sua origem, o
sudeste asi&tico, a cultura pode ser cultivada em todas as regides do Brasil. Os cultivos
comerciais, para producéo de aclcar, foram iniciados ha Zona da Mata do nordeste brasileiro,
ainda no periodo colonial e, ainda hoje, os estados de Pernambuco e de Alagoas sdo
importantes produtores. A cultura sb se expandiu para os estados do sudeste apos a crise do
café na década de 1920 e posteriormente na década de 1980 para O centro-oeste
(BRASIL/MAPA, 2007). Séo Paulo atualmente € o estado responsavel por mais da metade da
producdo nacional, seguido de Minas Gerais, do Parana e dos estados da regido do centro-
oeste BRASIL/MAPA, 2007; IBGE, 2009). A cana-de-acucar € aterceira maior cultura em
area plantada no pais, sendo que na safra de 2008 foram ocupados 8,1 milhdes de hectares
(Mha) com uma producéo de 649 milhdes de toneladas (Mt) e uma estimativa, para a safrade
2009, de 8,7 Mha, com uma producéo de 690 Mt (IBGE, 2009). No mundo, os principais
paises produtores s Brasil, india, China, Tailandia e México com uma &rea plantada em
2007 superior a 22 Mha e producéo de 1.500 Mt (BRASIL/MAPA, 2009).

No Brasil, a partir da década de 1970, devido a adocdo de diversas politicas que
visavam contornar a crise mundial do petrdleo, entre elas a criacdo do Proalcool, a cana-de-
acUcar passa a ganhar maior importancia. Pelo volume de producéo e negécios envolvidos ela
€ considerada um setor da economia, denominado Sucroalcooeiro. A inser¢cdo da cana-de-
acucar no setor energético brasileiro é considerado o mais bem sucedido programa de
utilizacdo de energia renovavel do mundo, e em 2007, pela primeira vez, supera o setor
hidrelétrico na matriz energeética brasileira ocupando 15,9 % da OIE (Oferta Interna de
Energia) sendo a fonte de energia que apresentou o0 maior crescimento, 9,6%, do ano de 2006
para o de 2007 (BRASIL/EPE, 2008). O setor sucroalcoeeiro emprega hoje cerca de quatro
milhdes de pessoas e em 2007 foi responsavel por 3,6% do PIB agricola (EMBRAPA, 2008).

Apesar dos nimeros grandiosos na parte econdmica, muitos desafios existem em
transforma-los em uma real melhoria nas condic¢fes de vida da grande maioria das pessoas
vinculadas a este setor, pouca atencéo é dada também a questdo ambiental sendo que os
principais problemas estdo na destruicdo de ambientes naturais para os plantios e nas grandes
extensdes das monoculturas de cana plantadas continuamente. Neste cenario de baixa
diversidade bioldgica € comum o aparecimento de doencas e pragas. Entre as doencas,
causadas por bactérias, que mais incidem nos cultivos de cana estéo a escaldadura da folha, a
estria vermelha e o raquitismo da soqueira tendo os principais agentes etiolGgicos,
respectivamente Xanthomonas albilineans, Acidovorax avenae e Leifsonia xyli. As principais
doencas causadas por fungos sdo a ferrugem, causada por Puccinia melanocephala, o carvéo,
por Ustilago scitaminia, a mancha parda, por Cercospora longipes, podriddo abacaxi, por
Ceratocystis paradoxa, podridéo vermelha, por Colletotrichum falcatum, a podridéo causada
por Fusarium moniliforme e a mancha amarela causada por Mycovillosiella koepkii
(EMBRAPA, 2008).

O plantio de cultivares resistentes ou tolerantes € a principal forma utilizada para
controle das doencas em areas afetadas e o controle da sanidade das mudas € o mais
recomendado para areas em que as doencas ainda ndo tenham aparecido. Os plantios desta
cultura permitem, em média, 5 ou 6 cortes, com ciclo de 12 ou 18 meses entre 0s cortes.
Quando os plantios estéo estabelecidos, ndo ha forma eficaz ou economicamente viavel para
controle destas doencgas que podem causar perdas de até 50% da producéo (EMBRAPA,
2008). Embora o controle biol6gico de pragas, mais notadamente de insetos pela utilizacdo de
fungos tem sido bastante estudado e ja seja empregado ha décadas, o controle bioldgico de
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doencas em cana-de-aclcar € praticamente inexistente. Blakeman e Fokkema (1982),
indicaram que muitos dos organismos presentes no filoplano atuam inibindo e controlando as
populacbes de patdgenos, sendo necessario o entendimento da ecologia destes organismos
para aumentar este antagonismo. Porém, estudos sobre a diversidade de fungos que ocupam a
superficie destas plantas também s&o raros, com relacdo as leveduras apenas um levantamento
foi redizado (AZEREDO et al., 1998), em Campos dos Goytacazes, ja anteriormente
mencionado nesta revisao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de Coleta das Amostras

As amostras utilizadas nos experimentos deste trabalho foram coletadas no Sistema
Integrado de Producdo Agropecuaria-SIPA (Fazendinha do Km 47), Seropédica, RJ, uma
iniciativa do convénio formado entre a Embrapa Agrobiologia, a Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, a Pesagro-Rio e a Embrapa Solos O SIPA foi iniciado em 1993 e suas
atividades produtivas e experimentais estdo pautadas na sustentabilidade e na exploracéo
racional do local. A area esta localizada na latitude 22° 45" sul e longitude 43° 40’ oeste com
altitudes variando entre 20 e 40 m. O clima daregido é o Aw de acordo com a classificagéo de
K 6ppenGeiger, caracterizado por possuir verdo umido e inverno seco. Os solos do local séo
de baixa fertilidade, em sua maioria, formados pelas classes Planossolo e Argissolo.

Os dados meteoroldgicos da estagdo automatica Ecologia Agricola, cddigo A160,
foram obtidos do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET em sua pégina na rede
mundial de computadores (http//www.inmet.gov.br). A estacdo reportada esta localizada a
800 metros, aproximadamente, do SIPA. Para esta estagcdo, o INMET disponibiliza,
informagdes sobre o balanco hidrico climatologico com dados da estacéo coletados por 30
anos entre 1961 e 1990 (Figura 2). Os dados meteoroldgicos do ano 2007/2008 (Figura 2),
compreendendo o periodo das duas coletas de amostras para 0 estudo em cana-de-acUcar
foram obtidos mensalmente na pagina do INMET. Para este estudo foram selecionados o0s
dados de precipitacdo e de temperatura, maxima e minima. Para os dados de temperatura
foram calculados os val ores médios mensais e para os dados de precipitacéo foram calculados
0s totais para cada més.

Balango Hidrico Climatol 6gico

s
o

&0 200 T I precipitagio —
40 180 T —s—temperaturamedia v 350
a0 160 T - ’
- 1
0 EWO v 300 <
E 120 T o
1] u 5
E § 100 T ™ 250 §
‘ g et r//_— 2
0 g_ ol T 200 g
=20 1
-30 Zg 1 H T 150
-4 0 by L P LT 100
.Jan._l?_elu Mar Abr Mai Jun Jul I.ﬁ.go Set Out MD.U -D-a-z {UI07 2g0l07 Setl07 out/07 novi07 dezi07 jan/08
| Defieit W Eugesso O Retirada B Reposicao

Figura 2: Balango hidrico climatolégico (1961 a 1990), fonte INMET, e dados de
precipitacdo mensal total e temperatura média da estacdo meteoroldgica Ecologia
Agricola do periodo entre junho de 2007 a janeiro de 2008. As setas indicam a época
das coletas no plantio de cana-de-aclcar.



Figura 3: Imagem de satélite de parte da &rea do SIPA. Em destaque os locais de coleta de
amostras nos canteiros de hortalicas (H) e nos cultivos de milho (M) e cana-de-agUcar
(C). Fonte: Google maps (http://maps.google.com.br).

3.2. Amostragem e Coleta

As amostragens de solo, para os testes de inibicdo do crescimento de fungos
filamentosos em meio de cultura de isolamento de leveduras, foram realizadas nos canteiro de
hortalicas (cebolinha) nos meses de maio e novembro de 2006. Um bloco de terra, com a
planta, foi recortado do canteiro e removido para um pote plastico de + 3,6 L, com cuidado de
se evitar a desestruturacdo. O pote foi transferido para o laboratério no mesmo dia e mantido
sob ailuminagdo natural. A umidade foi mantida na capacidade de campo por adicdo de &gua
esterilizada, sempre que necess&rio para manter a planta por algumas semanas. Amostras de
solo foram retiradas do vaso com uma espétula estéril, a medida que se necessitava para a
realizagdo dos testes.

Os experimentos de avaliagdo de meios de cultura para o isolamento de leveduras
foram realizados com amostras de solo da bordadura de um experimento de milho conduzido
no SIPA. A bordadura foi composta por 4 linhas simples com 60 cm de distancia entre as
linhas e 30 cm entre as plantas. A coleta foi realizada em maio de 2007, quando as plantas
estavam com 60 dias apds o plantio. As amostras foram coletadas, com uma pequena pa, entre
as plantas das linhas centrais da bordadura na camada de 2-10 cm de profundidade. Foram
coletadas 10 sub-amostras de aproximadamente 200 g de solo entre as plantas e entre as
linhas de plantio. A presenca de raizes de planta bi comum a todas as sub-amostras. Estas,
foram unidas e a amostra composta foi homogeneizada no campo em saco plastico estéril,
transportada a temperatura ambiente para laboratério e processada em menos de 24 h.

A amostragem para 0 estudo ecolégico de leveduras foi redlizada em um cultivo
organico de cana-de-aclcar, realizado em uma antiga &rea de pastagem em desuso. Foi
realizado o plantio de toletes em sulco em janeiro de 2007, em uma area de aproximadamente
2.500 nf. A é&rea foi previamente preparada por gradagem e sulcador. N&o houve qualquer
tipo de emprego de fertilizantes quimicos nem correcdo do solo. As rogcas manuais para a
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retirada de plantas competidoras (invasoras) foram realizadas até o quarto més apds o plantio.
Nenhum outro manejo cultural foi aplicado. As amostras foram coletadas em duas épocas
distintas de oferta de agua para a regido, setembro de 2007, correspondendo ao periodo seco e
janeiro de 2008 correspondendo ao periodo Umido (Figura 2).

A érea do plantio de cana foi dividida em 4 sub-éreas iguais (Figura 4). Em cada uma
destas sub-areas foram amostrados trés compartimentos ambientas. solo, filoplano e
rizoplano. A realizacdo da coleta foi baseada no trabalho de Robbs et al. (1989), em estudo de
diversidade de leveduras em plantagcdo de doacaxi, descrito com mais detalhe em Robbs
(1986). Desta forma, foram coletadas amostras compostas formadas de cinco sub-amostras de
terra, raizes e folhas de cana-de-agUcar. Os pontos de coletas das sub-amostras foram o centro
da sub-area e a15 m do centro em direcéo aos vértices (Figura4). Em cada ponto, em um raio
de 1m, foram coletadas cinco porc¢des de 20 cm de folha maduras e ativas, 200 g de solo da
camada de 2-10 cm de profundidade nas entrelinhas e raizes até a uma distancia de 20 cm das
plantas de cana.

As amostras foram transportadas para o laboratério em temperatura ambiente e
processadas em menos de 24 h. Cada amostra de solo foi homogeneizada e tratada
assepticamente, parte do volume da amostra foi separada, destorroada, seca, peneirada e
destinada para analise das caracteristicas quimicas, de acordo com Embrapa (1997), no
Laboratério de Solos da Embrapa Agrobiologia. Os resultados desta andlise estdo descritos ra
tabela 5.
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Figura 4: Desenho esguematico dos pontos de coleta das amostras no plantio de cana-de-
acUcar. Os circulos pontilhados representam aproximadamente o local onde foram
coletadas cada uma das 5 sub-amostras para cada repeticéo.



Tabela 5: Resultados da andlise quimica de fertilidade das amostras de solo dos dois periodos

de coleta.
Al CatMg Ca Mg P K C M.O.

Periodo Amostra pH* cmol.dm® mg.dm’® gKg? %
set/07 Sl 58 0,1 15 10 05 21,7 1475 12,0 2,1
S2 6,0 0,0 2,6 1,8 08 325 1625 5,0 0,8

S3 6,2 0,0 2,0 14 0,6 30,3 1625 3,0 0,5

A 6,0 00 15 10 05 410 1225 3,0 0,5

jan/08 S1 57 01 2,3 1,7 0,6 18,5 92,5 2,0 0,3
S2 59 00 2,3 15 08 245 1525 6,0 10

S3 61 00 1,7 12 05 290 1475 4,0 0,7

A 58 0,0 1,3 09 04 12,8 92,5 3,0 0,6

* pH — pH em &gua, M.O. — matéria organica.

3.3. AnalisedaDiversidade de L eveduras em Cana-de-Acucar

Um esquema, em forma de fluxograma, das metodologias aplicadas no estudo das
populacdes de leveduras no plantio de cana-de-agUcar estd descrito na figura 6. Raizes e
folhas foram lavadas uma vez com &gua estéril no préprio saco pléstico de coleta pararetirada
de particulas e células pouco aderidas. Para a extragdo das células foram pesados
assepticamente 20 g de solo, 20 g de folhas lavadas e 5 g de raizes lavadas. As amostras
foram imersas em 200 mL de solugéo salina com Tween 80 0,1 %, 20 g de esferas de vidro de
2-3 mm de didmetro foram adicionadas para uniformizar a extracgo. Apds um periodo de 20
min para a hidratacdo, as amostras foram agitadas a 150 rpm por 30 min. A extracdo do
material das folhas foi imediatamente inoculada nos meios de cultivo enquanto que as de solo
e raiz foram deixadas descansar por 5 min para a sedimentacdo das particulas maiores.

3.3.1. Plagueamento, contagem e isolamento de leveduras

Cada extracéo e sua diluicéo de 10X foram inoculadas em triplicata em placas de Petri
em cada um dos seguintes meios de cultura: meio batata-dextrose-agar (PDA), meio extrato
de levedura-extrato de malte-agar (YM) e meio BIL-em (GARCIA, 2007). Para composicéo e
referéncia dos meios de cultura utilizados ver item Meios de Cultura nos anexos. As extractes
também foram inoculadas em tubos com 0s seguintes meios, para promover o enriquecimento
de populacBes especificas de leveduras: fermentadoras, meio BIL (CARVALHO, 2007) com
6 % de etanol e 5 % de glicose (BIL-ge); basideomicéticas, meio BIL sem glicose e
adicionado de 0,5 % de xilose e 0,5 % de lactose (BIL-1x) e leveduras resistentes ao acido
benzoico, meio BIL com 0,1% de écido benzdico (BIL-bz). Nos meios solidos, 0,1 mL por
placa dos extratos e suas dilui¢des foi inoculado e espalhado com alca de Drigalski, nos meios
BIL-e e BIL-Ix foi inoculado 1 mL por tubo e no meio BIL-bz foram inoculados 10 mL da
extragdo por tubo. Todos os meios utilizados continham 0,04 % de cloranfenicol e 0,05 % de
amoxicilina. Apés a inoculacdo as placas e os tubos foram incubados a 26 + 2 °C° para
crescimento das popul acoes.

A contagem do nimero de UFC de leveduras e de fungos filamentosos por g de olo
foi realizada apds 3 dias de crescimento para os meios YM e PDA, e ao 5° dia para 0 meio
BIL-em. ApGs a contagem as placas foram mantidas sob refrigeracdo (8 £ 4 °C) até que se

>A partir deste ponto, caso ndo indicada outra temperatura, aincubagéo para o crescimento das culturasfoi
realizada a 26+2 °C.



procedessem o0s isolamentos. Estes foram redlizados com o auxilio de uma lupa
estereoscopica para identificagdo dos tipos de colbnias. Para as placas, de cada meio de
cultura e de cada amostra, até 3 colbnias de cada tipo identificado, foram isoladas por repasse
e estriamento em placas novas contendo meio BlL-agar até obter culturas puras.

Os enriquecimentos foram estriados por esgotamento em placas de Petri com meios
solidos BIL e BIL-em. As retiradas dos meios de esgotamento para as placas foram realizadas
apos 4, 21 e 42 dias de incubacdo. Nestas placas até dois isolados de cada tipo de col6nia
foram repassados para novas placas com meio BIL como o realizado para os isolados dos
plagueamentos nos meio solidos. A pureza dos isolamentos foi verificada pelas suas
caracteristicas de uniformidade das colénias formadas e quando necesséario, pelas
caracteristicas celulares por microscopia 6tica. Os isolados de leveduras foram entdo
estocados a temperatura ambiente em tubos contendo 2,5 ml de meio GY MP-agar inclinado e
0 crescimento coberto por uma camada de 6leo mineral 3 a5 dias apds a inocul agao.

Os isolamentos de cana-de-acUcar foram identificados por um cdédigo composto do
nimero da tentativa de isolamento seguido da época de coleta (s — setembro de 2007; j —
janeiro de 2008), do tipo de material coletado (F - folha; R - raiz; S - solo), darepeticdo (1, 2,
3, ou 4), e no final do meio de cultura de origem (pda - PDA; ym — YM; em — BlL-em;
e- BIL-e x| — BIL-xI). Paraidentificar as retiradas tardias dos meios de enriguecimento (21 e
42 dias) uma letra I” foi acrescentada apOs o identificador do meio (e.g. €l para os
enriguecimentos BIL-e com retiradas aos 21 e 42 dias).

3.3.2. Triagem dos isolados

Os isolados obtidos foram triados de acordo com metodol ogia desenvolvida nesta tese,
ver item 3.11 pag. 50. As caracteristicas de cada isolado nos diferentes meios foram
observadas de acordo com a metodologia estabelecida. Para complementar a avaliagdo da
triagem, foram realizados juntamente, com 0os meios diferenciais, os testes de assimilagéo de
glicose (C1), maltose (C11), lactose (C18), mio-inositol (C31), nitrato (N1) e nitrito (N2),
com o0s seu controles negativos (CO) e (NO). Assim como a triagem estes testes foram
realizados em placas de Petri de 15 cm e as culturas inoculadas com o carimbo de 96
ponteiras. Estes testes de assimilag&o de fontes de carbono foram realizados utilizando o meio
BIL modificado ao invés do YNB (meio padréo da metodologia). As culturas oriundas de
uma mesma amostra e que apresentaram col6nias com o0 mesmo padrédo morfofisioldgico na
triagem foram consideradas como isolamentos redundantes.

3.3.3. Identificacdo dos isolados

Apbs a triagem, representantes de cada grupo foram identificados por metodologia
padrdo, conforme descrito no item 3.5, pag. 38. Esta identificagdo resultou na formacdo de
novos grupos de acordo com o perfil fisioldgico e caracteristicas morfoldgicas. Cada grupo
possuindo uma hipétese de identificacdo. Representantes destas hipéteses tiveram suas
identificacOes confirmadas por caracterizagéo e identificagdo molecular conforme descrito no
item 3.8, pag. 43. A cultura considerada como isolamento redundante, e que ndo foi avaliada
guanto ao perfil fisiologico, foi considerado por comparacdo como pertencente & mesma
hipé6tese de identificacéo do representante de seu grupo nos testes morfofisiol gicos.

3.4. CultivoeManuseio de Culturasde Leveduras

Os meios utilizados para o cultivo e verificagdo da pureza das culturas de levedura em
placa de Petri foram o meio GY P-agar ou BlL-agar. As composi¢Oes destes e de outros meios
utilizados nesta tese est&o detalhadas nos anexos. A cultura retirada do estoque era repassada
por esgotamento por estriamento com alc¢a e incubadas por trés dias. Procedia-se a verificacéo
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da pureza da cultura, e posteriormente era repassada com al¢a para tubo com rolha de algodao
contendo o meio GYMP-agar inclinado, incubada por dois dias e mantida a 4 °C, como
estoque de trabalho. Sempre que necessario este estoque foi renovado e a pureza da cultura
checada novamente.

3.5. Caracterizagdo e | dentificacdo de Leveduras: Metodologia Classica

3.5.1. Caracteristicas morfoldgicas das células

Para os isolados de levedura obtidos neste trabalho, a cultura a partir do estoque de
trabalho foi crescida em meio solido, e preparado uma &mina a fresco para observacdo a
microscopia Otica. As células foram observadas em aumentos de 400X e 1000X. As técnicas
de contraste de fase, contraste interferencial e campo claro foram utilizadas sempre que
necessario a fim de se obter uma melhor observacéo das estruturas celulares. As células foram
observadas quanto a sua forma e tamanho, foi observado também a presenca e tipo de
brotamento, hifas, asco e esporos.

Em alguns casos para a melhor observacdo da formacéo de filamentos (pseudo-hifas e
hifas verdadeiras) foi realizado o microcultivo em [&mina de microscopia com uma camada de
meio CMA (YARROW, 1998). A cultura foi inoculada com agulha em trés riscos
longitudinais no meio e coberta com uma laminula. O microcultivo foi incubado por 7 dias. O
crescimento obtido e as estruturas formadas foram observadas ao microscopio.

3.5.2. Testesfisiolégicos

A caracterizacdo do perfil fisiolégico das culturas dos isolados foi realizada segundo
YARROW (1998). Exceto quando especificado, os testes foram realizados em meios sblidos
em placas de Petri, com 10 cm de diametro e fundo plano, as culturas foram inoculadas pela
técnica de inoculacdo de placas réplicas com carimbo de inox de 32 pinos. A temperatura de
crescimento foi de 26 + 2 °C e as leituras feitas na 22 e 32 semares apés a inoculacdo. O meio
de cultura base para testar a assimilacdo de fontes de carbono é 0 YNB — base de nitrogénio
para levedura (WICKERHAM, 1948; Y ARROW, 1998) e para fontes de nitrogénio o YCB —
base de carbono para leveduras (WICKERHAM, 1946; YARROW, 1998). O agar utilizado
para os meios solidos foi anteriormente lavado por decantagdo por 3 vezes com agua destilada
para retirada de tragos de nutrientes (HAGLER e MENDONCA-HAGLER, 1978). Depois da
ultima lavagem o agar foi ressuspendido em um volume conhecido, geleificado por
aguecimento e fracionado para cada um dos testes.

Para a inoculacdo das placas réplicas foi utilizado um multi-inoculador de ago
inoxidavel com um carimbo de 32 pinos de inoculagdo. Este multi-inoculador foi
desenvolvido pelo Laboratério de Taxonomia de Leveduras do Instituto Prof. Paulo de Goes
IMPPG da UFRJ, e € composto por uma base com pogos e um “carimbo” inoculador
contendo os pinos. A base é composta por 32 pocos com a mesma distribuicdo dos 32 pinos
do carimbo (CARVALHO, 2007).

As culturas testadas foram iniciamente crescidas em meio YM-agar ou GY P-agar por
um periodo entre 3 e 6 dias. Com 0 uso de uma a¢a o crescimento foi entdo passado para
meio liquido de esgotamento (YNB com 0,1 %° de glicose) e crescidas sem agitacso por 5 a7
dias ou sob agitacdo de 180 rpm por 3 dias. Esta etapa foi realizada para promover uma
diminuicdo das reservas de nutrientes presentes nas culturas e desta forma, ndo interferir no
resultado dos testes. Para a inoculacd, um volume de 0,3 mL do crescimento, de cada

% Nesta tese foi adotado o sistema internacional de unidades (SI) ou unidades aceitas por este. Exceto quando
indicado, as concentraces dos reagentes e meios de cultura sintéticos utilizados estdo na notacdo de peso por
volume (p/v).



cultura, foi transferido para um dos pogos da base do multi-inoculador onde cerca de 3uL
foram repassados pelo carimbo para 0 meio solido na placa de Petri. Esta operacéo € repetida
para cada nova placa contendo o teste a ser inoculado.

3.5.3. Assmilacéo de fonte de carbono

Os testes de assimilagéo de fontes de carbono, com excegdo da rafinose utilizada na
concentracdo final de 1 % possuem a seguinte composi¢éo: YNB, fonte de carbono 0,5 % e
agar 2 %. Uma placa onde ndo foi adicionada fonte de carbono foi utilizada como controle
(C0). Asfontes de carbono foram utilizadas na identificagdo estdo descritas na tabela do perfil
de assimilagéo nos anexos. A codificacdo entre parénteses, dos testes, segue a utilizada pelo
CBS. Os teste de etanol e netanol foram feitos em tubos de 13 x 100 mm, a cultura do tubo
de esgotamento foi passada com uma a¢ca para 1 mL de uma solugdo YNB 2X e em seguida
acrescentado 1 mL do acool a 1 % (v/v). Os tubos foram incubados sob agitacéo, 180 rpm
por 3-4 dias.

3.5.4. Assmilacdo de fonte de nitrogénio

Foi avaliada a capacidade das culturas de assimilar nitrato (N1) e nitrito (N2). Para o
teste N1 foi utilizado nitrato de potéssio na concentracéo de 0,078 % e para o teste N2, nitrito
de sbdio a 0,028 %, nos meios com YCB e agar 2 %. O controle (NO) foi realizado com o
mesmo meio sem fonte de nitrogénio. A cultura que demonstrou crescimento positivo no teste
em placa foi ent&o repassada para um tubo de ensaio 13 x 100mm contendo 2 ml do meio
liquido com a fonte de nitrogénio e incubado sob agitacdo de 180 rpm por 1 semana. Caso
houvesse crescimento, a cultura era repassada para um novo tubo para confirmagdo da
assimilagéo.

3.5.5. Fermentacéo de fontes de carbono

A fermentacdo dos acUcares foi testada em tubo de ensaio de 13x100 mm comtubo de
Durhan. Em cada tubo de ensaio foi colocado 2 ml de caldo base de fermentacdo
suplementada com 2 % do aclcar testado. O caldo base é composto de peptona 0,75 % e
extrato de levedura 0,45 %. Além da capacidade de fermentar a glicose (F1) testada para todas
as culturas, foi realizado testes com gaactose (F2), xilose (F14), D- arabinose, L-arabinose,
ramnose e sacarose (F5) quando as culturas eram positivas para fermentacdo da glicose e
positivas para assimilacdo destes aclicares nos testes em placa.

As culturas a serem testadas foram inoculadas neste meio e a formacdo de gas,
capturado no tubo de Durhan, observada do 2° a0 5° a0 7° e ao 8° dia apos a inoculagéo.
Resultado considerado positivo para o teste de fermentacéo € quando a ocupacdo por gas o
tubo estd igual ou acima de ? de seu volume. Qualquer formacdo de gas perceptivel até
volumes menores que ? do tubo é considerada fermentagdo fraca. E negativos, quando a
formag&o de gés néo € observada.

3.5.6. Teste dereacdo ao corante azul de diazonium B (DBB-diazonium blue B)

O teste de reacdo ao DBB foi realizado de acordo com o descrito por Hagler e
MendongaHagler (1991). As culturas foram transferidas para uma placa com 0 meio GYP-
agar e crescidas por 3 semanas. ApOs este periodo, sobre cada coldnia foram colocadas 2 a 3
gotas da solucdo DBB (tampé&o Tris 0,25M pH 7 e 0,1 % azul de diazonium B). Devido ao
caréter instavel do corante, esta solucdo era preparada na hora do uso e mantida em banho de
gelo. O resultado positivo era observado pelo aparecimento de cor violeta, vinho ou vermelho
nas colonias.
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A reacdo positiva ao DBB indica a presenca de compostos celulares caracteristicos das
leveduras basideomicéticas. Os resultados duvidosos e negativos no testes em placa foram
confirmados pelo método de Hagler e Ahearn (1981) com as seguintes adaptacdes para mini
tubos. Apds o crescimento por um minimo de 7 dias em meio GYP-agar o crescimento foi
transferido com uma agulha de inoculagdo para um mini tubo pléstico de 0,6 mL contendo 0,5
mL de NaOH 0,5 M, a suspensdo de células foi agitada, aquecida a 100 °C por 1 h e
centrifugada 1000 rpm por 5 mim. O sobrenadante foi retirado e o precipitado lavado uma vez
por agitacdo e centrifugagdo com o mesmo volume de etanol comercid (~96 %). O
sobrenadante foi descartado e 0,2 mL da solucdo DBB foi adicionada sobre as células para
reacdo de mudanca de cor. O resultado foi observado pela alteracdo das cores do precipitado
conforme descrito para o resultado dos testes em placa.

3.5.7. Outrostestes

Além dos testes de assimilacdo de fontes de carbono, nitrogénio, fermentacéo e reacéo
ao DBB, para complementar os dados para composicao do perfil fisiolégico foi ainda testado
a capacidade da cultura de crescer na presenca de NaCl, resisténcia ao antibidtico
ciclohexamida (actidiona), crescimento em diferentes temperaturas e formagdo de amido.
Utilizando-se da mesma preparacdo de indculo e do mesmo método de inoculagdo, as culturas
foram repassadas para placas com 0 meio GYP-agar com 10 e 15 % de NaCl, o com o0 meio
YNB 0,77 % com 0,5 % de glicose com as concentragdes de 0,1 e 0,01 % de ciclohexamida e
com o meio GYP-agar. Esta Ultima placa foi incubada por até 5 dias a 36 + 0,5 °C. A cultura
gue demonstrou crescimento a 36 °C, foi repassada para tubo contendo 2 ml de meio GYP e
incubada em banho-maria a 38 + 0,5 °C por até 3 dias. Desta forma, sempre excluindo as
culturas que apresentavam crescimento negativo, foi realizado o teste para as temperaturas de
40, 42 e 45 °C. Nos testes de temperatura é aceitdvel uma variacéo de até 0,5 °C.

A producdo de amido foi verificada pela adicéo de solucéo de lugol diretamente sobre
a placa do teste de assimilacéo de glicose (C1) até que se cobrissem as colénias. Isto foi
realizado apds a Ultima leitura dos testes de assimilacdo (3 semanas). As culturas que tiveram
a sua cor natural tornada para cores como azul, azul escuro ou violeta, pela adi¢do do lugol,
foram consideradas positivas para producéo de amido. A col6nia que néo teve sua cor alterada
ou que assumiu a coloracdo marrom foi considerada como negativa para este teste.

3.5.8. Controle dos experimentos

Nos testes de caracterizagdo do perfil fisioldgico foram utilizadas culturas especificas
como controle paratodo o experimento. Estas culturas, pertencentes a colecéo do Laboratério
de Taxonomia de Leveduras, sdo rotineiramente testadas e possuem o perfil fisiolégico
estdvel e bem conhecido. Por possuir um perfil de assimilacdo de poucas fontes de carbono a
culturaIMUFRJ50148 de Candida krusei foi utilizada como controle negativo para a maioria
dos testes em placa réplica com excecdo de temperatura, C23 e C39 que nestes casos ficou
como controle positivo.

A cultura IMUFRJ-50369 de Cryptococcus uniguttulatus foi utilizada como controle
positivo para C31, C32 e para teste de reagdo com o DBB e como controle negativo para os
demais testes. A cultura IMUFRJ-51707 de Rhodotorula mucilaginosa para controle positivo
de C5, C6, C7, C8, C10, C11, C12, C14, C17, C19, C20, C38, como controle positivo de
basideomicetos com pigmento para reagcdo com o DBB e controle negativo de resisténcia a
ciclohexamida nas duas concentragoes. Os testes em tubos de assimilacdo do etanol e metanol
tiveram como controle as culturas IMUFRJ-P85 ou IMUFRJ-P63 de Candida boidinii como
controle positivo para etanol e metanol, a cultura IMUFRJ}50606 de Saccharomyces
cerevisiae como controle negativo para metanol e positivo para etanol.



3.5.9. Leturadostestesrealizados em placa

O crescimento das culturas € observado diretamente e a caracteristica a ser notada € a
producdo de massa celular. Por is, a densidade e a profundidade do crescimento séo
elementos mais rel evantes a serem considerados do que o didmetro da coldnia. O crescimento
ralo e espalhado das culturas filamentosas, por exemplo, € interpretado como um crescimento
de fundo devido a provavel presenca de tragos de nutrientes no meio de cultura ou no inéculo,
e ndo deve ser considerado como um crescimento positivo (Tabela 6).

Tabela 6: Pontuacéo atribuida ao crescimentos das culturas em teste de placa réplica.

Pontuacéo Crescimento observado da inoculagéo

Se nenhuma marca for notada na superficie do agar no local de crescimento da
ND colbnia entdo a inoculacdo foi feita sem sucesso e o resultado da leitura passa a
ser ND (n&o determinado).
O valor 0 (zero) é atribuido quando confirmada a presenca da marca deixada pelo
0 pino inoculador e/ou da marca deixada pela gota do inéculo no &gar, mas nenhum
crescimento for observado.
A pouca guantidade de crescimento observada indica a provavel presenca de
tragos de nutrientes no meio de cultura ou no inéculo ou concentracdo baixa do
0,5 inibidor. Este é um resultado considerado negativo. Em testes confidvels, o
crescimento no YNB sem fonte de carbono (controle negativo) deve resultar
numa leitura de no méximo 0,5.
Um crescimento fraco, porém maior que o esperado para um crescimento de
fundo. E interpretado como um resultado dibio, fraco ou negativo nas chaves
1 taxondbmicas gque ndo consideram respostas fracas para testes com fonte de
nutrientes. Resultado positivo para teste com inibidores, a concentracdo testada é
insuficiente parainibir um pequeno crescimento da cultura.
Um crescimento fraco a ser considerado dubio positivo nas chaves taxonémicas
15 gue ndo consderam respostas fracas. Resultado positivo para teste com
inibidores.
Crescimento semelhante a resposta + 3 sendo um pouco menor ou Mmenos denso,

2 porém claramente uma resposta positiva.
Crescimento denso no ponto de inoculagdo tipico das culturas padrdo que
3 normalmente crescem bem no meio. Por exemplo, culturas tipo ou auténticas de

S cerevisiae, C. krusal ou Pichia anomala crescem desta forma em YNB com
0,5% de glicose.
4 Crescimento notadamente maior do que em 3.
Coldnias puntiformes ou pequenas pontos de crescimento forte aparecem dentro
da marca de inoculagdo. Este deve ser considerado um resultado negativo que
ocorre, provavelmente, devido a presenca no inoculo de uma pequena popul agcéo
contaminante.

Outro resultado falso positivo pode ocorrer quando uma coldnia cresce como resultado
da liberacdo de nutrientes por outra colénia na placa. E necessario observar cuidadosamente
as colbnias gque crescem proximas as colénias que apresentam crescimento fortemente
positivo para verificar se ha um crescimento muito mais forte nas por¢des da col6nia mais
proximas daguela que pode estar liberando nutrientes. Isto vale especialmente para placas
contendo fontes de carbono do tipo di, tri ou polissacarideos. Este € um problema comum
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para os testes com sacarose e rafinose devido a producéo e liberacdo de invertase no meio por
algumas leveduras.

A interpretacéo das leituras realizadas € feita de acordo com a tabela 6, onde leituras
claramente positivas sdo aqueles que recebem pontuacdo igual ou maior que 1 para testes com
inibidores e igual ou maior que 2 para testes com fonte de nutriente. L eituras negativas sdo as
gue recebem pontuacdo menor que 1. Para as caracteristicas importantes na identificacdo de
uma cultura (e ndo para caracteristicas que podem ser variaveis na descricdo da espécie),
leituras intermedidrias entre 1 e 1,5 devem ser confirmadas pelo cultivo em tubo contendo
meio liquido com o nutriente, uma vez que os métodos padrdes sdo tradicionalmente feitos
desta forma. Os resultados para cada teste, de acordo com as leituras obtidas, estédo descritos
natabela 7, e sdo baseados na Escala de Wickerham (WICKERHAM, 1951).

Tabela 7: Pontuacéo atribuida ao crescimento, validade do teste e respectivo resultado para
utilizagdo em chaves taxondmicas de leveduras de cada pontuacéo e tipo de teste.

Pontuagdo atribuida ao crescimento

Tipo de
teste ND 0 0,1 0,5 1 15 2 3 4
. invdido . L. . _ e . L .
fontesde validade U NEo vdido vdido vaido dibio dubio vaido véido vaido
nutrientes efetuado
resultado  repetir - - -vc\)/u repetir repetir  + + +
. invalido
inibidores VA1 "5 a0 valido vdido vaido valido vdido véido vaido véido
efetuado
resultado  repetir - - - w w + + +

w — crescimento fraco (weak) utilizado em algumas chaves taxonémicas.
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3.5.10. Leitura dostestesrealizados em tubos

Os testes realizados em meio liquido foram interpretados utilizando a Escala de
Wickerham (WICKERHAM, 1951; YARROW, 1998). A temperatura e o tempo de incubacdo
foram realizados conforme descrito em cada teste. A escala de Wickerham consiste em uma
pontuacdo atribuida a turbidez do meio liquido, medida pela capacidade do observador de
visualizar em um cartéo de papel branco 3 linhas de 0,75 mm de largura (aproximadamente o
traco feito com uma caneta comum), distribuidas em intervalos de 5 mm. A leitura, de acordo
com o descrito na tabela 8, é realizada colocando-se o tubo a frente do papel um cartéo e
perpendicularmente a estas linhas. O resultado € interpretado como natabela 7.

Tabela 8: Escala de Wickerham (WICKERHAM, 1951) para crescimento em meio liquido.
Pontuagdo  Crescimento observado dainocul agéo

0 Nenhuma turbidez observada

w (0,5 Nota-se aguma turbidez, mas as linhas podem ser vistas com nitidez
1 As linhas podem ser visualizadas, mas suas margens ndo sao nitidas.
2 As linhas aparecem como bandas difusas

3 As linhas n&o podem ser observadas ou ndo se pode distingui-las

3.6. ldentificacdo de Atividade M icocinogénica

A atividade micocinogénica dos isolados foi avaliada em testes contra uma cultura
(IMUFRJ 50083 de Candida glabrata) sensivel a toxinas (micocinas). A cultura sensivel foi
crescida em caldo GYP por 3 dias e, com um swab, aplicada em trés sentidos sobre a
superficie de uma placa de Petri de 15 cm com o meio YM com tampéo citrato 0,05 M pH 4,2
e azul de metileno 0,0028 % (STUMM et al., 1997). As culturas dos isolados foram crescidas
em caldo de fermentagdo e transferidas para as placas com o carimbo inoculador de 96 pinos.
A transferéncia das culturas para a placa foi realizada em até 30 min ap06s a inoculacdo da
cultura sensivel. As placas foram incubadas por 3-4 dias.

3.7. Assimilacio de Acidos Organicos pelos | solados

A capacidade de utilizar &cidos organicos como fonte de carbono foi avaliada por
testes em placa réplica em experimento conjunto aos testes de caracterizacdo do perfil
fisioldgico das culturas. Foram testados os acidos mélico, oxdlico e acético nas concentracoes
de 0,2 e 0,5 %. Uma solucéo a 10 % de cada é&cido organico foi preparada anteriormente. As
solugdes de acido mélico e acético tiveram o pH gustado para 5,5, enquanto que a de &cido
oxdlico permaneceu em seu pH original, sendo este, gjustado apds a adicdo ao meio de
cultura. Os meios para o testes foram preparados conforme descrito no item 3.10.3, pagina 49.
Para cada teste foi adicionado um volume dessas solucdes para a concentragdo final de 0,2 ou
de 0,5 % do &cido organico. A assimilacdo de acido organico pelos isolados foi avaliada
conforme os demaiss testes de assimilac&o de fontes de carbono.

3.8. Caracterizacdo Molecular das Culturas

A caracterizacdo molecular das culturas de leveduras foi realizada por estudo da regido
D1-D2 do gene codificador da sub-unidade maior do ribossoma (LSU), das regides
espacadoras intergénica (ITS1 e ITS2) e do gene codificador da sub-unidade ribossomal 5.8 S
(Figura 4. Foram realizados algumas adaptacoes, experimentos e testes das metodologias



comumente utilizadas na caracterizacdo molecular de leveduras com a finalidade de adaptar
as técnicas as condicdes do laboratério e otimizar a caracterizagdo molecular.

~4,3Kb
ITSIf NL1 i
> >
IGS | SSU-rADN(18S) ~ |ITSL 58S ITS2|  LSU-rADN (26/285) IGS | 58| 1GS  IGS
ITS4 NL4

Figura 5: Esguema representativo da posicdo dos genes ribossomais e das regides utilizadas
na caracterizacdo molecular de leveduras (em cinza), com os locais de anelamento dos
iniciadores NL1, NL4, ITSIf e ITSA.

3.8.1. Extracédo de acidos nucléicos (ADN)

Os &cidos nucléicos das culturas foram extraidos de acordo com o protocolo do
sistema MasterPure Yeast DNA Purification da Epicentre Biotechnologies. Foi realizado um
experimento de alteracdo do volume da solucgdo de lise fornecida. Além do volume de 300 pL
indicado no protocolo do fabricante, foram testados os volumes de 250 e 200 UL e a
complementacdo ou ndo destes volumes com &gua até o volume final de 300 L para a etapa
de lise celular. O material extraido pelas diferentes condicdes foi submetido a amplificacéo,
conforme descrito no préximo item, para avaliar sua qualidade. De acordo com o teste de
variacdo do volume da solucdo de lise e com o manua fornecido, a extracdo dos &cidos
nucléicos foi realizada conforme descrito a seguir. Esta extracdo esta descrita em forma de
protocolo de laboratério nos anexos, pag. .

As culturas foram estriadas em placa de meio YM e incubadas por um periodo de 3 a4
dias. Uma col6nia foi coletada com agulha e ressuspensa em 100 pL de agua esterilizada em
mini tubo pléstico de 0,6 mL. A suspensdo de céulas, foi adicionado 200 pL da solucdo de
lise celular, agitada por 10 s e incubada a 65°C por 15 min. Apds a lise o tubo foi colocado
em gelo por 5 min. ApGs o resfriamento da amostra, foi adicionado no tubo 150 pL da
solucdo de precipitacdo de proteinas. As amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10
min. O sobrenadante foi coletado cuidadosamente com micropipeta e transferido para um
micro tubo pléstico de 1,5 mL. Ao sobrenadante foi adicionado 0,5 mL de isopropanol, a
mistura foi agitada por inversdo do tubo e centrifugada a 10000 rpm por 10 mim. O
sobrenadante foi removido e o precipitado lavado cuidadosamente com 0,5 mL de etanol 70%
através de expulsdo e retomada do liquido com micropipeta. Ao final o liquido de lavagem foi
descartado e o tubo centrifugado rapidamente para a retirada do etanol restante. Os acidos
nucléicos extraidos foram ressuspendidos em 35 pL de tampdo TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA pH 7,5) e mantidos a -20 °C. A extragdo foi checada por eletroforese em gel de
agarose de 0,8 % (p/v) em TAE 0,5X (2 mM tampé&o Tris-acetato, 0,5 mM EDTA, pH 8,0)
aplicando 5 pL do material extraido da amostra, e sob uma voltagem de 5V.cm* por 1 hora
Para acompanhamento da eletroforese foi aplicado, em paraelo as amostras, 5 puL do
marcador de peso molecular 1kB (Invitrogen). Os géis foram corados com uma solugdo de
brometo de etideo e 0 materia extraido visualizado com iluminag&o ultravioleta.

A presenca de acidos nucléicos contaminantes foi checada pela realizacdo de uma
reacdo de extracdo sem a colocacdo de células. A extracdo foi checadaem gel, e submetidaa
reacdo de amplificagcdo, como descrito anteriormente para as demais amostras.



3.8.2. Amplificacéo de fragmentos da regido estudada

As regides génicas estudadas foram simetricamente amplificadas com as seqiéncias
iniciadoras NL1 e NL4 para a regido D1-D2 (O'DONNELL, 1993 apud KURTZMAN e
ROBNETT, 1998), IT1f (GARDES e BRUNS, 1993) e ITS4 (WHITE et a., 1990 apud
GARDES e BRUNS, 1993) para a regido intergénica e ITS1f e NL4 para todo o fragmento.
Nafigura5 estdo os locais de posicionamento e natabela 9 as caracteristica de cada seqiiéncia
iniciadora. Os protocolos de amplificacdo que serviram de ponto de partida para os estudos
nesta tese foram os de Boekhout et al. (1995) e Kurtzman e Robnett (1998, 2003). Nestes
trabalhos o ciclo de amplificacdo utilizado foi uma etapainicial de 94 °C por 5 min, seguidos
de 36 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 1 min, anelamento a 52 °C por 1 min e extensdo a
72°C por 2 min, e uma etapa final de extensdo de 72° C por 10 min.

Tabela 9: Caracteristicas das sequiéncias iniciadoras utilizadas neste estudo.

Nome Sequéncia(5™- 3) n° bases Tm°C
NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 24 59,3
NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 19 56,1
I TS1f CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 22 56,5
ITHA TCCTCCGCTTATTGATATGC 20 56,4

Foram realizados experimentos de otimizagao da amplificacdo com NL1 e NL4, sendo
que inicialmente foi testado o nimero de ciclos da reacdo. Um experimento utilizando o
material extraido de dois isolados de leveduras foi amplificado utilizando 25, 30 e 35 ciclos
de amplificacdo enquanto as demais condicdes foram iguais. O resultado das reacdes com os
diferentes nimeros de ciclos de amplificacéo foi visualizado em gel de agarose 1%, conforme
descrito anteriormente. A temperatura de anelamento da reacdo também foi testada em
experimento utilizando termociclador com gradiente de temperatura Thermo Hybaid PCR
Express. A ndo ser nos experimentos de variagdo da temperatura de anelamento as demais
reacoes de amplificagdo desta tese foram realizadas em termociclador ABI/PE 9700. Neste
experimento as temperaturas de anelamento variaram de 52 a 57,9 °C, de acordo com a
possibilidade do equipamento. As demais condigbes da reacdo e do ciclo se mantiveram as
mesmas para todos os tratamentos.

A partir dos resultados obtidos nos testes de otimizacdo da reacdo de amplificacdo, foi
estabelecido o protocolo para as amplificacdes simétricas realizadas com os isolados obtidos
nesta tese: uma etapa inicia de 94 °C por 5 min e 30 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 30 s,
anelamento por 30 s, sendo que a57 °C paraNL1-NL4 e 55°C paral TS1-NL4 e ITS1f-1TS4;
e uma etapa de extensdo a 73 °C por 1 min paraaregido D1-D2 e ITS1f-1TS4 e 1,5 min para
todo o fragmento. Os resultado das amplificagdes foram checados em gel de agarose 1 %
conforme descrito anteriormente.

Os fragmentos amplificados foram purificados, para eliminacéo dos iniciadores e
enzima utilizados na amplificagdo, com o sistema de purificacdo de resina de ligacéo e
filtragem em coluna, llustra GFX PCR DNA & Gel Band da G& E Healthcare, de acordo com
as instrucdes do fabricante. O produto amplificado foi misturado a 500 pL da solugdo de
ligacdo e aplicado em uma coluna fornecida pelo sistema de purificagdo, montada sobre um
micro tubo e centrifugado a 10000 rpm por 1 minuto. O eluido foi descartado e 500 pL da
solucéo de lavagem foram aplicados sobre a coluna. Foi realizada uma nova centrifugagcdo nas
mesmas condi¢des da anterior. A coluna foi entéo repassada para um novo mini tubo e
adicionado 30 pL do tamp&o para sequenciamento fornecido pelo sistema de purificagdo. As
amostras foram incubadas por 5 min a temperatura ambiente e centrifugas a 13000g por 2
min. O material eluido foi mantido a-20 °C.



3.8.3. Quantificacéo e deter minacao do tamanho do fragmento amplificado

Apo6s a purificagdo, 2 uL do material amplificado foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1,75 % em TAE 0,5X, sob voltagem de 5V . cmi* por 2 horas. Um marcador de
peso molecular (100 pb DNA Lader Invitrogen) para a determinagdo do tamanho do
fragmento amplificado e um de quantificagdo (Low Mass, Invitrogen) foram aplicados em
pardelo as amostras. A quantificacdo do material amplificado foi realizada por comparacdo
de intensidade das bandas formadas de acordo com as instrucdes do fabricante do marcador.
O tamanho daregido ITS+D1D2 foi determinado utilizando a ferramenta de andlise de géis de
uma dimenséo (1D) do programa LabWorks UVP.

3.8.4. Reacdo de sequenciamento

As amostras quantificadas foram submetidas a reacéo de sequenciamento com sistema
DYEnamic ET, de acordo com as instrugoes do fabricante, e a eletroforese e leitura dos
fragmentos foram realizadas em um sequenciador automético capilar MegaBACE 1000. Para
a regido D1D2 foram utilizadas as sequéncias iniciadoras NL1 e NL4 e para a regido
intergénica foram utilizados os iniciadores IT1f e ITSA. Os eetroferogramas gerados foram
analisados utilizando os programas Phred, Phrap e Consed (EWING et a., 1998; EWING e
GREEN, 1998 GORDON et a., 1998) para montar as seqiiéncias e gerar os contig’ e as
sequiéncias consenso. Para as sequiéncias que se procurou obter toda a extensdo do fragmento
amplificado, mas que ndo foi possivel montar as regides ITS e D1D2 foram adicionados 100
bases N entre as duas regides.

3.8.5. Andlisedas seqliéncias

A partir das sequéncias consenso a regido dos iniciadores foi retirada e as sequiéncias
resultantes foram checadas quanto a presenca de artefatos de amplificagdo com os programas
Mallard ASHELFOR et a., 2006) e Bellerophon HUBER et d., 2004). As sequéncias
isentas de artefatos, para as regibes ITS e D1D2, foram comparadas com sequéncias
depositadas em base de dados publicas utilizando a ferramenta Fasta3 na pagina do Instituto
Europeu de Bioinformatica (EM BL- EB|) €M  http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/nucleotide.html.  AS
seqliéncias entdo foram alinhadas por alinhamento multiplo em uma base de dados atualizada
(PRUESSE et d., 2007).

Para este tese foi montada uma base dados constituida de uma base principal contendo
todas as seqUéncias curadas do gene LSU rRNA maiores do que 1300 kases presentes no
ultimo lancamento das bases de dados do projeto SILVA versdo 96 em http:/iwww.arb-silvade/
(PRUESSE et d., 2007). A esta base principal foram adicionadas 3.128 sequencias de estirpes
tipo (typo) de espécies de fungos e cerca de 1000 seqliéncias mais proximas as sequéncias
obtidas dos isolados ao comparar com as seqiiéncias de bases de dados curadas, independente
do tamanho da segiiéncia. Ao final, a base de dados onde foram alinhadas as sequiéncias das
leveduras continha mais de 18.000 seqiiéncias curadas do gene correspondente a maior sub-
unidade ribossdmica (L SU-26S).

Apés o dinhamento as seqiiéncias foram filogeneticamente alocadas na base de dados.
O dinhamento e a andlise filogenética foram efetuados utilizando o pacote de programas
ARB (LUDWIG et al., 2004). O modelo de reconstrucéo filogenética utilizado foi de Méxima
Parsimonia. A topologia da &rvore foi resultante da analise com valor de bootstrap (CAMIN e

! Contig — o termo foi criado para determinar a série de leituras dos fragmentos gerados pela reagdo de
sequenciamento relacionados um ao outro, assumindo a sobreposicéo da seqiiéncia dos fragmentos, e gerando
uma sequéncia de bases. Um mntig possui pelo menos uma leitura e € formado por todas as leituras dos
fragmentos gerados. Portanto, o tamanho de um contig depende do nimero de leituras realizadas em diferentes
posic¢des de um molde.
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SOKAL, 1965) em 100 réplicas (FELSENSTEIN, 1985). Apds esta anadlise, & sequéncias
consenso foram depositadas no EMBL-Bank (Base de Dados de Sequiéncias Nucleotidicas do
Laboratério Europeu de Biologia Molecular).

3.9. ldentificacdo a partir dos Perfis M orfo-fisiolgicos

Iniciouse aidentificagdo das culturas a partir da formagdo de grupos de acordo com o
perfil apresentado. No inicio, todos os isolados pertenciam a um sO grupo (levedura), e ao
final ou estavam sozinhos (grupo com um s componente) ou pertencendo a grupos com mais
de um componente. Estes grupos foram formados pelos perfis idénticos ou que se
diferenciavam por até dois testes, que ndo os de assimilacdo de xilose, maltose, lactose,
rafinose, mio-inositol e nitrato, o de reacdo ao DBB, o de fermentacdo da glicose e os de
resisténcia a ciclohexamida. Os grupos foram separados de forma hierarquica, pois alguns
testes tém mais importancia ou peso do que outros nas decisdes de agrupamento. Ainda, a
medida que se avanca na formagdo dos grupos alguns testes perdem a importancia enquanto
outros irdo se tornar decisivos para a continuagdo da separacao de novos grupos. Esta forma
inicial de formag&o de grupos obedece a0 descrito nas chaves taxondmicas para leveduras,
porém o objetivo ndo € chegar a identificacdo fina das culturas. Apds este primeiro
agrupamento seguiu-se uma etapa de checagem de cada individuo do grupo formado com a
descricéo das espécies que podem se encaixar no perfil fisiologico. Caso haja discrepancia
gue impeca determinada cultura ser considerada uma das possiveis espécies para aguel e perfil,
a cultura é retirada e passa a constituir um novo grupo. Isto foi feito em rodadas até que se
esgotaram as possi bilidades de formag&o de novos grupos.

Apéds a formacdo dos grupos os perfis fisiol6gicos somados aos dados de morfologia
dacol6nia e da célula foram utilizados na identificacdo dos géneros por chaves taxonémicas e
por comparacdo do perfil das espécies de leveduras conhecidas, em especia aos perfis das
culturas tipo descritas para cada espécie em Barnett et al. (1990), KURTZMAN e FELL
(1998) e na base de dados disponivel na paginado Central Bureau Von Schimelkulture - CBS
(em http://www.cbs.knaw.nl/yeast). Quando necessario, as identificacbes das culturas foram
confirmadas com os dados moleculares de similaridade das sequencias das regides D1D2 e
ITS.

3.10. Desenvolvimento de M étodo para | solamento de L eveduras

3.10.1. Resisténcia das levedur as ao NaCl

Para avaliar aresisténcia das leveduras a presenca de NaCl no meio de cultura, foram
testadas 302 culturas pertencentes ao Laboratério de Taxonomia de Leveduras do Instituto de
Microbiologia Prof. Paulo de Goes da Universidade do Rio de Janeiro (IMUFRJ), sendo que
destas 37 sdo leveduriformes (yeast-like) e 265 culturas de leveduras distribuidas em 65
espécies e 27 géneros. Das 302 culturas, 217 foram recentemente isoladas de area de restinga,
sendo em sua maioria basideomicetos, e as demais 85 pertencem a colegdo sendo
predominantemente ascomicetos. As culturas foram previamente crescidas em placas. Apos
48-72 h, o crescimento foi transferido com al¢a para 1 mL de &gua estéril em tubo de ensaio e
as células ressuspensas por agitacdo. As culturas foram passadas para as placas de teste
através da utilizacdo do multi-inoculador de 32 pinos, pelo método de inoculacdo de placas
réplicas. Foram testadas as concentractes de 0 (controle), 3, 4, 5, 6, 8, 10 e 15 % de NaCl
adicionado ao meio GYP. As placas foram incubadas e a formag&o da col6nia de cada cultura
foi acompanhada por até 10 dias. Ao crescimento observado foi atribuida uma pontuacdo e o
resultado interpretado conforme descrito no item 3.5.9, pagina4l (Tabela6 e Tabela 7).
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3.10.2. Inibic&o do crescimento de fungos filamentosos em isolamento de leveduras

Os experimentos de inibicdo de fungos filamentosos foram realizados em série, onde,
0 resultado do anterior orientava 0 desenho do préximo experimento. Foram testadas
concentractes de NaCl até 6 %, utilizacdo de corantes nos meios de plaqueamento, métodos
de extracdo das células e filtragem da extragdo. Todos os experimentos desta série foram
realizados com amostras de solo de canteiro de hortalicas do SIPA. A extragdo das células foi
realizada como descrito em cada experimento abaixo, e o inoculo foi espalhado com alca de
Drigalski por toda a superficie da placa a fim de se obter um crescimento homogéneo. Os
experimentos foram realizados em placas de Petri de 10 cm de didmetro em estufa de
crescimento e com o desenho experimental inteiramente casualizado. Sempre que necessario e
como indicado em cada caso, os dados foram transformados para atender ao pressuposto de
distribuicdo Normal e posteriormente realizada a Andlise de Variancia dos dados.

a) Utilizando difer entes concentracdes de NaCl

Nos quatro primeiros experimentos desta série, 10 g de solo foram ressuspensas em
um volume final de 100 mL de &gua estéril. Esta mistura foi agitada por 30 mim a 75 rpm e
entdo, deixada em repouso por 1 min, para decantar as particulas maiores. A suspensao,
consideradaadiluicdo 102, foi diluida sucessivamente. Foi utilizado para inoculacdo em cada
placa um volume de 0,1 mL de forma que se obtinha para cada placa o referente a 10 mg de
solo (peso Umido) para a diluicdo de 10, 1 mg para a diluicdio 102 e 0,1 mg paraa 10°3. Os
diferentes tratamentos foram espalhados em placa com 3 repeticGes em meio BlL-agar, com
cloranfenicol (400mg . mL™) e amoxicilina (500mg . mL™). A suspens&o de solo foi diluida
sucessivamente até 10° e as trés diluicdes foram inoculadas em placas de Petri com meio de
cultura BIL-agar nas concentracfes de 0, 3, 4, 5 e 6 % de NaCl, de acordo com o obtido no
teste de resisténcia das leveduras ao sal. Os diferentes tratamentos foram incubados por 72 h.
As colOnias de fungos filamentosos e de leveduras que cresceram no meio foram contadas
separadamente. A contagem de unidades formadoras de coldnias por grama de massa fresca
(UFC . g* mf) de fungos filamentosos, de UFC . g mf de leveduras e a relacdo entre estes
dois parametros foram utilizadas para avaliar o efeito das diferentes concentragdes de NaCl
sobre o crescimento micelial.

b) Utilizando NaCl efiltragem

Neste experimento, foi avaliado a utilizagdo da filtragem da extracdo de células em
filtro de papel comum (filtro de café) e a adicdo de NaCl nas concentracdes de 0, 3 e 6 % no
meio de cultura BIL-agar. Foram testados também os periodos de incubacdo de 72 e de 120 h
apos a inoculacdo. Com excecdo do 1° experimento, onde a varidvel foi UFC de fungos
filamentosos e leveduras, as fotografias das placas foram feitas especiadmente para se
determinar a porcentagem de ocupacédo da superficie pelas colbnias de fungos filamentosos.
As placas foram fotografadas individualmente utilizando a maior definicdo de uma camera de
3,2 megapixels. As fotos, posteriormente, foram analisadas no programa de andlise de
imagem LabWorks 4.6 Acquisition & Analysis Program da WP (UltraViolet Products®).
Neste programa foi utilizada uma ferramenta para determinar a area das colénias de fungos
filamentosos e a &rea total da placa de Petri. O percentua de ocupacéo da superficie da placa
foi determinado por uma razéo entre estes dois valores. Os dados de inibicdo do crescimento
de fungos foram analisados apés transformacéo da porcentagem de ocupacdo da placa para
log(n) e aplicado o teste de médias de Tukey.



c¢) Utilizando NaCl, filtragem e dois periodos de incubacdo

Foi realizado um terceiro experimento aonde além do NaCl, foi utilizado a filtragem
da suspensdo em papel de filtro comum e em peneira granulométrica com poro de 34nm. Com
base nos dados do experimento anterior foram utilizadas as diluicdes 10™! para a inoculagdo e
as concentracoes de 0, 3 e 6 % de NaCl no meio de cultura BIL-agar. A extragdo de células
foi preparada conforme anteriormente descrito e filtrada em papel de filtro comum. Apéds a
filtragem a suspenséo foi inoculada por espalhamento nas placas, incubadas e btografadas
apos 72 h. O crescimento das coldnias foi mensurado e os dados analisados conforme o
experimento anterior.

d) Utilizando NaCl e corantes

A utilizacdo de corantes conjuntamente com diferentes concentracbes de NaCl na
formulacdo do meio de extracdo foi avaliada em um 4° experimento. Foi utilizado o meio
BlL-agar sem corante e com duas formulagbes de corantes distintas (GARCIA, 2007):
1) verde de bromocresol 0,02 % (BIL-vbc); e 2) eosina 0,04 % e azul de metileno 0,0065 %
(BIL-em). As concentragOes de NaCl utilizadas no meio foram O, 1, 2, 3 e 6 %. Como meios
padroes nos estudos de fungos que possuem corantes em sua formulagdo, foram ainda
inoculadas placas com 0 meio de enumeragcdo de fungos de Martin (1950) e 0 meio para
enumeracdo de fungos em aimentos DRBC (KING et al., 1979) (DiclhoranRo&aBen%aI&
Cloranfenicol). Nestes dois meios foram adicionados cloranfenicol (400 mg.mL™) e
amoxicilina (500 mg.mL ™), na mesma concentracgo utilizada no meio BIL-agar. A solugdo de
extracdo foi preparada conforme descrito anteriormente, filtrada em papel comum e inoculada
em triplicata. As placas foram incubadas por 72 h e fotografadas. O crescimento das coldnias
foi mensurado e os dados analisados conforme anteriormente descrito.

3.10.3. Teste de meios par a isolamento de leveduras

Para a extracdo das células 50 g de terra foram ressuspensas em um volume final de
500 mL da solucdo de dissociacdo (Tween 80 0,1 % am salina fisiolégica) com 50 g de
esferas de vidro de 23 mm de didmetro. Esta mistura foi agitada vigorosamente por cinco
mim e depois por 30 mim a 75 rpm e entéo, deixada em repouso por cinco min, para decantar
as particulas minerais maiores.

A suspensdo foi inoculada nos diferentes meios liquidos e a todos os meios foi
adicionado os antibiéticos cloranfenicol (400 mg . mL™) e amoxicilina (500 mg . mL™) para
evitar o crescimento bacteriano. A composicdo do meio base de isolamento de leveduras
(BIL) €0,5 % de glicose, 0,05 % de extrato de levedura, 0,1 % de sulfato de aménia, 0,2 % de
fosfato de sodio, 0,04 % cloreto de potéssio e 0,01 % sulfato de magnésio. Este meio base foi
utilizado na composicdo de diversos meios solidos (Tabela 10) e em todos os meios de
enriquecimento (Tabela 11) utilizados nos testes de meios para isolamento de leveduras de
solo. Os meios de enriquecimento foram preparados em concentragdes diferentes para que ao
final da inoculagcdo todos possuissem a mesma concentracdo de nutrientes, uma vez que o
volume dos indculos variou de acordo com o tratamento realizado. Na tabela 11, estéo
descritas as siglas de identificacéo dos meios de enriquecimento utilizados, indicando os
volumes em mL de HO, do caldo BIL sem glicose, etanol e das solugdes de sais, &cidos
organicos e agucares utilizada para a preparacéo de cada meio, além da quantidade de solo em
gramas, quando utilizado. Os tratamentos sob agitacdo foram preparados em frascos
(Erlenmeyer) de 50 ml e os sem agitagcdo em tubos de ensaio de 3x20 cm.

A suspensio (10') e uma diluicgo em 10 vezes (10) desta suspensdo foram utilizadas
na inoculacdo dos meios solidos. Nestas inoculacfes foi utilizado um volume de 0,1 mL de
forma que se obtinha para cada placa o referente a 10 mg de solo para a diluicdo de 10t e 1
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mg para a diluiciio 102, Os diferentes tratamentos foram plagueados com 4 repeticdes. O
inoculo foi espalhado com alca de Drigalski. Os experimentos foram realizados em placas de
Petri de 10 cm de didmetro em estufa de crescimento a 26 £2°C por 7 dias. As col6nias de
leveduras (UFC . g'mf) foram contadas no 2, 5° e 7 dia apds a inoculaczo, foi observado
também aincidéncia do crescimento de fungos filamentosos nas placas.

Nos enriquecimentos o volume de inéculo variou entre 1, 5 ou 10 mL de acordo com o
tratamento como descrito na tabela 11. Apods a inoculacdo os frascos foram mantidos sob
agitacdo a 120 rpm, enquanto que os tubos permaneceram sem agitagdo em estantes. Os
fungos filamentosos que cresceram na superficie do meio liquido nos tubos estéticos foram
retirados com alca ou pinga, para evitar grande proliferagdo destes organismos Ao 72, 142 e
282 dia de incubag&o cada cultivo em tubo foi estriado em placa nos meios BIL e BIL-em. E 0
tenriquecimento em frascos sob agitacdo foram estriado por esgotamento em meio GY P-agar,
ao quarto dia de incubacdo. Apos o estriamento em meio solido as placas foram incubadas por
cinco dias.

Os tipos de colonias de leveduras que se desenvolveram no espalhamento em placa
direto e nas placas ap0ds o estriamento dos enriquecimentos foram classificados de acordo com
suas caracteristicas de morfologia e cor das colonias. Esta classificagdo foi realizada com o
auxilio de um microscopio estereoscéopico utilizando os aumentos de 10 a 16X. Alguns
representantes de cada tipo de colénia observado, tanto do plagueamento quanto do
enriquecimento foram isolados e estocados em tubos com 2,5 mL de meio GYMP inclinado,
incubados por cinco a sete dias e o crescimento celular coberto com uma camada de 6leo
mineral.

Tabela 10: Composicdo e sigla dos meios solidos utilizados nos testes de isolamento de
levedura de solo.

Sigla composi¢ao dos meios solidos (todos com 2% de agar)

BIL Base de isolamento com 0,5% de glucose e 0,05% de extrato de levedura (BIL)

BIL-< BIL com 4% de NaCl e filtragdo da extracéo antes do plaqueamento

BIL-em BIL corr 0,04% de eosina e 0,0065% de azul de metileno

BIL-bz BIL com 0,1% de &cido benzoico

BIL-cpr BIL com 0,2% de propionato e 100 ppm de cobre na forma de sulfato de cobre

BIL-pr  BIL com 0,2% de propionate

BIL-ac  BIL com 0,5% de acetato

BIL-fr  BIL com 0,5% de formato

BIL-Ilc  BIL com 0,5% de lactato

BIL-ox BIL com 0,5% de oxalato

BIL-ml  BIL com 0,5% de malato

BIL-ct  BIL com 0,5% de citrato

YNB base nitrogenada de cultivo de leveduras (Y NB) com 0,5% de glicose

YM 0,3% de extrato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 0,5% de peptona e 1%
de glicose (YM)

YM-¢  YM com 4% de NaCl

GPA 2% de glicose, 0,3 extrato de levedura, 0,1% de (NH4)2SO4, 0,02% de KoHPGy,
0,01% de KH,PQOg4, 0,02% MgSO4, 0,02%, de NaCl, 0,01% de K,SO4 (GPA)

GPA-s  GPA com 4% de NaCl

W meioWort Difco § dextrina (W)

W-¢ W com 4% de NaCl




Tabela 11: Composicéo e sigla de identificagdo dos meios de enriquecimento utilizados nos
teste de isolamento de leveduras, o BIL foi utilizado como base para a composi¢ao dos
meios. Volume de inoculo da extracdo aplicado a cada frasco e volume final do
enriquecimento. NaOH 1M foi adicionado para correcéo do pH para5,5.

. § c,\o O\o O\O § * ©

" s ¢ 8 3 @ & S g & s 3 =Z=
| dentifi 4 2 5 &£ £ 5 2% G 4 8% 8 £ 8 BE
cacio m T @ D = 8 O 8 N z z E £ ==
G tubo 25 55 - 1 - - - - - - - - 1 10
GO frasco 5 4 - 1 - - - - - - - 10 20
GOF frasco 5 4 - 1 - - - - - - - - 10 20
GE tubo 25 39 06 2 - - - - - - - - 1 10
XL tubo 25 5 - - 05 1 - - - - - - 1 10
XLO frasco 5 2 - 1 2 - - - - - - 10 20
Bz frasco 5 4,6 - - - - 0,4 - - - - 10 20
NaCl frasco 5 08 - 1 - - - - - 32 - - 10 20
XBZ frasco 5 3,6 - - 1 - - 0,4 - - - - 10 20
PR tubo 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
LC tubo 5 4 - - - - - 1 - - 10 20
Cu++ frasco 5 4,3 - 1 - - 015 - - - 05 - 10 20
AC tubo 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
ML tubo 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
CT tubo 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
OX tubo 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
FR tubo 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
PRS tubo 5 4 - - - - - - 1 - - 10 10 20
LCS tubo 5 4 - - - - - - 1 - - 10 10 20
ACS  tubo 5 4 - - - - - - 1 - - 10 10 20
MLS tubo 5 4 - - - - - - 1 - - 10 10 20
CTS tubo 5 4 - - - - - - 1 - 10 10 20
OXS tubo 5 3 - - - - - - 1 - 1 10 10 20
FRS tubo 5 4 - - - - - - 1 - - 10 10 20
PRO2 frasco 5 4,6 - - - - - - 0,4 - - - 10 20
PRO5 frasco 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
LCO frasco 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
ACO frasco 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
MLO frasco 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
CTO frasco 5 4 - - - - - - 1 - - 10 20
OXO frasco 5 3 - - - - - - 1 - 1 - 10 20
FRO frasco 5 4 - - - - - - 1 - - - 10 20
BILS frasco 2,5 04 - 0,5 - - - - - 16 - 5 5 10
PROS frasco 2,5 0,4 - - - - - - 05 16 - 5 5 10
LCOS frasco 2,5 0,4 - - - - - - 05 16 - 5 5 10
ACOS frasco 2,5 04 - - - - - - 05 16 - 5 5 10
MLOS frasco 2,5 04 - - - - - - 05 16 - 5 5 10
CTOS frasco 2,5 04 - - - - - - 05 16 - 5 5 10
OXOS frasco 2,5 - - - - - - - 05 16 04 5 5 10
FROS frasco 25 04 - - - - - - 05 16 . 5 5 10

* Uma solucéo para cada écido organico adicionado de acordo com o meio. Solugdes de &cidos organicos a 10%,
com pH ajustado para 5,5: PR (propidnico), LC (I&tico), AC (acético), ML (mdlico), CT(citrico) e FR (formico). OX
(oxdlico) teve o pH ajustado ap6s esterilizagdo. Ssolo; E-etanol; Cu++ sulfato de cobre; BZ-4c. Benzdico.
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3.11. Desenvolvimento de M étodo de Triagem de | solados de L eveduras

3.11.1. Meiosdiferenciais

A composicdo de cada meio utilizado e a caracteristica da colonia a ser observada esta
descrita na tabela 12, para uma descricdo mais detalhada ver o item Meos de Cultura no
anexo (pég. 126). A triagem dos isolados foi desenvolvida a partir dos meios diferenciais para
leveduras utilizados em Garcia (2007). Deste trabalho foram utilizados os meios BlL-em e
BIL-vbc. As seguintes modificagbes foram redlizadas nestes meios. com 0 objetivo de
aumentar a diferenciagdo da morfologia das colénias, o meio BlL-em, aém de sua
composicdo original com extrato levedura a 0,5%, foram avaliadas as com concentragdes de
0,1 e 0,05 %. E para diminuir a influéncia do crescimento de col6nias vizinhas no meio de
avaliacdo do pH, o meio BlLvbc, foi adicionado tampdo malato 0,5 % (ml) e testados dois
niveis de pH 4,0 (BIL-vbml pH 4) e pH 5,5 (BIL-vbml pH5,5) (Tabela 12).

Tabela 12: Composi¢ao dos meios de cultura utilizados na triagem dos isolados de leveduras.
Todos 0s meios com 2% de agar. Ver também nos anexos.

Meio de cultura Caracteristica verificada Composicéao
BIL pigmentos naturais BIL (0,5% glicose, 0,5% extrato
de levedura)

BILvbml pH5,5

BILvbml pH4
CMA

DBB - urease

BlLem

YM-m (micocina)
GYP36°Ced0°C

GYP10e15%

acidificacdo
neutralizagcéo

morfologia da colonia

diferenciacéo entre asco e

basi deomi cetos, presenca de
urease

coloracdo das colOnias pela
composicao de eosina e azul de
metileno com diferentes
concentracOes da fonte de
nitrogénio

reducéo do azul de metileno

crescimento a36 e 40 °C

crescimento com 10 e 15 % de
NaCl

BIL + &cido malico 0,5%, verde
de bromocresol 0,04% (pH5,5)
BILvbml (pH4)

extrato de milho

Y CB, uréia 2%, fucsina acida
0,002%

BIL, eosina 0,04%, azul de
metileno 0.065%, 0,5, 0,1 e 0,05
% de extrato de levedura

Y M, &cido citrico, azul de
metileno (pH 4,3)

glucose 2%, extrato de levedura
0,5%, peptona 1%

Mesmo que anterior com 10 e
15% de NaCl

Inicialmente foram realizados testes de triagem com os meio BIL, BILvbml pH4,
BILvbml pH 5,5, BlILem 0,5, 0,1 e 0,05 % de extrato de levedura, extrato de milho - CMA
(YARROW, 1998), meio para o teste de reacdo ao azul de diazonium - DBB-urease
(HAGLER e MENDONCA-HAGLER, 1991) e crescimento a 36 °C em meio GYP. Os meios
solidos foram vertidos em placas de Petri de 15 cm de didmetros. Um conjunto de culturas de
leveduras, sendo 32 espécies pertencentes a 15 géneros distintos, foi selecionado da colecéo
de cultura para avaliar a capacidade de diferenciagdo destas culturas pelo método de triagem.
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As culturas foram inicialmente crescidas em meio solido e repassadas para tubos de ensaio
com 3 mL de caldo BIL para crescimento celular e incubadas por 3 dias.

As inoculagdes das culturas nos meios diferenciais foram realizadas pela técnica de
placa réplica, Para esta inoculacdo foi utilizado um carimbo adaptado que permite a
transferéncia de 96 culturas por vez para 0 meio de teste. Este carimbo (Figura 5) é uma
adaptacdo utilizando as ponteiras de 10 pl, a parte interna e a tampa da caixa para estas
ponteiras. A distribuicdo das ponteiras na caixa obedece a mesma orientacdo dos pocos das
micro placas de 96 pocos. De forma que se pode fazer a transferéncia das 96 culturas de uma
SO vez para 0 meio de cultura em placa de 15 cm. Este multi-inoculador foi utilizado apenas
na etapa de triagem das culturas. Para ainoculacéo, um volume (+ 100 pL) do crescimento de
cada cultura no tubo foi transferido para um pogo da micro placa. Apés a transferéncia de 96
culturas, a inoculagdo nos meios diferenciais foi realizada com um carimbo de 96 pinos
(ponteiras). Apos a inoculagéo as placas foram incubadas a 2612 °C e fotografadas ao 3° e 5°
dia As imagens foram trabahadas e analisadas comparativamente. Foi assumido que
qualquer variagdo observada, com relacdo a cor e morfologia da colénia seria considerado
como diferenca.

Figura 6: Carimbo inoculador adaptado de 96 pinos. A parte inferior onde ficam as
suspensdes das culturas € uma micro placa de 96 pocos e a parte superior € formada
utilizando-se 96 ponteiras de 10 uL em seu suporte e cobertas com tampa da caixa de
ponteiras. A disposicdo das ponteiras na caixa possui 0 mesmo padréo de disposicdo
dos pogos da micro placa.

Apobs os dados obtidos nos primeiros testes com 36 culturas da colecdo e com a etapa
de validag&o optou-se por ndo mais utilizar o meio BIL-em com 0,1% de extrato de levedura e
também ampliar os meio utilizados, adicionando aos testes ja descritos, o crescimento a40 °C
em meio GYP, resisténcia a 10 e 15 % de NaCl em meio GYP, e a coloracdo em meio com
azul de metileno utilizado para avaliagcéo da producdo de micocinas (STUMM et al., 1977),
ver tabela 12.



3.11.2. Morfologia das colonias e fermentacao

Além dos testes nos meio diferenciais, como complementacdo as caracteristicas
fisiol6gicas obtidas nos meio de triagem, foram utilizadas as caracteristicas morfologicas e a
coloracdo das colonias, e a capacidade de fermentar a glicose. Quanto a morfologia de col6nia
foi observado se a borda era inteira, irregular ou filamentosa, se a superficie era lisa, rugosa,
filamentosa ou raiada, se a forma era convexa, achatada, borda elevada, centro elevado e se a
textura era butirica, filamentosa ou mucoide. A cor foi discriminada em quatro classes.
branco/creme, rosa/laranja, marrom e preto. Com excegéo da textura, que em alguns casos foi
verificada ao togue com al¢a ou com agulha de inoculacdo, as demais caracteristicas foram
observadas diretamente ou com o auxilio de uma lupa estereoscopica com aumento de 10 a
16X ou, posteriormente, observando as fotografias A avaliacdo da capacidade de fermentar a
glicose foi realizada conforme descrito no item 3.5.5, pagina 39.

3.11.3. Teste de intculo para a triagem

Para avaliar a influéncia do preparado do indculo para a triagem, na morfologia e
caracteristica das colnias, foi realizado um experimento com 5 formas diferentes de preparo.
Os indculos foram preparados em tubos de 13 x 100 mm. Foram testados: a &gua, caldo GY P,
meio base de fermentacdo com 2% de glicose, caldo BIL e meio de esgotamento (YNB com
0,1% de glicose). O volume utilizado foi de 2 ml para cada tratamento. Para este teste foram
utilizados cinco culturas da colecéo: J29-IMUFRJ (Pichia menbranifaciens), 50656-IMUFRJ
(Sporopachidermia lactativora), 51534-IMUFRJ (Kodamea ohmeri), 51629-IMUFRJ
(Candida valida) e 51707-IMUFRJ (Rhodotorula mucilaginosa), e cinco isolados recentes
1081, 1082, 1126, 1147 e 1148. As culturas em meio GYP solido foram passadas para 0s
meios de inoculagcdo. Apbs cinco dias de incubacdo, 0,1 mL do crescimento foi colocado no
poco da micro placa e repassado com o multi-inoculador de 96 pinos para 0s meios de
triagem. As caracteristicas morfofisiologicas das colénias formadas foram observadas e
anotadas, apés 3 dias de crescimento, e as placas fotografadas.

3.11.4. Validacdo do método detriagem

Duas pequenas colegbes, compostas de isolados de leveduras ainda n&o identificados,
e obtidas de origem diferentes foram utilizadas para validar o método de triagem
desenvolvido. Uma colecéo era formada pelos 77 isolados obtidos da amostra de solo sob
plantio de milho, obtidos nos testes de selecdo de meios para isolamento de leveduras desta
tese. E a outra por 39 isolados de amostra de sedimento e alga de outro projeto do laboratorio.
As culturas foram passadas diretamente dos tubos de estoque para tubos de teste de
fermentacdo e incubados. O resultado foi observado do 2° ao 5°, ao 7°, 10° e 14° dia apds a
inoculagdo. O crescimento no meio de fermentagdo serviu como inéculo para 0s meios
diferenciais. Um volume de 0,1 mL do crescimento foi passado para 0 pogo na micro placa.
Este volume foi utilizado como inéculo para todos os meios testados sendo repassado pelo
carimbo de ponteiras para 0os meios solidos vertidos em placas de Petri de 15 cm de didmetro.
As placas foram incubadas por 3 dias e apds este periodo fotografadas. As caracteristicas de
cada isolado nos diferentes meios foram observadas de acordo com a metodologia
estabelecida.

As culturas dessas duas colecOes, de isolados de milho e de isolados de sedimento,
foram identificadas por testes morfofisiologicos conforme descrito no item 3.5, pag. 38. Os
resultados da triagem e desta identificacdo foram comparados para validar o método de
triagem. A validagéo da metodologia de triagem foi realizada por comparagdo entre 0s grupos
de isolados formados com os dados dos meios de triagem e com os grupos formados com
dados dos testes de assimilacéo.
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4. RESULTADOS

4.1. Diversidade deLevedurasem Cana-de-Acucar

A quantidade (UFC . g'mf) de leveduras e fungos filamentosos obtidas nos diferentes
meios de cutluras para as amostras de solo, raiz e folha de cana-de-agucar esta descrita na
tabela 13. Paraaraiz as conta%ens de leveduras por grama ficaram entre 8,9 . 10°e 3,3 . 10*
para o perfodo seco e 1,3 . 10° e 4,9 . 10° para o periodo chuvoso, enquanto para os fungos
filamentosos a contagem ficou entre 4,6 . 10° 6,6 . 10° para o periodo secoe6,0.10*e 1,7 .
10° no periodo chuvoso. No solo as populages se mantiveram na mesma ordem de grandeza
independente da época de coleta, no caso, 10° para leveduras e 10* para fungos filamentosos,
com excegdo do periodo chuvoso observado no meio BIL-em onde as contagens cairam em
uma ordem de grandeza. Para as amostras de folha as contagens se mantiveram na ordem de
10* UFC . g'mf para leveduras e fungos filamentosos no periodo seco e houve um aumento
de uma ordem de grandeza para as leveduras no periodo chuvoso.

Tabela 13: Contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC . g*mf) nos meio YM, PDA
e BIL-em de fungos filamentosos e leveduras por grama das amostras de rizoplano,
solo e filoplano de cana-de-agUcar.

Coleta Compartimento amostral

meo rizoplano solo filoplano
Sat/07  fungofilam. levedura  fungo filam. levedura  fungo filam. levedura
YM 49.10° 8,9.1C° 5,7.10° 1,5.10° 5,7.1¢° 3,0.10°
PDA 6,6.10° 1,0.1¢° 5,0.10' 1,6.10° 57.10' 2,6.10'
BlLem 46.10 3,3.10' 2,3.10' 5,5.10° 2,0.10' 2,2.10'
Jan/08
YM 1,7.10° 49.10° 49.10° 2,1.10° 1,6.10" 34.10
PDA 1,5.10° 1,3.10° 45.10 1,8.10° 1,2.10° 1,7.10°
BlLem 6,0.10° 1,6.10° 5,2.10° 5,3.107 45.10° 1,3.10°

Os valores sdo médias de 4 repeticoes.

Os tipos de colbnias que se desenvolveram a partir dos isolamentos por meios de
enriguecimentos apos 4, 21 e 42 dias de incubacdo para as duas coletas estdo contabilizados
na tabela 14. De todos os plagueamentos de enriquecimentos realizados, apenas em um, meio
com xilose e lactose da amostra quatro de solo de janeiro de 2008, o crescimento de fungo
filamentoso impediu a identificacdo das colénias de levedura formadas e seu posterior
isolamento. Os tipos de coldnias variaram de dois a 11 na primeira coleta e de dois a 10 na
segunda coleta para os enriguecimentos com glicose-etanol (ge) e com xilose-lactose (xI). O
enriquecimento com Xilose-lactose possibilitou a maior variedade de tipos de colénias em
diferentes tempos de cultivo e para as duas coletas. Neste enriquecimento foram observados
para as amostras de terra entre cinco e nove tipos, na primeira coleta, e entre cinco e oito, na
segunda, para as amostras de folha entre seis e onze, na primeira coleta, e entre cinco e dez
tipos, na segunda, e para as amostras de raiz entre sete e nove tipos na primeira e entre quatro
e dez na segunda coleta.



No enriguecimento glicose-etanol (BIL-€) a quantidade de tipos de colbnias para as
amostras de solo fcou entre 2 e 5 na primeira coleta e entre 2 e 6 na segunda. Em duas
amostras de folha, na primeira coleta, nenhuma col6nia se desenvolveu e para as outras duas
amostras, 2 e 4 tipos foram identificados. Na segunda coleta, apenas 2 tipos puderam ser
observados para todas as amostras. Nas amostras de raiz foram obtidos de 3 a 9 tipos de
colOnias, na primeira coleta, e de 2 a 7 na segunda coleta.

Nas retiradas dos enriguecimentos contendo acido benzoéico s pode ser observado
crescimento na Ultima, aos 42 dias, e resultaram os menores numeros de tipos totais de
colOnias para a maior parte das amostras (tabela 14). Na coleta de setembro, em uma amostra
de raiz e em todas as de folha, ndo pode ser observado colbnias para efetuar o isolamento.
Apbs andlise, a0 microscopio, das colbnias isoladas deste enriquecimento nenhuma se
confirmou como sendo de levedura. Algumas eram bactérias baciliformes e a maioria
actinomicetos. Na coleta de janeiro, novamente, as poucas colbnias observadas possuiam 0
mesmo formato das coldnias de actinomicetos ou bactéria da primeira coleta e ndo foram
descartadas.

De um modo geral foi observado que o crescimento das hifas dos fungos filamentosos
inicia=se com 2 ou 3 dias apods a inoculacdo, periodo da contagem das colbnias, e atinge um
tamanho praticamente estével até quatro ou cinco dias, mesmo a temperaturas mais baixas
(£8° C), quando provavelmente se esgotam os nutrientes disponivels. Depois de sete dias,
pouco ou nenhum crescimento das col6nias filamentosas pode ser observado, mesmo para as
colbnias peguenas. Alguns fungos, como os Trichoderma spp., promovem crescimentos
miceliais posteriores que podem ocupar toda a placa, mesmo depois de duas semanas de
aparente inatividade.

Com relacéo aos meios de enriquecimento, o crescimento de fungos filamentosos na
superficie do meio foi observado com mais freqiiéncia e mais rapidamente, quatro dias, no
meio BIL-xI. Porém, os isolamentos foram realizados sem grandes dificuldades a quantidade
de coldnias de leveduras era grande e, aparentemente, controlava o crescimento das hifas. Os
fungos filamentosos mais frequentes nos enriquecimentos foram Penicillum spp. e um pouco
menos Trichoderma spp. e um outro ndo identificado (hifa hialina sem esporos). No BIL-e
este crescimento sO foi observado mais tardiamente e a maioria ndo o apresentou. Os
crescimentos em meios solidos a partir deste meio contendo etanol apresertavam, quase que,
exclusivamente colOnias de leveduras.
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Tabela 14: Resultado dos enriquecimento com glicose 5 % + etanol 6 % (ge), xilose 0,5 % +
lactose 0,5 % (xI) e &cido benzdbico 0,1 % (bz) das 4 repeticOes das amostras de solo
(9), folha (F) eraiz (R), nos periodos de setembro de 2007 e janeiro de 2008. apos 4,
28 e 42 dias, em guantidade de tipos de col6nias encontrados nas placas de BIL e

BlLem.

Coleta Setembro de 2007 Janeiro de 2008

incub. 4 dias 28 dias 42dias  jpog 4dias 28 dias 42 dias tipos
enrig. BIL BlLem BIL BlLem BIL BlLem totais BIL BlLem BIL BlLem BIL BlLem totais
Rlge 1 1 2 2 2 1 4 2 3 2 2 2 2 6
Rixl 2 4 2 2 1 1 8 2 3 3 4 3 3 10
Rlbz - - - - 1 - 1 - - - - - - 0
R2ge - - 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 2
R2xI 2 3 2 2 2 2 7 1 2 4 3 3 2 9
R2bz - - - - 1 - 0 - - - - - - 0
R3ge 1 1 1 1 1 1 3 1 2 2 2 1 2 7
R3xI 3 4 1 2 1 1 9 1 2 2 3 1 2 6
R3bz - - - - 2 - 2 - - - - - - 0
Rdge 1 1 1 2 1 1 5 1 2 2 2 1 1 4
Raxl 2 5 2 2 1 1 8 1 1 1 3 1 2 4
R4bz - - - - 2 - 2 - - - - - - 0
Slge - - 2 2 1 1 5 1 1 1 1 1 1 2
SIxI 3 2 3 4 2 2 9 2 4 1 2 1 1 5
Slbz - - - - 5 - 5 - - - - - - 0
Sge - 2 1 1 1 1 4 2 2 1 1 1 1 4
2311 1 2 2 1 2 4 2 1 2 2 1 1 7
S2hz - - - - 5 - 5 - - - - - - 0
S3ge - 1 1 1 1 1 2 2 1 2 2 2 2 6
Sl 1 3 1 3 1 1 5 2 2 2 2 2 2 8
S3bz - - - - 5 - 5 - - - - - - 0
HAge - - - 1 1 2 4 - - 1 1 1 1 2
SAxl 3 2 2 1 2 2 9 ff 1 1 2 1 2 5
SAbz - - - - 6 - 6 - - - - - - 0
Flge - - 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2
FIxI 2 3 2 2 3 3 6 5 4 2 3 2 3 10
Flbz - - - - - - 0 - - - - - - 0
Fge - - - - - - 0 1 1 1 1 1 1 2
F2xI 1 2 3 1 3 1 7 1 3 1 1 1 2 5
F2bz - - - - - - 0 - - - - - - 0
F3ge - - - - - - 0 1 1 1 1 1 1 2
F3xI 3 5 1 4 3 3 1 3 3 2 2 2 2 8
F3bz - - - - - - 0 - - - - - - 0
Fdge - - - - 2 2 4 1 1 1 1 1 1 2
Faxl 2 5 4 3 3 2 2 3 2 1 1 2 1 5
Fabz - - - - - - 0 - - - - - - 0

- ndo houve crescimento; ff — intenso crescimento de fungo filamentoso.



Os isolamentos foram efetuados para os tipos distintos de colonias que se
desenvolviam nos meios solidos e de enriquecimento, sendo que de um tota de 1082
tentativas de isolamento realizadas foram obtidos 710 isolados de leveduras das amostras de
raiz, folha e terra do cultivo de cana-de-agUcar. Os nimeros de tentativas de isolamento e de
isolados obtidos para cada amostra, em cada meio utilizado e para as duas épocas de coleta
estdo descritos na tabela 15. Apesar da utilizacdo de dois antibidticos em concentracdes
relativamente altas, algumas poucas bactérias chegaram a ser isoladas dos meios de
plagueamento, principalmente em isolamentos tardios. Em todos os casos foram bacilos
gram-positivos com col 6nias pequenas, mucoides e brilhantes.

Tabela 15: NUumero de tentativas de isolamento e isolamentos obtidos (valores entre
parénteses) por amostra em cada meio de cultura; sub-totais por amostra e por meio
utilizado; e totais por periodo de amostragem (setembro de 2007 e jareiro de 2008).

7%
NUmero de isolamentos obtidos (tentativas de isolamento) 1@ (110
compartimento amostral

Meios* raiz (R)*** solo (S) folha (F)
St/07 RL R2 R3 R4 SI S2 S3 S4 FL F2 F3 F4 Isl.
PDA 5(14) 919 19(33) 1531) 6(16) 7(10) 10(14) 6(18) 16(20) 3(18) 5(23) 16(16) 117(232)
YM 510) 12(19) 18(22) 8(19) 8(13) 13(15) 7(12) 917) 2(16) 1(20) 2(24) 1320) 98(207)

BlLem

EnrBlLe 88 33 46) 4(5) 6(4) 44 2(4) 303 22 0F) 0F) 44  40(43)
EnrBILxI  7(10) 10(11) 10(11) 8(9) 10(14) 4(4) 6(6) 10(10) 12(12) 9(12) 18(20) 12(19) 116(138)
EnrBlLbz 01 0¢) 02 02 05 06 05 07 0-) 0 0 0  0(28)

Total/coleta 25(43) 34(52) 51(74) 35(66) 30(52) 28(39) 25(41) 28(55) 32(50) 13(50) 25(67) 45(59) 371(648)

Jan./08 R1 R2 R3 R4 S1 S2 S3 S4 F1 F2 F3 F4 I'sol.

PDA 2125 12(17) 10(17) 5(9) 5(8) 6(8) 4(10) 5(13) 10(12) 7(8) 20(21) 8(9) 113(157)
YM 17(21) 24(26) 13(16) 10(20) 5(8) 4(14) 3(6) 9(18) 9(15) 6(12) 23(26) 10(12) 133(194)
BlLem - - - - - 8(8) 99 814 - - - ; 25(31)

Enr BlLe 7 33 23 22 1) 22 33 33 1) 11 33 33 3132
EnrBILxl  66) 3(4) 23) 5(5) 44) 33) 405 33 709 5(5) 88 3(4) 53(59)
EnrBlLbz  0o() 0() 0() 0() 0() 0() 0() 0() 0() 0() 0() 0() 0(0)

Total/coleta 51(59) 42(50) 27(39) 22(36) 15(21) 23(35) 23(33) 28(51) 27(37) 19(26) 54(58) 24(28) 355(473)
* - PDA-agar dextrose batata, YM -extrato de malte agar, BlL-base de isolamento de leveduras, em - agar
com eosina e azul de metileno, Enr- enriquecimento, e — etanol 6 % e glucose 5 %, x| — xilose 0,5 % e
lactose 0,5 %, bz — &cido benzbico 0,1 %. *** - R—raiz, S—solo, F —folha.

A distribuicBo das caracteristicas fisiologicas entre os isolados obtidos nas duas
coletas e para 0s trés compartimentos esta descrita na tabela 16. Os testes relativos as
caracteristicas de assimilacdo de fontes de carbono foi realizada em meio BIL (CARVALHO,
2007) e ndo pela metodologia estabelecida para estes testes (YARROW, 1998). Além disso,
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as inoculacbes para este teste foram feitas com o carimbo de 96 pinos ao invés do carimbo
estabelecido pela metodologia do laboratdrio (CARVALHO, 2007). Com este carimbo de 96
pinos as colbnias formadas ficam mais proximas e com o0 tamanho menor quando
comparadas com o carimbo de 36 pinos. Os fatores de variagdo ndo foram avaliados
independentemente. Portanto, a interferéncia de cada um deste fatores de ateracdo
introduzidos no teste ndo foi determinado independentemente. Analisando todos os fatores em
conjunto foi observado um percentual de 89,1 % de coincidéncia dos resultados obtidos
utilizando os dois protocolos, o estabelecido (YARROW, 1998) e o modificado. De um total
de 836 resultados nos testes, 745 foram idénticos para as duas metodologias, e 91 foram
diferentes, sendo, 17, 18, 27 e 29 resultados, respectivamente para as assimilacdes de xilose,
maltose, lactose e inositol. Cada teste de assimilacdo possuiu 209 culturas testadas, ou
verificagoes.

O numero de isolados obtidos para cada compartimento variou entre 88, para 0 solo no
periodo chuvoso, e 142 para o rizoplano no periodo de seca. Os perfis fisiologicos da
populacéo de leveduras do rizoplano indicaram que no periodo de seca, metade da populagéo
isolada foi de leveduras que fermentaram a glicose, enquanto no periodo de chuva este
percentual aumentou para 2/3 da populacdo (Figura 8). No filoplano foram encontradas as
menores propor¢des de leveduras fermentadoras, nos dois periodos. No solo esta popul agéo se
apresentou em nimeros intermediérios entre 0s outros dois compartimentos.

A capacidade de assimilacéo de nitrato também foi diferenciada entre os conjuntos de
isolados dos trés compartimentos (Tabela 16 e Figura 8. Foi observado que em setembro e
em janeiro esta caracteristica foi mais fregientes nos isolados de filoplano (~30%) e menor
nos de rizoplano (~10%) e nos de solo (~5%). O crescimento a 36° C foi uma caracteristica
menos freglente entre os isolados de filoplano, enquanto que os de solo em setembro e os de
rizoplano em janeiro apresentaram mais freqUentemente esta caracteristica. Para os demais
testes realizados foi observada uma distribuicdo semelhante entre os compartimentos e entre
as épocas de coleta. Com relacdo a atividade micocinogénica, foi observado que no periodo
de seca a partir das amostras de solo pode ser obtido 0 maior nimero (13) de isolados com
esta atividade, e no periodo imido isso foi observado no rizoplano (9) (Tabela 16).



Tabela 16: NUmero de isolados obtidos para cada repeticdo e por compartimento amostral
nos dois periodos avaliados e quantidade destes isolados que apresentaram
determinadas caracteristicas fisioldgicas.

; g c Assimilaggo**
Compartimento ir;I(:I S g % sgec NaCl _é

Amostral* s o5 5 10% £ o 4 " 8 ¢ ©
e o= 2 B £ & 3 & B

S E £ ® £ 8 &£

R1 2 1714 0 19 17 0 1 2 2 19 4 4
R2 3B 21100 0 2 2 1 3 9 31 30 9 9
R3 51 155) 4 34 4 1 5 9 5 5 24 28
R4 3% 1599 0 2 27 0 6 2 30 30 14 15
R set 141 6838 4 97 107 2 15 22 131 130 51 56
F1 2 65) 3 10 20 2 5 7 3 30 21 19
F2 B3 7 0 8 8 0 2 4 13 13 4 6
F3 2 20 2 6 3 6 7 18 18 14 14
F4 43 44 4 10 24 0 14 1 37 37 28 23
F set 110 19(18) 9 40 68 S5 27 29 98 98 67 62
Sil 3 149 o0 20 1 8 1 8 21 20 16 15
7 27 138 1 14 12 0 3 12 25 25 12 1
¢l 23 1369 1 18 15 1 1 5 2 24 7 7
HA 28 5(3) 2 13 12 4 2 9 2 22 18 18
S set 108 45(26) 4 65 50 13 7 34 8 8 53 51
total set. /07 359 132 17 202 225 20 49 85 318 316 171 169
R1 51 41(12) 1 42 32 0 5 5 2r 27 4 10
R2 42 244 3 ¥ 3 3 2 10 BB B 2 2
R3 27 24(4) 0 26 25 3 0 0 23 24 0 1
R4 2 53 2 11 11 3 5 4 13 15 5 7
R jan 142 9423 6 116 9 9 12 19 99 101 11 20
F1 2 44 2 1 14 0 7 8 20 19 1 9
F2 18 3(3) 1 6 7 0 7 7 16 11 7
F3 5% 65 10 17 26 0 21 17 42 4 R B
F4 24 54 2 12 14 0 9 8 2 2 8 9
Fjan 121 1816) 15 46 6. 0 44 37 101 101 62 58
S1 15 8(2) 0 12 10 0 0 13 13 6 6
® 2 52 1 7 6 0 1 7 19 2 14 15
S¢i B8 715 0 9 71 2 19 18 15 14
4 28 84 0 1 7 2 0 6 20 20 1w 17
Sjan 88 28(13) 1 40 30 3 3 19 71 71 52 52
total janeiro/08 351 140 22 202 190 12 59 75 271 273 125 130
total 710 272 39 404 415 32 108 160 589 589 296 299

* Set — setembro/2007, jan — janeiro/2008, F- folha, Rraiz, S-solo, 1, 2, 3 e 4 repeti¢des, (n) nanmero
amostral, (origem enrg.)- nimero de isolados do enriquecimento, pigmento — presenca de pigmentos
naturais. ** - os testes de assimilagéo de fontes de carbono foram realizados em meio BIL.
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Figura 8: Dispersdo da porcentagem da capacidade de fermentar glicose (A) e assimilar
nitrato (B) dos isolados por plagueamento dos trés compartimentos estudados. folha
(F), raiz (R) esolo (S). ? - setembro de 2007 e ? - janeiro de 2008.
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Tabela 17: Caracteristica dos isolados presentes nos enriquecimentos e no espalhamento em
placa em cada um dos ambientes amostrados e para as duas épocas de colheita. 0— ndo
detectado, 1- 4 presenca em 1 a 4 repeticdes. Valores médios absolutos da presenca
das mesmes caracteristicas para os isolados obtidos por plagueamento, entre

parénteses valores relativos.
Enriquecimento
Amosira? P 2 2 2 E cEE £ 2 E = 2 8 £
Set. F 4 4 1 4 2 4 3 4 4 4 4 4 4 4
Set. R 4 4 0 4 0 4 1 4 2 4 4 4 4 4
Set. S 4 3 0 4 2 4 0 4 3 4 4 4 2 4
Jan. F 4 4 1 4 0 4 3 4 3 4 4 4 4 4
Jan. R 4 2 0 4 0 4 1 4 1 4 4 4 4 4
Jan. S 4 4 0 4 0 4 2 4 2 4 4 3 4 4
Plagueamento
Amostra* Ferment. pigmento  micocina Nitrato Nitrito Xilose Inositol

Set.F (13,7 02 (2) 17 (13) 00 42 @B) 3 (22 122 (89) 9 (65
Set.tR (N22 8 (36) 1(5) 05 Q@ 32 @15 42 (19 202 (92) 105 (48)
Set.S ()16 4,7 (30) 16 076 17 1) 7 44 14 (88) 92 (58)
Jn.F (222 05 (2) 3.2 (15 00 92 @) 77 (35 185 (83) 13 (58)
Jn.R (n)28 177 (63 15 (5 22 (8) 25 (9) 42 (15 195 (700 3 (11)

Jan. S (n)16,2 4 (25 02 (2 0,7 (5) 0,5 (3) 45 (28 14 (86) 11 (68)
* - Set — setembro/2007, jan — janeiro/2008, F- folha, R-raiz, Ssolo,

Os dados da distribuicéo da fregtiéncia dos taxons entre os compartimentos estudados,
pelos dois protocol os de isolamento e para 0s dois periodos de col eta estéo descritos na tabela
18. Foram identificados um tota de 74 téxons, sendo 25 de ascomicetos, 44 de
basidiomicetos, dois de fungos filamentosos ndo identificados e trés de Prototheca. Para uma
frequencia total maxima de 296, sendo 100 para ascomicetos e 176 para basidiomicetos. As
amostras de folha apresentaram maior riqueza, 33, de téxons totais nos dois periodos,
seguidas pelas amostras de raiz, 26 taxons nos dois periodos, e pelas amostras de solo com 23
taxons em setembro e 17 em janeiro. Com relaco a frequéncia total em que estes taxons
aparecem, as amostras de folha apresentam os maiores valores, 59 vezes, independente do
periodo, as amostras de raiz e de solo no periodo seco apresentam valores em torno de 40
vezes e a de solo em janeiro, 30 vezes. De uma maneira geral, os taxons mais frequentes
encontrados nos dois periodos foram Pichia caribbica e Cryptococcus laurentii (considerando
também C. aff. laurentii). Estes tdxons estavam presentes em praticamente todas as amostras
estudadas. Em contrapartida, do total de taxons identificados, 25 s6 puderam ser observados
em uma Unica repeticdo de apenas uma amostra, sendo que destes nove taxons foram de
ascomicetos e 14 de basidiomicetos.



Tabela 18: Frequencia absoluta dos tdxons encontrados em folha, raiz e solo, nas coletas de
setembro de 2007 e janeiro de 2008 em plantio de cana-de-aglicar. Frequencias totais
(T) e por protocolo de isolamento: plagueamento (pl.), enriquecimento (en.) em cada
compartimento amostral nos dois periodos estudados. Frequencia e riqueza de tdxons
totai s e separada para ascomicetos, basideomicetos e principais clados.

Periodo de coleta setembro 2007 janeiro 2008

Amostra (n=4) folha raiz solo folha raiz solo
Téxon (espécie)* p.en. T pl.en. T pl.en. T pl.en. T pl.en. T pl.en. T
Clado Saccharomyces’

Candida glabrata* - - - - - - - - - -1
Torulaspora globosa* - - - - - - 3 2 4 - - -
Candida incommunis* R
Pichia aff. fermentans* R
Candida aff. colliculosa” - - - -2 21 -
Candida tartarivorans* -
Candida aff. tsuchiyae* -
Candida cf. sorbophila® -
Candida aff. azyma” - -2 -2 - - e oo
Candida aff. drosophilae* -
Clado Wickerhanomyces

C. fermentati/Pichia caribbica* 1 4 4 4 4 4 4 2 4 2 4 4 4 4
Williopsis saturnus* - 11 -111 -1 - - - -1 1 - 11
Saccharomycetales incertae sedis

Zygoascus meyer ae* e !
Clado Pichia

C. kruseii /P. kudriavzevii* - - - - - - - - - - - -1 11 - 11
Candida valida’ T T T
Clado Metschnikowia

Candida bentonensis* - 111 -1 - - - - - - - - - - - -
Candida aff. bentonensis ™ 1 -
Candida cf. bentonensis™ T
Pezizomycotina

Aureobasidium pullulans* 3 3
Mycosphaerella graminicola* 1 -
Lecyt. aff. decumbens* -
Lecythophora sp. 1™ -1
Lecythophora sp. 2" 1 -
Exophilia spinifera* - - - - - -1 -1 - - - - - - - - -
Hymenomycetous

Bullera aff. coprosmaensis*
Cryptococcus aff. gilvescens*
Crypt. aff. taibaiensis*
Cryptococcus podzolicus*
Cryptococcus cf. podzolicus'
Cryptococcus aff. luteolus*
Cryptococcus cellulolyticus*
Cryptococcus flavus* -
Cryptococcus flavescens*
Cryptococcus aff. laurentii*
Cryptococcus laurentii*
Cryptococcus nemor osus*
Cryptococcussp. 1" -
Cryptococcussp. 2™
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Periodo de coleta setembro 2007 janeiro 2008

Amostra (n=4) folha raiz solo folha raiz solo
Téxon (espécie)* p.en. T pl.en. T pl.en. T pl.en. T pl.en. T pl.en. T
Cryptococcussp. 3™ .
Cryptococcussp. 4™ 1 -1 - - - - - - -1 1 - - - - - -
Cryptococcussp. 5™ e
Cryptococcussp. 6™ T
Cryptococcussp. 7" e | 1 - - - - - -
Cryptococcussp. 8" -
Tremella aff. globispora* - 22111 - 22 - - -1 -1 1 -1
Uredinomycetous/ lev. rosa

Occultifur aff. externus* - - -17-1271-121-12 - 2 - - -
Rhodotorula marina* 2 - 2 - - - - - - 2 - 2 - - - - - -
Rhodotorula aff.marina* 1 -1 - - - - - -1 -1 - - - - - -
Rhodotorula sp. 1™ - - - e ..o oo - 1 - 1
Rhodotorula sp. 2™ e
Rhodotorula sp. 3™ = - = - - -1 - 1 - - - - - oo
Rhodotorula sp. 4™ 1 - 1 - - - - - - - 11 - - - - - -
Erythrobasi dium hasegawian* - - - - - - - - -1 -1 - - - - -
Rhodosporidium aff. paludigenup - - - - - - - - - - - - 1 - 1 - - -
Rhodosp. aff. sphaerocarpum* 1 - - - -1 - 1111 - - - - - -
Ustilaginomyces/ Pseudozyma

Pseudozyma sp. 1™ 112 1 - 1 - - - 2 - 2 - - - - - -
Pseudozyma sp. 2™ 1 - 1 - - - - 32 4 - - - - - -
Pseudozyma sp. 3" - - -1 - 14 - 41 - 1 - - - - - -
Pseudozyma sp. 4" 1 -1 - - - - - -1 - 1 - - - - - -
Pseudozyma sp. 5™ 1 -1 - - - - - - 1 - 1 - - - - - -
Pseudozyma sp. 6™ - - - - - - - - - 3 -3 - - - -
Pseudozyma aff. prunii* 3 -31-1- - -4141 -1 - - -
Pseudozyma jejuensis* 2 - 21 -1 - - -3 - 31 - 11 -1
Ustilaginales

Ustilago sper mophora* - 11 - - - - - -1 -1 - - - - - -
fungos ndo identificados

Basidiomiceto sp. 1™ - - - - - - - - - - - 111 - - -
Basidiomiceto sp. 2" T
Basidiomiceto sp. 3™ - - - - - - - - -1 -1 - - e - e
Basidiomiceto sp. 4™ - - - 112 - - -1121-1 - - -
Candidasp. 9" e
fung filamsp. 1™ - - - - - - - - -1 -1 - - - - -

fung filamsp. 2" e |

Prototheca (Algae)

Prototheca zopfii* S .- o oo oo oo oo -2 2
Prototheca wicker hamii* - - - - - -1 -1 - - -2 -2 2 - 2
Prototheca sp. 1 e !
Frequencia de taxons®

Total (maxF=296)" 37 30 61 32 17 40 36 15 41 49 19 59 31 18 39 20 15 30
asr:omicetos(maxF:lOS)4 7 1316 12 7 1512 5 14 9 9 14 15 14 22 8 8 12
basideomicetos(ma><F:168)4 30 17 45 20 10 25 23 10 26 40 10 45 14 4 15 10 4 13
Clado Saccharomyces - 33 22 4 4 3 6 1 2 2 95124 25
Clado Debaryomyces 1 55 4555 25 2 4 4 45 5 4 45
Saccharomycetales incertae sedis - - - - - - - - - - - - - 2 2 - 1 1
Clado Pichia - - - - - - - - - - - -1 2 2 - 11
Clado Metschnikowia 11 2 3 - 3 - 11 2 - - - - - -
Pezyzomycotina 54 6 3 - 3 3 -3 41 4 1 - 1 - -




Periodo de coleta setembro 2007 janeiro 2008

Amostra (n=4) folha raiz solo folha raiz solo
Téxon (espécie)* p.en. T pl.en. T pl.en. T pl.en. T pl.en. T pl.en. T
Hymenomycetous 16 15 27 14 9 18 15 10 18 13 5 16 6 3 7 7 4 10
Uredinomycetous 5 - 51 -1 3 - 3 6 2 7 4 - 41 -1
Ustilaginomyces/ Pseudozyma 9 1104 - 4 4 - 4 183 192 - 2 1 -1
Ustilaginales - 11 - - - - - -1 -1 - - - - -
Prototheca - - - - - -1 -1 - - - 2 - 2 2 35
Rigueza de taxons"

Total (maxR=74)° 25 17 35 21 12 26 20 9 23 29 14 33 21 12 26 11 9 17
ascomicetos (maxR=27)° 5 7107 3 9 6 37 5 5 6 9 8 133 5 6
basi di omicetos (maxR=42)° 20 10 25 14 9 17 13 6 1524 9 27 11 4 12 7 2 8
Clado Saccharomyces - 22112 2 2312 26 37212
Clado Debaryomyces 12 2 12 2 2 1211112212 2
Saccharomycetales incertae sedis - - - - - - - - - - - - - 2 2 - 11
Clado Pichia - - - - - - - - - - -1 2 2 - 11
Clado Metschnikowia 1123 -3 - - -111 - - - - - -
Pezyzomycotina 3 2 4 2 - 2 2 -2 212 - - - - - -
Hymenomycetous 10 8 12 8 8 11 8 6 10 7 4 9 4 3 5 4 2 5
Uredinomycetous 4 - 41 - 13 - 35 26 3 - 31 -1
Ustilaginomyces/ Pseudozyma 6 1 6 4 - 41 - 18 2 8 2 - 21 -1
Ustilaginales - 11 - - - - - -1 -1 - - - - -
Prototheca - - - - - -1 -2 - - -"1-11 23

g - ) n&o detectado na amostra pela metodologia utilizada.
- Identificag&o do taxon por abordagem polifasica (*), fenotipica (#) ou tdxon por agrupamento dos isolados
Eelatriagem (tn);
- Clados de acordo com Kurtzman e Fell (2006);
3 _ Frequencia dos taxons total e por clado para os compartimentos estudados;
“ - maxF = méximo de frequencia possivel para o nlimero de taxons encontrados nas 4 repeticoes, para
ascomicetos, basidiomicetos etotal;
° - Riquezados téxons total e por clado para os compartimentos estudados;
® - maxR= nlimero méaximo de téxons possiveis, para ascomicetos, basidiomicetos e total.

Na tabela 19 estdo relacionadas algumas caracteristicas fisiologicas dos principais
taxons encontrados nas amostras de solo, folha e raiz de cana-de-aglcar. Para a relacéo
completa das caracteristicas fisioldgicas estudadas nos isolados de cana ver Tabela 3 nos
anexos.



Tabela 19: Propriedades fisiol6gicas dos taxons em fermentar (F.) e assimilar (A.) acUcares,
&cidos organicos e fontes de nitrogénio, e crescimento a 10 e 15% de NaCl, a36 ea40° C, no
meio GYP.

®

st iS5 -=x5segn 838 ESRCEgcgs

Lrw o T 2. i g << g << << <2 g
Téxon (espécie)
Candida glabrata + n n - - - - n - - - -+ -+
Torulasporaglobosa  + + - - - v ¥ v B} .+ o+
Candidaincommunis  + -+ -+ - + - -+ o+ o+ o+ o+
Pichia aff. fermentans + - - - - - + + + , -+
C. aff. colliculosa + nn - - + - - - - % - - - + n 4+ - - - - + n
C. tartarivorans e
C. aff. tsuchiyae + -+ + - - - - - - - - -+ + + + - -+ - -'n
C. cf. sorbophila e + T Ay
Candida aff. azyma - n N+ - - - - - - . . . . - . . . - % %+ - n
C. aff. drosophilae S« T S
Pichia caribbica o+ 4+ o+ OV O+ o+ F -+ - -+ 4+ v+ - -+ -+ F
Williopsis saturnus + - 4+ - - 4+ - - - 4+ 4+ 4+ + -+ + 4+ + + - - - n
Candidakrusei e
Candida cf. valida - NN - - - - - o o . . - .+ < % - - < - «on
C. aff. bentonensis - nn + 4+ + 4+ + 4+ + 4+ - - - - - - ¥ % - - - n
Candidabentonensis - n n - + + + - + + n - - - - - - 4+ 4 - - - n
A. pullulans - n N + + 4+ + + 4+ + - - - - + 4 - + 4+ V - - n
M. graminicola - NN + 4+ + 4+ + 4+ + - - - - - v - ¥ - - - -9nq
L. aff. decumbens Y £ T S e
Lecythophora sp. 1 - n N + + 4+ + + 4+ + - - - - + 4 - + 4+ + - 4+ n
Exophilia spinifera T T T T T T S
fungo filam. sp. 1 - n n 4+ - 4+ 4+ - - - - < L . - . . % % - - -'n
Basidiomiceto sp. 1 T (e S T T S /2 T T
Basidiomiceto sp. 2 Y £ Y S« U SO SRS
Basidiomiceto sp. 3 - n N + + 4+ 4+ + + + 4+ 4+ - - 4+ n - + + + - + n
Basidiomiceto sp. 4 T T T T T S e e S
B.aff.coprosmaensis - n n + v + + + + + - - VvV - 4+ - - - + - - - n
C. aff. gilvescens - NN VvV oV o+ 4+ 4+ - 4+ - -+ - o . o . . . . oq
C. aff. luteolus - nn 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4 - 4 4 - 4 - - - ¥ - - - n
C. aff. taibaiensis - n N + + + + - 4 + - - - -+ - - - - 4+ ¥ -
C. cellulolyticus - NN+ + 4+ 4+ 4+ 4 + - - N - 4+ - - - -y - - 90q
C. flavescens - nn + + 4+ + 4+ 4 + V - - - + - - 4+ + 4+ - -
Cryptococcusflavus - n n + + + + v + + - - - - + - - - - . . - .nq
C. aff. laurentii - nn + - 4+ 4+ V 4+ 4+ V V V - 4+ - - - - % - %+ n
C. laurentii - nn + - 4+ + + 4+ + - V V - 4+ - - - < + - 4+ n
C. nemorosus - nn + + 4+ 4+ V 4+ + V - - - VvV - - - - v - - n
C. podzolicus - n N + 4+ 4+ 4+ + 4 4 - - - - N - - 4 - - - n
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Taxon (espécie)
Cryptococcus sp. 1 - n N + + + + + + + + n
Cryptococcussp. 2 - non o+ + + + + + + + + v + o+ o+ n
Cryptococcussp. 3 - n n + + + + 4+ + 4+ - - - - 4+ - - vV + - - - n
Cryptococcussp. 5 - nn + - 4+ 4+ + + + n - - + 4+ - - + + - - - n
Cryptococcus sp. 7 - nn + + + + 4+ + + 4+ - - - 4+ n - - - - - - n
T. aff. globispora - n n + + 4+ 4+ 4+ + + - - - - 4+ V - V V - - vV n
O. aff. externus T T V2 e T T T
R. aff. marina - NN+ - 4+ 4+ 4+ V + - vV + -V - - - - Vv -V
Rhodotorulamarina - n n + - + + v v - - - - - - - - - - . . . n
Rhodotorula sp. 1 - nn 4+ - 4+ 4+ - 4+ - 4+ - - - - - - ¥ % - - - n
Rhodotorula sp. 4 n n + + + + + + + + n
E. hasegawian n n n + o+ -+ n - - n
R. aff. paludigenum - n n + + n -+ 4+ n
R.aff. sphaerocarpum - n n + + + + + v + + v -+ o+ v + n
Pseudozyma sp. 1 n n + + + + v + v + 4+ v n
Pseudozyma sp. 2 n n + + + + + ¥ + + 4+ n
Pseudozyma sp. 3 n n + v + + + + v + v o+ n
Pseudozyma sp. 6 n n + + + + + + + n PR + n
P. aff. prunii n n v + + + + v + 4+ n
P. jguensis n n + + + + + + + + v n
U. spermophora n n + + + + v v + o+ v n
Prototheca zopfii n n n o+ + + +
P. wickerhamii n n + - - - - - -.n + vV VvV v n
Prototheca sp. 1 - n n + - .-+ o+ 4+ - -4

Resultados (+) positivo, (-) negativo, (v) variavel e (n)ndo realizado ou duvidoso.

As amplificagdes da regido ITS+tD1D2 reveleram grande variacdo, entre os isolados,
do tamanho dos fragmentos gerados. Na figura 9, estd aimagem do gel com o posicionamento
das bandas dos fragmentos de algumas culturas isoladas de cana-de-aclcar. O tamanho em
pares de bases daregido ITS+D1D2 das culturas analisadas variou entre 889 pb para a cultura
813 de Candida bentonensis e 1583 pb para a cultura 1088 de Candida glabrata. No anexo,
tabela 4, estdo descritos os isolados que foram sequenciados, e, para cada isolado
sequenciado, o tamanho do fragmento obtido pela amplificagcdo, os nimeros de depdsito da
culturada do isolado na colecdo de cultura do IM-UFRJ e os resultados da andlise de
similaridade das sequiéncias feitas no programa FASTA, com a similaridade em percentual, o
tamanho considerado para a andlise de similaridade e as sequencias mais similares
encontradas nos bancos de dados (EMBL, NCBI, JCI) para a regido D1D2 e ITS. As
seguiéncias obtidas foram depositadas no EMBL-Bank com 0s seguintes nimeros de acesso:
seqliéncias apenas da regido D1D2-LSU, nimeros de FN428858 a FN428876 e sequiéncias
compreendendo as regides ITS1, 5.8S, ITS2 e D1D2-LSU, nimeros de FN428877 a
FN428949 (anexos - Tabela 4).
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Figura 9: Variacdo do tamanho da regido ITS+D1D2 de culturas isoladas de cana-de-aglcar.
Cultura (linha): 1088 (a); 1059 (b); 1050 (c); 1044 (d); 1012 (e); 1011 (f); 950 (g);
945 (h); 933 (i); 922 (j); 917 (m); 813 (n); 839 (0); 738 (p); 903 (q); 719 (R); 1113 (s);
1130 (t) e 1150 (u); (M) marcador de peso molecular 100 pb; (L) - marcador
LowMass.

As andlises filogenéticas das sequencias da regido D1D2 do LSU rDNA obtidas dos
isolados estdo na Figura 10, ascomicetos, e Figura 11, basideomicetos. Sequencias de estirpes
typo proximas as sequencias dos isolados foram incluidas na andlise. Os nUmeros de acesso
nos bancos publicos de sequencias EMBL/NCBI) dos isolados e das estirpes typos foram
incluidos nas figuras. O cbdigo, nas colegBes de cultura, das estirpes typo também foi
incluido. Para o codigo de deposito dos isolados de cana-de-aglcar na colecdo de cultura do
IM-UFRJ ver tabela 3 nos anexos.

69



518aF1xll, FN428948
917jA2pda, FN428835
Pichia caribbica, NRRL Y-27274 5[T] ELU348786
1080jF4el, FM428B87
871)51 pda, FN428931
1029]33el, FMN428882
958bjR1ym, FN4228941
G84sF4el, FN428867
T28sR2x, FN428368
Williopsis saturnus var. subsufficiens, NRRL ¥-1657, EF550318
1028[F3el, FN423336
Candida glabrata, CBS 138 5[T], A¥198398
Torulasporadelbruecki, NRRL ¥-866 &[T], U72156
27631y m, FNA28832
Torulaspora globoza, NARL Y-12650 2[T], U72166
T38s51xll, FN428369
1059]R1e, FN42BE58
lasatchenkia orientalis, NRRL Y-5396 &[T], EF5E0222
933jR1 pda, FN428873
Pichia fermentans, NRAL ¥-1619, EF550234
398sF3x1, FN428861
Candida drosophilae, NRRL Y-27366 a[T], DQ438235

1027]32el, FMN428881
Zygoascus meyerae, NRRL Y-17319 2[T], DQ438189
[ 8948R pda, FN428930
Candida tartarivorans, NRRL ¥-27291 s[T], DO438226
1113[R1ym, FN423358
952jR1ym, FN428859
Candida incommunis, NRRL ¥-17085 s[T], UG2303
r 741 eFdxll, ARB_466A46DC
Candida bentonensgiz, NRRL YB-2364 g[T], A¥ 789653
813jR3pda, FN4283871
Candida intermedia, CBS 7153 g[T], AJ508538

r 217232pda, FN428876
Exophiala spinfera, UTHSCSA 06-3355 ELZ57702
441 sF4pda, FN428888
450sF4pda, FN428864
1007]F3pda, FN428877
Mycosphaerella graminicola, CBS 100335, EU019297
537sF2pda, FN428911
Aureobasidium pullulans, UWFP 993, AY213603
1011jF3pda, FN428878
402sF3xl, ARB_7755B3E5
113251ym, FN428830
200252ym, FN428875
Lecythophora sp. NGY-1, DO523176
[— Lecythophora decurmbens, CBS 153.42 g[T), AF353507

Schizesaccharamyces pombe, NRRL ¥ -12796 s[T] EUO11662

Figura 10: Andlise filogenética das sequencias da regido D1/D2 do gene da regido maior do
ribossoma (L SU rDNA) dos isolados de ascomicetos encontrados em cana-de-aglcar e
das edtirpes tipo (g T]) mais proximas, utilizando o método de Maxima Parsimonia.
NuUmero de acesso (EMBL) e o codigo da colecdo de cultura originéria informados
para cada sequencia
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180esB34ym, FN422000
1889254ym, FN428860
Cryptococecus laurentii, CBS 139 g[T], AF07E460
T19231x, FN428921
828bjRdpda, FN428927
260sR3pda, FN428003

903234y, FN428534
828[Rdym, FN428928
41 2sF4nld, FN428863

169254pda, FN428898
J49bsR4pda, FN428909
128231 pda, FMN428887

1023jF3ym, FN428880
Bullera pseudoalba, CB3 7227 s[T], AFO75504
Cryptococcus cellulolyticus, CBS £294 2[T], AFO75525

468sF4ym, FMN428046
194234yrm, FN4285304
480=F1 pda, FM428904
[ 392sF2e, FN425910
1044jF2x1, FN428883
Qa7jFIym, FN428044

G21sF1xl, FN428818
— 247sR3pda, FN428002
Ga9daF4xll, FN428
639254, FN4B32866
Cryptococeus flavescens, CB3101036 s[T], EF056319

G89sF4xll, FN428919
Cryptococcus nemorosus, VICM T-2006 s[T), AR4T2625
320sR2ym, FN425906
945]F1 pda, FN423906
748j32pda, FM428924
110s51ym, FN428889
T2BzR2wl, FN428023
864j31pda, FN428930
Cryptococcus podzolicus, CBS 6319 a[T], AFO75481
! Ba0jR4pda, FH428872
920[R2yrm, FN428936
Tremella globispora, CBS 6972 s[C], AF189869
G1dsF4ull, FN428917
723253x, FN428922
aB0jR2pda, FN428020
225sR3pda, FN425948

ot

), ERLA

sapELi gl

Figura 11: Andlise filogenética das sequencias da regido D1/D2 do gene da regido maior do
ribossoma LSU rDNA) dos isolados de basidiomicetos encontrados em cana-de-
aclcar e das estirpes tipo (§[T]) mais proximas, utilizando o método Maxima
Parsimonia. Numero de acesso (EMBL) e o codigo da colecdo de cultura originaria
informados para cada sequencia.
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4.2. Otimizacao das Condicoes de Extracéo e da Reacdo de Amplificacéo

4.2.1. Extracgéo de acidos nuclécos

Os resultados da extracdo com os testes de alteracdo dos volumes da solucéo de lise
celular (SLC), redlizados com o sistema de extracdo MasterPure Yeast DNA Purification da
Epicentre Biotechnologies, estdo mostrados na figura 12A. Todos os tratamentos realizados
resultaram em material percepitivel naeletroforese (Figura 12A) e ndo houve problema para a
posterior amplificagdo dos fragmentos para os dois conjuntos de iniciadores testados (Figura
12B e 12C). Néo foi detectado contaminantes de &cido nuclécos no sistema de extracdo que
pudessem ser visualizados ou amplificados pelas condigbes utilizadas (Figura 13). O
rendimento variou de acordo com a cultura, e houveram extragcbes com material gendémico
variando de claramente perceptivel até imperceptivel visualmente nas el etroforese em agarose
(Figura 13A). Porém, mesmo nas vezes em que houve pouco materia ou que ele ndo era
perceptivel ndo houve dificuldades na amplificagéo (Figura 13B).

M e bee citiaseR . C
iKba b cd e f 3 o e 2R & g 2
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2027- g
1500°
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-
-
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Figura 12: Eletroforese da extracdo de écidos nucléicos (12A) e da amplificacdo da regido
D1D2 (10B) e ITStD1D2 (12C) das culturas 189 (a), 194 (b), 200 (c), 338 (d), 480
(e) 998 (f). Cultura 189 (a) extraida com 250 pL de SLC; (b) cultura 194 com 200
pL de SLC; ©) cultura 200 e (d) cultura 338 com 250 uL de SLC com volume
completado; (e) cultura 480 com 200 pL de SLC e volume completado, (f) cultura 998
com 300 pL SLC (f). C- controle negativo das reagcdes de amplificacdo; (M) marcador
de peso molecular 100pb; pb - pares de base. Volume aplicado para a eletroforese:
marcadores 5 uL ; material extraido 5 uL e amplificaces 2 L.
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Figura 13: Rendimentos da extracdo de material gendmico de quatro culturas de leveduras e
controle de contaminagdo da extragdo (13A). Posterior amplificacdo da regido D1-D2
(13B). Culturas (a) 1113; (b) 1130; (c) 1150, (d) 1181, (ext.) controle da extracéo, C-
controle negativo da amplificacdo e marcadores de peso molecular (M) 1 Kb em 11A e
100pb em 11B.

4.2.2. Amplificacdo dos fragmentos

Dependendo do rendimento da extragdo, foi utilizado um volume diferente para
realizacdo da amplificac8o. Nas extragdes como as das linhas a, b e ¢ da Figura 13A, foram
utilizados 0,2 , 0,8 e 2 L, respectivamente para reagoes de amplificagdo com um volume
final de 25 pL. No experimento de avalia¢do da influéncia do nimero de ciclos, as reagtes
com 30 e 35 ciclos produziram bandas na el etroforese com a mesma intensidade e nitidamente
mais forte do que as reagdes de 25 ciclos, independente da cultura utilizada (Figura 14).

a e e
25 30 35 25 30 35 C

S N b

Jl‘q

Figura 14: Reacdo com diferentes niUmeros de ciclos de amplificacdo da regido D1-D2 de
duas culturas de levedura. (M) marcador de peso molecular 100 pb; (&) cultura e (b)
cultura C- controle negativo da reacéo. (25), (30) e (35) nimeros de ciclos.
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Com relagcdo aos experimentos para avaiar a temperatura de anelamento das
sequiéncias iniciadoras para as amplificacBes simétricas utilizando NL1-NL4 e ITS1-NL4 foi
observado que todas as temperaturas testadas permitiram uma boa amplificagdo da regido
estudada (Figura 15). Para a regido D1-D2 a temperatura variou de 52 a 57,9 °C e para a
regido 1ITS-D1D2 a temperatura variou de 52 a 55 °C. ApGs 0s experimentos, 0s parametros
mais adequados de temperatura e nimero de ciclos foram incorporados nas modificagdes das
condic¢oes das reagdes de amplificacdo utilizadas para as amplificacdes deste trabalho, como
descrito em Material e Métodos item3.8.2, pagina 44.

C- 52 525 531 53,7 54,5553 56,1 57 579 C+ M

o Bt B G e bl Sk el e S

Figura 15: Amplificagdo daregido D1-D2 com diferentes temperaturas de anelamento em °C.

C- controle negativo e C+ controle positivo com temperatura de anelamento a 52° C.
M marcador 100pb.
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4.3. Metodologia de I solamento

431 Testederesisténciadaslevedurasao NaCl

A distribuicéo da resisténcia para as diferentes concentractes de NaCl, esta descrita na
tabela 21. Os valores estdo em numeros absolutos de culturas resistentes das diferentes
espécies ou géneros para cada concentracdo do sa. A maior parte da distribuicdo da
resisténcia entre as leveduras ascomicéticas testadas ficou entre os niveis de 8 e 10% de sal
com respectivamente 60 e 76 das 186 culturas testadas, para as basideomicéticas, 71 das 116
culturas tiveram a resisténcia de 10%. A resisténcia ao NaCl das culturas testadas indica que
em sua totalidade n&o houve inibicdo do crescimento na concentracdo de 3% NaCl no meio
GYP, e mais de 90% se desenvolveram até a concentracdo de 6% (Figura 16). Na
concentracéo de 8% de sal mais de 80% das culturas se mostraram resistentes enquanto que
com a concentracdo de 15% menos de 10% cresceram. Foi observado maior diferenca entre os
dois grupos testados, leveduras da colecéo e leveduras isoladas de restinga, ha concentracéo
de 10 % de NaCl. Nesta concentracéo, 28% das culturas da colegdo e 72% das culturas de
restinga se desenvolveram.

100 ~ O recente
W total
% g0 - O colegdo
g
‘@ 60 -
§ 40
T
g 20 -
g
0 o T T T T T T |’_.:|_1

0 3 4 5 6 8 10 15
% de NaCl adicionada ao meio GY P-agar

Figura 16: Porcentagem de tolerancia as concentragdes de NaCl das 217 culturas de restinga
(Garcia, 2007), das 85 pertencentes a colecéo e do total de culturas testadas apos 10
dias de crescimento. Os testes foram realizados em meio GY P-agar em placaréplica.
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Tabela 20: Distribuicdo da resisténcia as concentracdes de NaCl. NUmeros de culturas
testadas para cada tédxon e a quantidade de culturas resistentes até a concentragéo

determinada
Concentragéo de NaCl em%
Ne. de no meio GY P-agar
Género Espécie cutuas 3 4 5 6 8 10 15
ascomicetos 186 4 4 6 14 60 76 22
leveduras pretas 5 2 1 2
Candida 29 espécies 125 2 2 2 9 50 50 10
Debaromyces D. hansenii 1 1
D. ocidentalis 8 8
Dipodascus D. capitatus 2 1 1
Kloeckera K. apiculata 3 1 2
Kloeckera sp. 1 1
Kluyveromyces K. aestuarii 1 1
K. lactis 1 1
Kodamaea K. ohmeri 4 4
Lallaria Lallaria sp. 2 1 1
Pichia 8 espécies 20 11 1 2 6 9
Saccharomyces S cariocanus 1 1
S cerevisiae 4 1 1 2
Sooropachydermia  Sporopachydermia sp—like 1 1
Torulaspora T. pretoriensis 1 1
Williopsis W. californica 1 1
Yarrowia Y. lipolitica 2 2
Zygoascus Z. helenicus 1 1
Zygosaccharomyces Z. rouxii 1 1
basi deomicetos 116 3 1 7 6 17 71 11
basideomiceto leveduriforme 38 1 1 34 2
Cryptococcus 7 espécies 4 1 1 2 2 8 22 8
Fellomyces Fellomyces sp. 3 3
Oosporidium O. margaritiferum 1 1
Pseudozyma Pseudozyma sp. 5 1 4
Rhodotorula R. glutinis 1 1
R. minuta 2 1 1
R. mucilaginosa 7 1 6
Rhodotorula sp. 4 2 1 1
Sporodiobolus S aff. johnsonii 1 1
Tremella Tremella sp. 9 4 1 1 2 1
Trichosporon T. ovoides 2 1 1
culturastotais 302 7 5 13 20 77 147 33
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4.3.2. Inibicdo do crescimento de fungos filamentosos por NaCl efiltragem

Na tabela 21 esté apresentada a quantidade de unidades formadoras de colbnias (UFC
.G+ mf) de fungos filamentosos e leveduras em meio BIL-agar com concentracdes de NaCl de
0, 3,4,5e6 %. Nafigura 17, pode ser observado o0 ainibigdo do crescimento nas diferentes
concentragdes de NaCl testadas Na diluicdo de 1073, onde 0,1 mg de solo foi inoculado por
placa, a quantidade de colbnias foi muito baixa e por isso ndo foi utilizado na andlise (Tabela
21). As diluicBes 10! e 10? foram tratadas como experimentos independentes e os dados
foram analisados por Andlise de Variancia. As tabelas destas andlises est&o nos anexos.

Tabela 21: Unidades formadoras de coldnias (UFC . g'mf) de fungos filamentosos (f.f.) e

leveduras nas diferentes concentragdes de NaCl no meio e com diferentes diluicdes da
extracao do solo, e relagéo entre as duas contagens.

fungos

DiluicOes (quantidade [NaCl] filaMentosos Ievedu_rlas Relacdo f.f./
de solo por placa) em % UFC . g UFC. g mf leveduras

101 0 56x91.10° 5,7 21 .107 0,10
(10 mg) 3 85@36).10° 6,342 .10 0,07

4 75@57.10° 7,323 .10°7 0,10

5 7.6 @59.10° 6,7 12 .10 0,09

6 8,6 (x45.10° 6,306 .10 0,08
102 0 2,6:38.100 6,052 .10° 0,22
(1 mg) 3 31@64.10" 0,3 06).10° 0,04

4 26 x64.100 1,7 06 .10° 0,06

5 26@15.100  20@1).10° 0,06

6 1,7 ¢25.100 1,0 0).10° 0,07
103 0 7.7 ¢29.100 1,0 0).10% 0,13
(0,1 mg) 3 57 =06).10" 0,7 z06).10" 0,12

4 5,0 23 .10 nd -

5 3,006 .10 nd .

6 2,0 z06) .10 nd -

* média de trés repeticdes seguidas de seu desvio padréo; nd — ndo determinado.

Figura 17: Crescimento, apds 72 horas, das coldnias de levedura e fungos filamentosos de 10
mg de solo em meio BlL-agar, daesquerda paraadireita0, 3, 4,5 e 6 % de NaCl .



Nos experimentos em que foi utilizado a filtragem e 0 sal a 3 % no meio (Tabela 22),
consegue-se diminuir a velocidade de desenvolvimento micelial, 120 h apds ainoculagdo, em
mais de 50 % quando inoculado 10 mg de solo por placa (diluicdo 10™!) e em mais de 60 %
com indculo de 1 mg (diluicd de 10?) quando comparado ao tratamento controle §em
filtragem e sem sa).

Além da utilizagdo do NaCl como inibidor foi avaliada também a influéncia da
filtragem na extracéo das células. Os dados da tabela 23 mostram a inibicdo do crescimento
micelial com a utilizagdo da filtragem em papel e as concentragdes de 3 e 6 % de NaCl em
relacdo aos tratamentos sem sal e sem filtragem. A andlise da varidncia dos dados mostrou
gue ha diferenca significativa entre os tratamentos, entre pelo menos duas concentractes de
NaCl, entre a utilizacdo ou ndo da filtragem e entre quantidades do material inoculada tanto
em 72 quanto em 120 h apds o plaqueamento.

Tabela 22: Valores percentuais de ocupacdo da superficie da placa de Petri pelo crescimento
micelial de fungos em 72 e 120 horas a 26 +2 °C, com trés concentraces de NaCl 0 %
(controle), 3 % e 6 %.

Percentagem de ocupacao* *

Filtragen %[NaCl] 72horas 120 horas

sem filtragem 0 819 A £50 100 A 00
3 333 "% 10 853 " £54
6 2,96 B 15 265 © 41

filtro de papel 0 50,3 AB 72 943 A 65
3 558 AB +146 489 B +131
6 058 B £16 126 P +13

* - A suspensdo de solo foi inoculada sem filtragem e filtrada com filtro de papel. ** - Os valores
de ocupagdo sdo médias de trés observagdes, valores seguidos de mesma letra ndo diferem pelo
teste de Tukey a5 % de probabilidade.

Na tabela 24 estéo os dados de ocupacdo da superficie das placas de Petri por fungos
filamentosos, apos 72 horas de incubacdo, no experimento em gue foi avaliado o efeito da
filtragem da extracdo de células por dois filtros e 0, 3 e 6 % de NaCl acrescidos ao meio BIL-
agar. A porcentagem de ocupacdo da superficie da placa de Petri variou de 80,6 % no
tratamento sem sal e sem filtracdo até 0,1 % no tratamento com 6 % de sal e filtracdo em
papel. Ndo houve diferenca significativa a 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey ente os
tratamentos filtrados e o ndo filtrado. Apenas entre as concentracGes de NaCl no meio € que o
teste indicou diferenca significativa. Os valores de ocupacdo com 3 % de sal foram de 13,9 %
sem filtragem, 3,5 % com filtro de papel e 9,1 % com filtragem com a peneira granulométrica.

78



Tabela 23: Valores percentuais de ocupacéo da superficie da placa de Petri pelo crescimento
micelia de fungos, 72 horas apbs a inoculagcdo, em meio com trés concentracfes de
NaCl 0 % (controle), 3 % e 6 %.

Filtragem* % NaCl Perc{e;np’i)asgsr; hdoergscf E %20
sem filtragem 0 806 © %35

3 139 %P 114

6 05° zo01
filtro de papel 0 350 “°° +116

3 35° 103

6 01°% zo01
filtro (34 um) 0 702 *°  +179

3 91 % =15

6 03° 03

* - A suspensao de solo foi inoculada sem filtragem, filtrada com filtro de
papel e com peneira granulométrica de 34 um. ** - Valores de ocupacdo sdo
médias de trés observacdes, valores seguidos de mesma letra ndo diferem
pelo teste de Tukey a5 % de probabilidade.

4.3.3. Teste de meios de cultura para isolamento

A quantidade de colbnias de leveduras observadas nos testes dos diferentes meios de
culturas para espahamento em placa variou entre 1,3 a 20 colénias para 10 mg de solo por
placa e de 1,3 a 6,5 para 1 mg de solo por placa (Tabela 25). No meio BIL-s as colbnias
tiveram dificuldade em se desenvolver e possuiam tamanho muito pequeno, quando inoculado
10 mg de solo por placa ndo foi possivel contar a quantidade de colénias formadas. Também,
ndo foi possivel observar coldnias de leveduras nem crescimento de fungos filamentosos nos
meios BIL-bz, BIL-cpr, BIL-fr. Em aguns meios houve grande crescimento de fungos
filamentosos, BIL, BIL-Ic, BIL-ml, BIL-ct, YNB, YM, GPA e Wort. A quantidade média de
colbnias de leveduras observadas nos meios com crescimento ficou em 9,7 col6nias para 10
mg de solo e 3,8 para 1 mg.

Nos testes de avaliagéo dos diferentes meios de enriquecimento foi possivel observar
24 tipos diferentes de col6nias de acordo com as caracteristicas avaliadas (Tabela 26). Os
tipos de col6nias encontrados para cada enriquecimento, apos o0 estriamento do cultivo em
placas com meio BIL-em e BIL estdo enumerados na tabela 27. Os enriquecimentos G, GE,
XL, CTS e MLS renderam maior quantidade de tipos diferentes de colénia.
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Tabela 24: Crescimento de fungos filamentosos e unidade formadora de colénias (UFC) de
leveduras nos diferentes meios solidos testados. Os valores sdo médias de quatro
repeticdes seguidos pelo seu desvio padrdo. A composicdo dos meios utilizados esta
descritanatabela 2.

Meios I ntenso UFC de leveduras por placa
Solidos ~ CTECIMeENto

micelia 10 mg de solo 1 mg de solo
BIL + 10,3 s 6,5 +44
BIL-s - nd - 7,0 156
BIL-em - 12,8 119 20 08
BIL-bz - nd - nd
BIL-cpr - nd - nd -
BIL- pr - 20,0 +38 1,3 +19
BIL-ac - 130 18 2,8 110
BIL-fr - nd - nd -
BIL-Ic + 10,3 129 18 i3
BIL-ox - 11,8 130 2,3 25
BIL-ml + 10,8 119 43 24
BIL-ct + 90 08 30 114
YNB + 1,3 15 6,0 122
YM + 98 124 53 138
YM-s - 10,5 440 18 10
GPA + 70 137 58 122
GPA-s - 70 137 6,0 156
W + 14,8 439 2,8 119
W-s - 7,8 122 1,8 110

nd — n&o detectado; BIL — base de isolamento de levedura; NaCl 4 % -s;
eosina e azul de metileno - em; &c. benzdico - bz; sulfato de cobre —cpr;
&c. propidnico —pr; &c. acético ac; &c. formico —fr; &c. latico —Ic; &c.
oxalico — ox; &c. maico—ml; &c. citrico—ct; W — meio Wort.



Tabela 25: Tipos de colbnias de leveduras de amostra de terra de cultivo de milho
encontrados nos meios BIL (tipos | a VIl e XXV a XXX) e BlL-em (VIII a XXIV) e
suas caracteristicas morfol Ogicas expressas nestes meios.

tipo [ I
Colbnia
Borda reg reg reg
Superficie  lisa lisa rug rug lisa rug lisa lisa
Brilho muito Fosco pouco pouco pouco pouco pouco muito
Forma esfera oval oval oval esfera esfera esfera oval
Cor branca branca creme branca creme vinho vinho vermelho
Op./transl.  opaca opaca opaca opaca opaca opaca opaca opaca
Filamentos néo ndo n&o ndo ndo ndo ndo ndo
tipO X1l XI XV XIX XX XXl XXI1
Colbnia
Borda reg irr reg reg reg reg
Superficie lisa rug rugosa Lisa lisa lisa lisa
Brilho pouco fosco muito pouco pouco muito muito
circulos
concentri
Forma esfera oval oval ova esfera esfera achatada cos
Cor roxo rosa vermelho vermelho rosa vermelha vermelha rosa
Op./trand. opaca opaca opaca opaca opaca opaca opaca opaca
Filamentos ndo ndo n&o nao n&o n&o nao ndo
tipo  XXIlI XXV XXV XXVI XXVII XXVIII XXIX XXX
Colbnia
Borda reg reg reg irr Reg reg reg
rug/
Superficie  rachada lisa rug lisa rug lisa rugosa lisa
Brilho brilho brilho fosco pouco pouco fosco muito muito
Forma oval esfera pouca cOnica conica esfera esfera esfera
rosa/
Cor laranja rosa branca branca creme preta marron laranja
Op./trand. opaca trans. opaca pontos opaca opaca opaca opaca
Filamentos néo néo nao nabase nao nabase nao nao

reg—regular; irr — irregular, rug— rugosa, trans. — transl (icida.
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Tabela 26: Tipos de colénias de leveduras isoladas de amostra de terra de cultivo de milho a
partir dos diferentes meios de enriquecimento testados quando plagueados em BIL e
BIL-em. Para composicdo dos meios ver Tabela 11 e para identificagcéo do tipo de
colénia ver Tabela 26.

Il
1l
XV
XXI

meios —
G +
GO -
GOF -
GE +
XL -
XLO
BZO
NA
XBZO
CuU
PRO2
PRO5
LCO -
ACO +
CTO -
MLO -
OXO -
FRO +
PRSO -
LCSO +
ACSO -
CTsO -
MLSO +
OXSO +
FRSO -
PR -
LC -
AC -
CT -
ML +
OX -
FR
BILS
PRS
LCS
ACS
CTS
MLS
OXS -
FRS -

- auséncia, + presenca

+ 4+ VI
+| VI
X
X1
X1l
+ | XVIII
+ + [ XIX
+| XX
+ +| XXII
XXI111
+ | XXIV
XXV
+ | XXVI

1
+
+ +

1
1
1
1
+ + + 4+ + +| X
1
1
+ +
1
+ +

+ + +
1
1
1
1
1
]
1
+
+
1
1
+
+
1
1
1

+ + + +
++++++ ++ ++
1
+ + +

1
+

1

1

+ 1
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

+
1
+
+ + + + + + 4
1
1
1
1
+ 4+ + + 4
=+ 1
+ 1+ 4
4+ 1
+ 0+
1 1
' +
1 1
1 1
1 1
1 1

+ 4+ + +
1
1
1
1

+ 4+ +
1
+

+ +
1
1
+
1

+ 4+
1
1

1

+
++++++++++ A+ F A+ A+ + |V
1 1
1 1
1 1
1 1
+

1

+

+

1

1

+

1

1

1

1

+++ A+ A+
1

+
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

+
1
+
1
1
1
1
+

+
1
1
1
1
1
+

+ + + o
[
+ 4+ + + +
+ +
+ +
4+
[
[
+ + + + 4o
[
Co+
+ o+ + o
+ +
1
1
1
1
1
+ +

+
+ +
1
+ +
+
+
+
1

+
1
+ + + + +
+
+ + o+
1 4+
[
+ + +
+
1
1

+ +
1
+ 1
+
+
1

+ +
1
1

+ +
+ + + +

1
+ + + 4
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1
+
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4.4. Desenvolvimento de Méodo de Triagem para L eveduras

Na figura 18 esté& o crescimento de diversas culturas de levedura no meio BILvbml pH
4,0 apbs 72 horas de crecimento. Pode ser observado tanto a variacdo na coloracdo das
colbénias quanto em outras caracteristicas como, producéo de filamentos, superficie e brilho
das colonias. Notar que a adi¢do do tampdo malato 0,5 % permite que as colbnias possam
alterar o seu pH sem causar variagOes perceptiveis no pH do meio de cultura. As colbnias e
uma cultura permanecem inateradas independente da forma de preparo do indculo para a
triagem. Na figura 19 est4 o crescimento no meio BILvbml pH 5 gpds 72 horas de incubacdo
das culturas testadas a partir de diferentes métodos de preparacdo do indculo. Para os demais
meios testados os resultados foram iguais, ou Sgja, as coldnias foram iguais indepedente da
forma de preparo do inéculo embora houvessem variacfes de meio para meio de cultura. Na
tabela 27 esto fotografias das colonias das diversas culturas de leveduras da colegdo do IM-
UFRJ utilizadas nos testes dos meios diferenciais para a triagem. Na tabela 28 estdo culturas
gue apresentaram variacOes intra-especificas nos padrdes das colbnias nos meios diferenciais
utilizados.

Figura 18: Parte central da placa de Petri com meio BILvbml pH 4,0 mostrando a variacéo
das caracteristicas de coloracdo das colbnias, apos 72 horas de crescimento.
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Figura 19: Colbnias das culturas 50656 — Sporopachidermia lactativora (1), 51707 —
Rhodotorula mucilaginosa (2), 51534 - Kodamea ohmeri (3), J29 - Pichia
menbranifaciens (4), 1081 - Kluyveromyces sp. (5), 1148 - Candida aff. coliculosa (6),
1082 (7) e 1126 — Aureobasideum pullulans (8) crescidas em meio BILvbml pH 5,5 a
partir de diferentes métodos de preparacéo do indculo, (A) &gua, (B) caldo BIL, (C)
caldo de esgotamento, (D) caldo GYP e (E) caldo de fermentacéo.



Tabela 27: Caracteristicas das col6nias das culturas de leveduras de 32 espécies pertencentes
a 15 géneros, crescidas nos meios de triagem apos 5 dias.

Meiosdiferenciais*

@ No) -dg

S % %
g - . &3 8 ¢
scie/ oo < 2853628 5 5 8
Eospeue/codlgoouN o £ w3 35 3 3 3 o
n° da cultura na colegdo i O >" @S me @m @ @ O

Candida boidinii / P65

Candida catenulata/51910
Candida famata / 51388
Pachysolen tannophilus/50502"
Candida glabatra/ c24
Candida guilliermondii / 51503

Clavispora lusitaniae /51506

-
%
®

Candida oleophila / P29
Candida pignaliae / 50201"
Candida quercituosa / 50828
Candidarugosa/4TB
Candida sake / 329

Candida solani / 50234"
Clavispora lusitaniae/ 51506"
Cryptococcus albidus / P61

Cryptococcus uniguttulatus/ 50369

continua



Meios diferenciais*

Espécie/ codigo ou
n? da cultura na colegéo

BlLem 0,5% €l
BlLem 0,05% €l

(DBB)
BILvbml
BILemo0,1% el
GYP36°C

pH 5,5
BILvbml
pH 4,0

BIL
CMA
YCB uréia

Debaryomyces ocidentalis/ 51798

Dipodascus captatus / J32

Geotrichum sp. / 50400

|saschenkia orientalis/ 50449"

Kluyveromyces lactis / 51891

Kodamea ohmeri / 51534

Pichia anomala / 50407

9 & o

Pichia pjiperi / 5PS

Rhodotorula glutinis/ 50793

Rhodotorula minuta / 50590

Rhodotorula mucilaginosa / 517077

Sporopachidermia lactativora /
50656'

°
r
w
&

L
L

Torulaspora delbrueckii / J40

Yarowia lipolitica / 50678" . - %8 ) o

II

Zygoascus helenicus / 65B S T a9 ® @ o _

o
v

* Meios diferencias: BIL — base de isolamento de levedura, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de
glicose; CMA — agar, extrato de milho; YCB uréia — base de fontes de carbono para levedura, uréia,
fucsina; vb — verde de bromocresol, ml — malato 0,5%; em — eosina e azul de metileno; GYP —
glucose, extrato de levedura, peptona, agar. Para uma descricdo mais detalhada sobre referéncias,
composic&o e preparacao destes meios ver nosanexos. | — culturas typo.



Tabela 28: Padréo de caracteristicas das col6nias de diferentes culturas das espécies Candida
sake, C. krusal, C. oleophila, C. rugosa, C. valida e Saccharomyces cerevisiae nos
meios de cultura utilizados na triagem dos isolados.

Meios diferenciais *

© @)
Jon C = = T o
A < 2850 BogTEzgs B
. hacolecaodo S 845 22 33 S5 23 28 £
Espécie IMUFRJ m O > ME M6 Mo @Mmc @mcS O
P63
Candida sake
J29

Po2 S0 Do o 8
“®0 Do e 0
50148" d.@@ﬁga.
1TC - XX KX ..

Candida krusei

) P32
Candida
oleophila
P29
4PD
Candida rugosa
4TB
51629
Candida valida
5SB
3sC
Saccharomyces
cerevisiae
50606

* Meios diferencias: BIL — base de isolamento de levedura, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de
glicose; CMA — agar, extrato de milho; YCB uréia — base de fontes de carbono para levedura, uréia,
fucsina; vb — verde de bromocresol, ml — malato 0,5%; em — eosina e azul de metileno; GYP —
glucose, extrato de levedura, peptona, agar. Para uma descricdo mais detalhada sobre referéncias,
composiGc&o e preparacao destes meios ver nosanexos. | — culturas typo.



4.5. Validacdo da Metodologia de Triagem

Os 70 isolados da amostra de milho puderam ser separados em 11 grupos distintos de
acordo com o padrdo das caracteristicas das colbnias nos diferentes meios de triagem
(Tabela29). Os isolamentos que mais se repetiram foram os demonstrado pelo padréo do
isolado 006, com 19 isolamentos, e em seguida pelo padréo do isolado 120, com 4 repeticoes.
Os padrdes que apareceram apenas uma vez foram os dos isolados 047, 033, 015, 045, 075 e
089. Enguanto que os demais foram observados duas vezes. Com esta metodol ogia de triagem
foi possivel agrupar os iniciais 70 isolados em 11 grupos, reduzindo em mais de 50 % a
guantidade de isolados para serem identificados por metodologia convenciona de andlise
fenotipica.
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Tabela 29: Agrupamento dos isolados de levedura de amostra de solo de milho (29 A) e sedimento de mangue (29 B). Na coluna da direita estéo
os isolados que apresentaram 0 mesmo padrédo de crescimento das colbnias nos meios de triagem, e na coluna da essquera os

agrupamentos realizados com os dados (ver anexo) dos testes classificacdo convencional fenotipica (Y ARROW, 1998).

29 A (milho)

Meiosdiferenciais *

097/ 100/ 102

032/ 044/ 061

002/ 003/ 009/ 033/ 055/ 060/ 101

006/ 008/ 011/ 013/ 026/ 035/ 041/
043/ 046/ 047/ 052/ 057/ 092/ 094/
096/ 103/ 104

058/ 059/ 073/ 082

Williopsis saturnus

o Classificagéo
wls |8 | g convencional
I solados com o0 mesmo padréo de © S % oﬁ f’oo fenotipicaem placas I solados com o mesiro perfil
colbnias £ == o o | o réplica e identificacdo fisioldgico
3 < |la | §|% 5 |£|§ por Kurtzman e Fell
2= = @) =21 2 = =2 | 2 (1998)
2| o (@) > 0| o el 0 | o
036/ 080/ 081 E" Torulaspora 008/ 036/ 080/ 081
o delbrueckii
001/ 004/ 012/ 020/ 083/ 084/ 091/ 001/ 010/ 012/ 020/ 028/ 056/ 075/

083/ 084/ 091/ 097/ 100/ 102

Candida tropicalis

032/ 044/ 061

Geothricumsp.

002/ 003/ 009/ 033/ 055/ 060/ 101

Pichia
membranifaciens

006/ 008/ 011/ 013/ 026/ 035/ 041/
043/ 046/ 047/ 052/ 057/ 058/ 059/
073/ 082/ 088/ 092/ 094/ 096/ 103/
104

007/ 029/ 040/ 072/ 077

Candida intermedia

007/ 029/ 040/ 045/ 072/ 077




29 A (milho)

Meiosdiferenciais *

Classificagdo
S|« | T | o 12 convencional
I solados com 0 mesmo padréo de © S| 5 ﬁ\j § °g O fenotipicaem placas I solados com o mesno perfil
coldnias ° ‘D €| E © S | S | % réplica e identificagéo fisioldgico
g < |la | E|2 5 | 5| & o por Kurtzman e Fell
2| = = @) = = 212 | > (1998)
2| m O > o | o o o |m |O
& non

004/ 010/ 014/ 015/ 016/ 018/ 019/
022/ 023/ 025/ 027/ 028/ 045/ 048/
053/ 056/ 062/ 067/ 074/ 075/ 076/
079/ 088/ 089

isolados de milho n&o agrupados pelatriagem

isolados de milho né&o
agrupadas naréplica

004/ 005/ 014/ 015/ 016/ 018/ 019/
022/ 023/ 025/ 027/ 048/ 053/ 062/
067/ 074/ 076/ 079/ 085/ 089/ 096

29 B (mangue)

Meios diferenciais *

Classificagéo
convencional
fenotipica em placas
réplica e identificagéo
por Kurtzman e Fell
(1998)

Isolados com o mesiro perfil
fisiolégico

Gle | |o |2
S o |
I solados com 0 mesmo padréo de < E % S |8 o
colbnias @ |z S S| S 0
£ < |a [S|2 |5 |§|5 |2
sl2 =18 (212|222 |%
2| m O > o | m oM o |m |O
—
~,
S001/ S005 g e ‘.'. 1 n nn
Ty
w
@

Candida guilliermondi

s001/ s002/ s003/ s005/ s017/ s023/
s038/ s039

Candida aff.
guilliermondi

s006/ s007




29 B (mangue)

Meios diferenciais *

I solados com 0 mesmo padréo de
colbnias

BILvbml pH 5,5
BILvbml pH 4
BIL em 0,5% el
BlLem 0,1% €l
BlLem 0,05% el

YCB uréia

s017/ s023/ s037/ s038/ sO39

Classificacdo
convencional
fenotipica em placas

Isolados com o mesiro perfil

s037 isolado
= |
>

u GYP36°C

028/ s026

o
™~
=

[T

-
3

s009/ s010/ s011/ s012/ s013/ s014/
s017/ s018/ s020/ s021/ s022/ s023/
s024/ s025/ s026/ s027

=)
o
[0

réplicaeidentificacdo | fisiologico
por Kurtzman e Fell
(1998)
n.a n.a
Debaryomyces aff.
hansenii S028/ 026
s009/ s010/ s011/ s012/ s013/ s014/
Debaryomyces s017/ s018/ s019/ s020/ s021/ s025/
hansenii s026/ s027/ s029/ s030/ s031/ s033/

s035/ s036

s002/ s003/ s004/ s008/ s015/ s016/
019/ s032/ s034

isolados de amostras de mangue n&o agrupadas pelatriagem.

néo agrupadas na
réplica

S004/ s008/ s015/ s016/ s019/ s022/
5024/ s032/ s034/

n.a. - ndo pode ser oservado grupo correspondente nos testes fisiol 6gicos.

n— sem imagem para os meio BILem com 0,1 e 0,05% de extrato de levedura.
* Meios diferencias. BIL — base de isolamento de levedura, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de glicose; CMA — agar, extrato de
milho; YCB uréa — base de fontes de carbono para levedura, uréia, fucsina; vb — verde de bromocresol, ml — maato 0,5%; em —
eosina e azul de metileno; GY P — glucose, extrato de levedura, peptona, agar. Para uma descricdo mais detal hada sobre referéncias,
COMPOSi¢ao e preparacdo destes meios ver NoS anexos.




5. DISCUSSAO

5.1. Diversidade de L evedurasem Cana-de-Acucar

O balanco hidrico climatoldgico € uma forma de monitorar 0 armazenamento da agua
no solo, indicando historicamente a oferta de agua durante o ano. Estas informagdes foram
utilizadas para orientar a época de coleta das amostras onde teriamos condi¢des contrastantes
de oferta de &gua. Para os dados meteorolégicos, @& informagbes s8o disponibilizadas em
tabelas para todos os parametros meteorol 6gicos e coletadas a cada hora pela estagcdo e ficam
disponiveis por 90 dias. Conforme dados do balancd hidrico da estacdo meteoroldgica
Ecologia Agricola - INMET, na regido da coleta, 0 més de setembro se caracteriza por ser o
final do periodo de déficit hidrico e 0 més de janeiro como a metade do periodo de excesso de
agua no solo. Os dados meteorol 6gicos do ano 2007/2008 da mesma estacdo, confirmaram a
tendéncia demonstrada pelos dados historicos. Na coleta de setembro de 2007 as plantas de
cana-de-acUicar apresentavam sinais de crescimento atrasado, diminuicdo da érea foliar total
em resposta ao longo periodo sem chuvas. Foi observada também a presenca apenas de raizes
secas até a profundidade amostrada. Em janeiro, o crescimento das plantas ainda se mostrava
bastante atrasado, mas houve aumento da érea foliar das plantas em relacdo ao periodo da
primeira coleta e raizes novas e ativas foram observadas e coletadas.

Neste trabalho foram assumidas as limitagdes do método de contagem em placa para
fornecer uma quantificagdo exata das popul agdes ativas presentes nas amostras. A quantidade
e a qualidade de nutrientes, a interacéo entre as populacdes e o proprio espaco fisico da placa
de Petri, limitam maiores extrapolacdes sobre a quantidade dos individuos. Ainda assim, para
comparacéo entre amostras e resumindo as conclusdes ao que pode ser observado, esta
metodologia foi vaida

As contagens das popul agdes de |evedura dos compartimentos de rizoplano e filoplano
foram maiores no periodo de coleta de janeiro de 2008 comparadas com as observadas em
setembro. Para 0s dois compartimentos elas aumentaram em uma ordem de grandeza. Estas
populacdes aumentaram quando houve um aumento da oferta de &gua no sistema. Porém, o
mesmo nao ocorreu na populacdo observada ro solo, esta se manteve estavel, indicando que
0s organismos diservados podem ter relacdo com a atividade metabdlica da planta e ndo
apenas simplesmente com a oferta de agua.

Para as contagens de fungos filamentosos ndo houve grandes alteracbes entre o
periodo de seca e o de chuva, pel os dados obtidos de contagem de UFC por grama de matéria
fresca (g*mf) nos compartimentos amostrados. Embora, tenha sido observada uma contagem
um pouco menor no periodo chuvoso. Possivelmente, esta diminui¢cdo na contagem ocorre
pela diminuicdo no nimero de esporos, devido a retomada do metabolismo observado no
sistema no periodo de chuva. Apesar da maior parte da biomassa de fungos filamentosos
estarem na forma de hifas espera-se que a maior quantidade de propagul os esteja nos esporos.
As contagens podem diminuir quando os fungos estéo ativos devido a menor investimento em
estruturas de reproducdo. Ciclos de crescimento vegetativo e esporulagdo acompahando o 0s
periodos de chuva e seca em cana-de-agucar séo conhecidos para Neurospora intermedia, um
fungo do Subfilo Pezyzomicotina (PANDIT e MAHESHWARI, 1996).

As maiores diferencas entre as popul agdes deste organismo estdo na comparagdo entre
os compartimentos. A populaco é sempre maior no rizoplano, na ordem de grandeza de 10°
por grama, ndo importando o periodo. No solo e no filoplano, a populacdo variou entre as
ordens de grandeza de 10° e 10* UFC . g'mf. Nas contagens das populacdes de fungos
filamentosos por plagueamento parte das colGnias pode ser originada de esporos. Portanto,
este tipo de contagem ndo expressa necessariamente a populacdo ativa deste organismo. Uma
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vez gue as hifas sdo a parte metabolicamente ativa, enquanto os esporos sdo considerados
estruturas e multiplicagcéo ou resisténcia. Para as leveduras, este tipo de contagem pode
fornecer nimeros mais redlistas sobre a populacéo ativa presente nas amostras, ainda que
algumas possam esporular e estar naforma de estruturas de resisténcia.

Os valores de contagem no meio BIL-em sdo ligeiramente mais baixos para os fungos
guando comparados aos valores obtidos nos outros meios. Para a contagem de leveduras em
alguns casos ele foi 0 melo em que se pdde obter as maiores contagens, como em rizoplano e
solo no periodo seco, porém, em outras amostras a contagem também foi a menor entre os
meios testados. Assim, percebe-se a influéncia dos corantes utilizados, da menor quantidade
de nutrientes organicos ou da acdo conjunta deste dois fatores presentes na composicao
meio BIL-em em comparacdo como YM e o PDA.

Resultado semelhante foi obtido por Carvalho (2007) ao utilizar o &cido benzdico na
concentracéo 0,01 % no meio BIL com xilose 0,5 % como fonte principal de carbono, nestas
condicdes nenhuma levedura pode ser isolada. Porém, quando neste mesmo trabalho foi
utilizado o meio BIL com glicose 0,5 % e &cido benzoico nas concentragbes de 0,01 e 0,1 %
para isolamento de leveduras de amostras de sedimento de mangue esta inibicdo néo foi
observada. A quantidade de espécies, obtidas com 0,1 % de &cido benzdico no meio, foi
baixa, mas puderam ser isolados Candida krusei e Kloeckera apis. No enriquecimento com
0,01 % puderam ser isoladas duas espécies, Candida rugosa e Candida robusta, que ndo
foram observadas nos demais meios de um conjunto de 8 meios de enriquecimento. Nos testes
de avaiacdo do rendimento dos meios (Tabela 26), do enriquecimento com 0,1 % de acido
benzoico pode ser observado poucos tipos de colénias. Mesmo assim este meio foi escolhido
por possuir um agente inibitério que poderia permitir o crescimento de populacbes de
leveduras resistentes a compostos fendlicos. Na estratégia de isolamento utilizada nesta tese
este melo renderia poucas culturas, mas ter-se-ia mais chances de isolar organismos
diferentes. Porém, nenhuma cultura de levedura foi obtida com esta estratégia.

Ainda assm, as utilizagdes do écido benzoéico 0,1 % em meio BIL com 0,5 % de
glicose nos testes de meio desta tese e por Carvalho (2007) indicam que as leveduras podem
crescer nesta concentragdo, ndo sendo este 0 motivo para ndo ter sido observado leveduras
nas duas coletas do estudo em cana-de-aclcar. Uma explicacdo para isto seria um g uste
ineficiente do pH. Carvalho (2007) observou que, na inibicdo de leveduras, por &cido
benzbico e outros &cidos organicos, para uma mesma concentracdo do inibidor a inibicdo era
mais intensa nos valores mais baixos de pH. Para o acido benzdico na concentracdo de 0,1%
no meio de cultura, variacbes de 0,5 unidade de pH sdo suficientes para promover grande
variagdo na resposta. Entre os valores de 4,5, 5,0 e 5,5 foram obtidas as maiores diferengas,
das 87 estirpes testadas, respectivamente 85, 74 e 42 ndo formaram col6nia. E possivel que
uma observacdo ndo cuidadosa do valor de pH do meio de enriquecimento com é&cido
benzdico tenha promovido a inibicdo das leveduras. Para o &cido propidnico Carvalho (2007)
obteve resultados similares mas em menor intensidade.

Os demais meios utilizados nesta tese tiveram o rendimento satisfatorio e de acordo
com 0 que havia sido obtido anteriormente nos testes de meios. Os meios solidos
apresentaram grande crescimento de fungos filamentosos embora 0 meio BIL-em tenha
demonstrado uma relativa capacidade de retardar este crescimento. Como, neste meio, o
crescimento micelial estava menor foi feita a opcéo de realizar iniciamente os isolamentos
nos outros dois meios, e iniciar o isolamento no BIL-em posteriormente, quando j& tivesse
sido realizado pelo menos uma parte dos outros meios, onde havia um vigoroso crescimento
micelial. Porém, ndo foi possivel retomar os isolamentos do meio BIL-em devido ao volume
de trabalho gerado pelos demais isolamentos e suas purificagdes. Na segunda coleta,
isolamentos neste meio sO foram realizados quando os nimeros de isolados dos demais meios
solidos foram baixos.
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Ainda é necessario realizar outros testes para atribuir mais confianca aos dados de
assimilacéo obtidos utilizando o meio BIL (CARVALHO, 2007) como base para testes de
assimilagéo e o carimbo de 96 pinos como inoculador. Mas, para a discussao desta tese para
0s testes iniciais de assimilagdo de xilose, maltose, lactose e mio-inositol foi assumido 10 %
de probabilidade de erro. Uma vez que o corante utilizado na formulagdo do meio para o teste
DBB-urease ndo se mostrou adeguado, ndo foi possivel diferenciar os isolados pertencentes
aos Ascomicetos e aos Basideomicetos nesta etapa, as caracteristicas gerais dos isolados
serviram com uma indicagdo de que a maior parte dos isolados de filoplano possuem
caracteristicas das leveduras basideomicéticas enquanto a maior parte dos isolados de
rizoplano apresentam caracteristicas das leveduras ascomicéticas (Tabela 16 e Figura 8).

O teste de atividade micocinogénica foi preliminar ndo sendo efetuado um gjuste dos
estado de crescimento das culturas inoculadas com a cultura avo. O crescimento da cultura
alvo estava em fase exponencial quando foi aplicado na placa para a formagdo do “tapete” de
células alvo, porém as culturas testadas vieram dos tubos de fermentacdo em estado
estacion&rio de crescimento. Para verificar a expressdo desta caracteristica o ideal é que as
condicdes de crescimento das culturas estejam equiparadas e em fase exponencial. Portanto, é
possivel que hagja mais culturas com esta atividade nesta colecdo, que ndo puderam ser
detectados pelas condi¢des utilizadas. Como por exemplo para Williopsis saturnus, espécie
gue comumente apresenta atividade micocinogéncia e que, os idolados obtidos pertencenetes
a esta espécie foram negativos para esta caracteristica no teste realizado. Nestas condicdes os
isolados que apresentaram atividade micocinogénica representaram 5% do total de culturas
obtidas. Esse valor € menor do que o observado por Stumm et a. (1977) em levantamento
focalizado para o estudo desta caracteristica em amostras ambientais (frutos, flores e solos),
onde foi encontrada proporcdo de 17% de isolados micocinogénicos entre as leveduras
isoladas Porém, Vital et a. (2002) em solos da regido amazonica, encontraram esta atividade
em apenas 2,5% de um total de 240 isolados.

As andlises dos dados presentes na tabela 18 levaram em consideracdo as
caracteristicas dos dois tipos de isolamento, espalhamento em placa e enriquecimento. De
forma que, para uma determinada amostra, o taxon observado, apenas em isolamento de
enriquecimento, mas ndo no de espalhamento em placa foi considerado como presente na
amostra, porém com populacdo reduzida. A frequéncia dos téxons nos dois protocolos de
isolamento foi utilizada parainferir adominancia. Neste experimento isto pode ser observado
em especia para os tdxons de ascomicetos, em diversas amostras especies deste grupo sé ou
preferencidmente apareceram através de enriquecimento, demosntrando um possivel
favorecimento nos isolamentos de ascomicetos pelo uso destes meios.

Os taxons que estavam presentes na amostra, observados no espalhamento em placa,
mas ndo apareceram nos enriquecimentos, foram consideradas populacdes inibidas por este
protocolo e foram distinguidos dois grupos em que isto acontecia. Um grupo, formado pelos
taxons que, independente da amostra e periodo, ndo apareceram ou raramente apareceram nos
enriquecimento, mas foram isolados por espalhamento em placa. Entre estes estédo C. aff.
azyma, C. incommunis, B. aff. coprosmaensis, C. gilvescens, C. podzolicus, C. flavus, O.
externus, R. marina., R. aff. marina, P. aff. pruni, P. jguensis, Prototheca wickerhamii e
diversos taxons de Cryptococcus e Pseudozyma ndo identificados. Se estes taxons aparecem
na placa com 100 pL de in6culo e ndo se pode recupera-los nos enriquecimentos, aonde foi
aplicado 1 ml, entdo, definitivamente, estas espécies ndo foram capazes de estabelecer
populagdes nos enriquecimentos utilizados.

O segundo grupo é formado por taxons que foram isolados tanto por espalhamento em
placa quanto por enriquecimento, mas que em algumas amostras so foram observados a partir
do espalhamento. Os exemplos em ascomicetos sdo os isolamentos de C. aff. tsuchiyae em
raiz e solo no periodo Umido, e C. aff. colliculosa no solo, no periodo seco. Para os
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basidiomicetos embora tenha ocorrido em alguns poucos taxons esta mais explicito para T.
aff. globispora para as amosras de raiz e solo no periodod imido. A observagdo destes dados
leva a questionamentos como: se 0 taxon esta presente na amostra, isolado em placa, e
também pode ser isolado por enriquecimento em outra amostra, demonstrando que ndo havia
uma impossibilidade intrinseca do meio de cultura para que este tdxon estabelecesse sua
populacdo, entdo, por que em algumas amostras ndo pode se estabel ecer nos enriqueci mentos?
O que poderiaimpedir o crescimento, neste meio, em algumas amostras e em outras nao?

Uma explicagdo possivel para esta observagdo seria um aumento na competicéo entre
as espécies  presentes na amostra do periodo Umido, uma vez que neste periodo pode ser
observado um maior nimero de taxons. Ou, a presenca de determinada espécie na amostra o
gue poderia indicar uma competicdo especifica. Dos taxons presentes nas amostras em que
isto acontecey, e que ndo estavam nas demais amostras onde por enriguecimento puderam ser
obtidos C. aff. tsuchiyae e T. aff. globispora, foi conseguido mapear a presenca dos taxons de
W. saturnus C. krusei em raiz e solo, e T. globosa apenas em solo. Estes poderiam inibir as
espécies anteriores. Porém, testes de inibico diretos entre os isolados devem ser realizados
para definir melhor se este tipo de inibicdo aconteceu Natabela 18 ndo se pode ter a idéia
correta sobre esta interagdo, pois os dados das repeticbes ndo estdo separados e este estudo
deve ser feito para cada repeticao das amostragens onde isto foi observado.

A seguir é feita a descricdo das comunidades de leveduras encontradas:

a) No solo:

Os taxons dominantes encontrados em pelo menos trés amostras de solo no periodo
seco foram C. podzolicus, C. laurentii, P. caribbica, T. globosa e Pseudozyma sp. 3 Os
comuns, isto € os que apareceram em metade das amostras, foram L. aff. decumbens, C. aff.
laurentii e Cryptococcus sp. 3. Mais 14 tédxons apareceram nesta amostragem em baixa
freqiéncia, apenas uma vez, sendo nove de basideomicetos, quatro de ascomicetos e um de
Prototheca wickerhamii. Com relacdo ao solo no periodo chuvoso foi verificada a presenca
dos mesmos tédxons dominantes do periodo seco com excecdo de C. laurentii e C. aff.
laurentii que a frequéncia apareceu diminuida ou sb foram isolados do enriquecimento. No
periodo Umido pode ser observado uma diminuicdo no nimero de taxons em relacéo ao
periodo seco, em que vale destacar que esta dimuic¢do ocorreu nos isolamentos efetuados em
placa mas ndo nos de enriquecimento. Esta maior dimuigdo foi basicamente dos taxons de
basidiomicetos que passaram de 26 no periodo seco para 13 na época da chuva.

Os téxons basideomicéticos encontrados no solo estdo de acordo com o que
normalmente é descrito na literatura (Tabela 2). Leveduras do género Cryptococcus sdo
freglientemente encontradas em solo. C. podzolicus foi encontrado por Bab'eva e Reshetova
(1975) em floresta e por Maksimova e Chernov (2004) em solo de varzea. Ainda mais
freqlientemente isolados de solo, sdo as espécies de C. abidus e C. laurertii (ver Tabela 2).
C. albidus ndo foi identificado entre os isolados, mas C. laurentti e uma outra espécie similar,
C. aff. laurentii, foram dominantes nas amostras de solo de cana-de-acUcar. Porém esta € a
primeira vez que o taxon ascomicético Torulaspora globosa aparece como dominante em
amostras de solo. Leveduras deste género sdo isoladas de solo com relativa frequéncia mas
nunca aparem como organismos dominantes. Para os taxons menos frequentes encontrados
nas amostras de solo, vale destacar W. saturnus, C. aff. tsuchiyae e T. aff. globispora nos dois
periodos e C. aff. coliculosa, L. aff. decumbens e E. spnifera nas amostras de setembro.

W. saturnus foi relatado como dominante em solo de plantas cultivadas
(KVASNIKOQV et al., 1975). Em solo, T. delbrueckii, teleomorfo de C. colliculosa, ja foi
reportado em média frequéncia no semi-arido argentino (TORO et al., 2005), fregliente por
Zambrano e Casas-Campillo (1959) em é&rea tropical e sub-tropical do México, e também
como frequente por Capriotti (1962) em solo sub-tropical nos EUA e em regido de ata
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latitude no Alaska (CAPRIOTTI, 1967). Nestes dois estudos Capriotti utilizou
enriquecimento com concentracfes de aclcar gjustada para 20%. Estas condigdes foram
diferentes das utilizadas nos enriquecimento nesta tese, e este organismo so pode ser isolado
em espal hamento em placa da amostra de solo. Espécies de fungos do género Coniochaeta e
seus anamorfos Lecythophora sdo encontrados em amostras de solo e associados a plantas ou
partes de vegetais em diversos estados de decomposicdo considerados (ROMERO et al.,
1999; WEBER, 2002). Apesar de serem estudados por micologistas, as colbnias de
Lecythophora ndo sdo muito filamentosas, raramente produzem hifas aéreas, e possuem
aspecto mucdide (ver anexo tabela 5), caracteristica macroscopicas que podem confundi-las
com colOnias de leveduras mais filamentosas. Weber (2002) ressalta que os os conideos de
Lecythophora podem formar conideos secundérios por brotamento o que dificulta mais ainda
a separacao entre os termos levedura e fungo filamentoso.

b) No rizoplano:

Os organismos encontrados no rizoplano em sua maioria sdo ascomicetos tanto em
rigueza como em dominancia e isto foi mais evidente quando se passou do periodo seco para
0 Umido. Os téxons dundantes no periodo seco foram C. laurentii, C. podzolicus e P.
caribbica.. No periodo Umido os taxons C. aff. azyma, C. cf. sorbophila, P. caribbica
passaram a dividir a dominancia, ao passo que foi observado uma diminuicdo da dominancia
de C. podzolicus e C. laurentii. Também, como tédxons comuns, em setembro, foram
encontrados A. pullulans, C. aff. azyma, B. aff. coprosmaensis e C. aff. laurentii. Desses
taxons apenas C. aff. azyma ndo tem a sua populagdo diminuida na época de chuvas. C.
laurentii, C. podzolicus e O. aff. externus, dém de Prothoteca wickerhamii, aparecem em
duas das quatro amostras de raiz do periodo de chuva.

Como téxons que SO apareceram em uma amostra nos dois periodos temos W.
saturnus, C. flavescens, C. aff. laurentii, T. aff. globispora, P. jejuensis e Basidiomiceto sp. 4.
Em comparacdo aos demais compartimentos estudados, o rizoplano demonstrou a maior
alteracdo da estrutura das populagBes de leveduras encontradas durante os dois periodos
amostrados. No periodo de seca houve dominio dos téaxons de afinidade basidiomicética
enguanto que no periodo de chuvas houve um equilibrio entre a riqueza de taxons encontrados
e uma maior frequencia dos tdxons ascomicéticos.

c¢) No filoplano:

Este compartimento foi 0 que apresentou maior nimero de taxons nos dois periodos
com predominio de taxons basideomicéticos e a relacdo dominancia deste grupo em relagéo
aos ascomicetos aumentou do periodo seco para o periodo Umido, tanto na riqueza quanto na
frequencia de taxons. Os taxons mais abundantes no periodo seco foram A. pullulans, B. aff.
coprosmaensis, C. cellulolyticus e P. aff. pruni. No periodo Umido, a dominancia destes
taxons na comunidade passou a ser dividida com diversas espécies do clado Pseudozyma,
Pichia caribbica, C. aff. gilvescens e C. flavus. Porém, os taxons C. cellulolyticus e B. aff.
coprosmaensis sdo encontrados em apenas uma amostra no perido de chuva. Ainda, como
taxons comuns, foram observados C. nemorosus e R. marina nos dois periodos, P. caribbica,
C. aff. luteolus, Cryptococcus sp. 5 somente no periodo seco.

Das espécies ascomicéticas apenas P. caribbica e A. pullulans foram observadas
fregUentemente nas amostras de filoplano. Robbs et a. (1989) verificou 0 mesmo fendbmeno
para C. guilliermondii em plantio convencional de abacaxi. Sendo que P. caribbica e C.
guilliermondii possuem caracteristicas fisiolodgicas semelhantes. C. sorbophila foi observada
em duas amostras no periodo seco e em uma no periodo umido. C. bentonensis e R aff.
spherocarpum foram observados apenas uma vez nos dois periodos. Os demais taxons
presentes no filoplano foram observados apenas uma vez e em apenas uma coleta.



Os dados da literatura sobre leveduras em rizoplano ou rizosfera sdo limitados como ja
relatado na revisdo redlizada para esta tese. As informagdes no artigo de Kvasnikov et al.
(1975) indicam gue em rizosfera foi encontrado dominéncia de C. laurentii, C. albidus e W.
saturnus em plantas agricolas e T. cutaneum, Debaryomyces spp., Hanseniaspora
guilliermondii (=apiculata) e Metschnkovia pulcherrima em plantas silvestres. Mas, com
excecdo de Debaryomyces spp., estas espécies também estavam dominando o filoplano
juntamente com Rhodotorula spp.. Ndo foi possivel compreender como foram feitos os
isolamentos e as demais condic¢des do estudo (artigo em russo), nem a discussao incitada por
estes resultados, mas as popul agdes dominantes encontradas na rizosfera de plantas silvestres,
de acordo com os dados das estirpes tipos depositadas no CBS, sdo fermentativas. Apenas
para Debaryomyces spp. ndo se pode ter maiores indicacOes sobre esta caracteristica pois
muitas estirpes, isoladas de clima temperado, ndo demonstram esta capacidade, que € comum
nos isolados deste género de climatropical (HAGLER, comunicacdo pessoal).

Os resultados obtidos nesta tese, com relacdo a dominancia das leveduras
ascomicéticas fermentativas, mas ndo com relagdo a diferenca entre as populaces de
filoplano e rizoplano estdo de acordo com as informagdes em Kvasnikov et al. (1975)
realizado em espécies de plantas silvestres na Ucrénia. Os autores russos foram os que mais se
dedicaram ao estudo de leveduras nas raizes de plantas e as informagdes, as quais se pode ter
acesso através da revisdo de Bab'eva e Chernov (1995), sdo: “... the species composition of
yeast population in organic horizonts (de solo) and on roots is similar to that in litter or
epiphyte complexes.” O conceito de complexos de espécies de leveduras a que esta revisdo se
refere e a distingdo entre eles estd baseada mais na preval éncia de espécies com caracteristicas
correspondentes, do que no substrato em que elas podem ser encontradas. Desta forma,
variando a regido as espécies podem mudar, mas a ocupacdo do substrato sera feita por
espécies correspondentes (que desempenhem a mesma fungéo).

Na frase citada os autores estéo relacionando as popul agdes encontradas em raizes aos
dois complexos, epifiticos e do folhedo. Na revisdo de literatura desta tese, em que o texto de
Bab’'eva e Chernov (1995) foi citado diversas vezes, esta a descricdo dos autores para as
caracteristicas dos organismos dos complexos das populaces fitobiontes e do folhedo.
Embora, neste conceito, sgja admitido que espécies de um complexo possam ser encontradas
em nos demais complexos, pois ndo € uma idéia de estrutura populacional fechada. As
espécies caracteristicas do complexo epifitico sdo C. laurentii e Sporobolomyces roseus e
outras dos géneros Cryptococcus e Rhodotorula. Pela diversidade de ambientes epifiticos este
complexo admite uma grande variedade de espécies menos freqlientes. Para 0 complexo do
folhedo h&d uma mistura de espécies sendo a mais freqliente o G. pullulans, neste complexo
tanto pode ter espécie do complexo epifitico, acima citadas, quanto do complexo do solo
(género Cryptococcus).

Estranhamente, esta excelente revisdo ndo inclui os trabalhos do grupo ucraniano, com
suas leveduras ascomicéticas fermentativas dividindo a dominéncia do rizoplano com
espécies do género Cryptococcus e Trichosporum. Azeredo et al. (1998) apesar de ter
encontrado uma dominancia basideomicética nas amostras de rizosfera de cana-de-agUcar,
relatou gque entre as leveduras ascomicéticas encontradas havia a dominancia de D. hansenii, e
diversas espécies menos freqlientes, a maioria com apenas um isolamento, Candida azyma,
Candida diddensiae-like, C. maltosa, P. guilliermondii, S. cerevisiae e T. delbrueckii. Destas
seis espécies menos frequentes observadas por Azeredo et a. (1998) quatro possuem
metabolismo fermentativo de acordo com dados de suas estirpes tipos, dém de D. hansenaii
j& abordado anteriormente. Nesta tese os resultados mostraram uma dominancia de P.
caribbica, C.aff. azyma e C. cf. sorbophila e a presenca de diversas espécies menos freqiientes
com metabolismo fermentativo (Tabela 18 e Tabela 19) no periodo Umido houve um aumento



de taxons ascomicéticos, mais quatro, € um aumento na dominancia de 15 para 22 com estas
caracteristicas, em relagdo ao periodo seco.

A estrutura da populacéo de leveduras descrita por Azeredo et al. (1998) foi diferente
da encontrada nesta tese. Os autores observaram uma dominancia de leveduras
basideomicéticas em rizosfera para um plantio convencional de cana-de-aglcar. O clima da
regido é semelhante ao da Baixada Fluminense onde fica situado o SIPA, com verdo imido e
inverno seco e o periodo de coleta nos dois trabalhos abrange as situactes de seca e oferta de
&ua. Os dois estudos foram semelhantes, mas ainda assim, a estrutura das populagdes
descritas, dominancia e mesmo os tédxons foram diferentes.

O que poderia ter contribuido para estas diferencas entre os dois estudos foram as
seguintes causas. a) 0 solo do experimento em Campos € mais argiloso em comparagdo ao do
SIPA, embora ndo haja nehum trabalho com leveduras neste sentido, para bactérias varios
estudos indicam que o tipo de solo é um fator importante e as vezes primordial para
determinacéo das espécies presentes; b) Sistema de plantio: o primeiro realizado em sistema
de plantio convencional com irrigacdo, adubacdo quimica com NPK® e por aplicacdo de
compostagem dos residuos da indUstria alcooeira e, este, em sistema organico com poucos
tratos culturais e sem irrigacdo. Além disso, Azeredo et a. (1998) estudaram amostras de
rizosfera e as amostras de raizes ndo foram lavadas antes da extragcdo das células, indicando
gue leveduras presentes no solo poderiam participar das populagdes atribuidas a raiz. Nesta
tese, foi realizada amostragem de rizoplano e efetuada a lavagem das raizes para remocéo de
particulas de terra com o objetivo de diminuir a interferéncia das populaces do solo. No
estudo de Azeredo et al. (1998) n&o foi realizada amostragem no solo o que contribuiria para
o0 entendimento da populagcdo basi deomi cética presente nas amostras de rizosfera.

Apesar da pegquena quantidade de estudos redizados para a determinagéo da
diversidade de leveduras no rizoplano utilizando técnicas moleculares. Elas revelaram a
presenca de espécies diferentes das encontradas nos estudos de isolamento e cultivo (Tabela
4). Mas em sua maioria foram organismos basideomicetos, e nenhum foi capaz de revelar a
presenca de espécies de leveduras ascomicéticas com caracteristicas de metabolismo similares
as encontradas nesta tese e nos dois trabalhos citados anteriormente. Até agora estas técnicas
parecem ser insensivels a estas popul agdes (Tabela 4).

As espécies ascomicéticas dominantes do rizoplano encontradas nesta tese e nos
trabalhos de Kvasnikov et a. (1975) e de Azeredo et a (1998) ndo pertencem aos complexos
epifiticos e do folhedo, quando se aplica o conceito de complexo de espécie utilizado por
Bab'eva e Chernov (1995). As caracteristicas fisiologicas indicam que estas espécies sdo
semelhantes as de outro complexo de espécie citado pelos autores, os humidobiontes. Estes
ocupam ambientes Umidos com nutrientes acessiveis e em concentracdes relativamente altas.
Os ambientes naturais ocupados por estas espécies sdo néctar de flores, interior de frutos,
partes de plantas suculentas e exsudados de arvores. Estes ambientes e as espécies que 0s
ocupam tem sido foco de diversos trabalhos ecoldgicos. E possivel que as raizes possam
também fornecer condigdes para a manutencdo de populacdes de espécies do complexo dos
humidobiontes.

As identificacOes redlizadas neste estudo demostraram que a V&ios organismos
encontrados ndo puderam ser atribuidos a espécies conhecidas. Assm como as identificacoes
convencional de alguns organismos encontrados neste estudo sdo aproximagdes, devido a
caréncia de dados morfologicos ou a diferenca do perfil fisioldgico encontrado que pudesse
ser encaixado com os perfis das espécies conhecidas. As andlises com dados de
seguenciamento também demonstraram que muito dos organismos obtidos podem pertencer a
espécies novas e alguns a clados distintos dos que sdo conhecidos atualmente. Por exemplo,

8 NPK —si glaparaacomposicao de nutrientes em fettilizante contendo nitrogénio(N), fésforo (P) e potassio (K).
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os isolados identificados como C. aff. drosophilae, indicaram uma distancia entre estas
culturas e suas identificagbes convencionais e pela andlise da seqiiéncia da regido D1D2,

indicou como sequiéncia mais proxima a de C. drosophilae com 87 % de similaridade (Tabela
4, anexos). Embora ndo hga valores padronizados de smilaridade para se considerar os
organismos como pertencentes a um mesmo clado filogenético, um organismo cuja seqiéncia
mais proxima esté a 87 % de similaridade é considerado altamente divergente em relacéo as
demais espécies conhecidas. Para leveduras, Kurtzman e Robnett (1998) estabeleceram o
valor de 99% de similaridade do dominio D1-D2 do LSU-rRNA como o minimo para se
considerar que 0s organiSmos Sao pertencentes a mesma espécie.

Nas andlises filogenéticas redlizadas para os isolados de ascomicetos e de
basidiomicetos, respectivamente figuras 10 e 11, também pode-se observar que muitos
isolados possuem sequencias bastantes divergentes das especies conhecidas. Mais de 40 %
das espécies obtidas tiveram sequencias com menos de 99% de similaridade com sequencias
de culturas typo de espécies conhecidas. Mesmo para 0s isolados com sequencias menos
divergentes, poucos foram 0s que tiveram sequencias idénticas as das estipes typo (Tabela 4,
anexos). Uma certa divergéncia entre as sequencias de uma mesma espécie € esperado
considerando a variagdo genética que ela apresenta e a diferenca entre popul agdes af astadas. E
uma vez que a maior parte das espécies conhecidas foi descrita utilizando isolados do
hemisfério norte ou de clima temperado € provavel que os isolados obtidos em outras regifes
ou ambientes distintos apresentem esta divergéncia.

Alguns isolados apresentaram sequencias 100% similares as da estipe tipo das
espécies, sendo: um isolado de C. bentonensis, dois isolados de C. cellulolyticus, dois isolado
de C. laurentii, quatro isolados de P. caribbica, umisolado de P. kudriavzevii (I. orientalis) e
um isolado de Z. meyerae. De acordo com as informagdes no site do CBS (ROBERT et a.,
2008) ou do NRRL (USDA/ARS, 2009) respectivamente EUA, Japdo, Congo, Cuba, Russia e
ChinalGrécia foram os locais de isolamento das estirpes typo destas espécies. Sendo que para
Z. meyerae um isolado da China e outro da Grécia foram utilizados para descrever a espécie
apos o cruzamento e formacao de esporos.



5.2. Otimizagdo das Condic¢oes de Extracao e da Reacdo de Amplificacéo

5.2.1. Extracéo de acidos nuclécos

Todas as condicdes testadas para a extragao de acido nucleicos resultaram em material
gendmico de boa qualidade para as amplificagdes posteriores das regides D1-D2 (Figura 12B)
e ITS (Figura 12C). As diferentes condicdes testadas de volume da solucéo de lise celular e
complementagdo do volume com &gua mostraram ndo haver diferenca na qualidade dos
acidos nucléicos extraidos. Isto pode ser observado tanto pela eletroforese do material
extraido quanto pela posterior amplificagdo dos fragmentos estudados, D1D2 e ITS+D1D2.

5.2.2. Amplificagéo dos fragmentos

No trabalho desta tese todas as alteragdes redlizadas nas condicOes das reacdes de
amplificacdo foram com o objetivo de promover amplificacbes mais especificas, pelo
aumento da temperatura de anelamento, e evitar problemas de amplificagdo e dano ao molde
de &cido nucléico, evitando reacbes com numero desnecessario de ciclos. Uma vez que o0s
organismos seriam identificados por comparacdo das seqUéncias obtidas. Além disso, foi
necessario tornar o trabalho mais econdmico e prético, ao produzir um Unico fragmento que
servisse para 0 sequenciamento dasregites ITS e D1D2.

O iniciador ITSIf foi desenhado por Gardes e Bruns (1993) para promover a
amplificac8o especifica de acidos nucléicos de fungos em amostras contendo &cido nucléico
de outros organismos eucariotos. Nos experimentos 0s autores observaram que utilizando
ITS1f e ITSA (iniciador universal para eucariotos) foi possivel amplificar todos os fungos
testados, basideos ou ascomicetos, enquanto que amostras de materia vegeta eram
fracamente ou completamente ndo amplificadas. Por isto, o ITS1f é tido como especifico e
universal para fungos superiores (ANDERSON e CAIRNEY, 2004), e é amplarente
empregado nos estudos moleculares de diversidade de fungo, a partir da amplificacdo de
&cidos nucléicos extraido de amostras ambientais, com diversas técnicas como: DGGE’
(ANDERSON et a., 2003b), SSCP'® (ZACHOW et a., 2008), biblioteca de clones,
amplificacdo quantitativa (MANTER e VIVANCO, 2007; BROECKLING et al, 2008) e
diversos artigos utilizando T-RFLP*!, como apontado na revisio da utilizacdo desta técnica
em fungos feita por Avis et a. (2006).

Anderson et al. (2003a) verificaram em amostra de ®lo que os iniciadores mais
utilizados para o estudo molecular de fungos possibilitam amplificagGes tendenciosas. Entre
outros iniciadores, eles observaram que o par ITS1-1TS4 possui uma tendéncia a promover
amplificagbes de sequéncias de basideomicetos, se comparado a outros conjuntos testados.
Porém, ndo ha relato na literatura de problemas em amplificar material extraido a partir de
culturas de fungo utilizando este iniciador. Mas nos resultados desta tese foi observado que
reacOes com o iniciador ITS1f ndo foram capazes de amplificar a cultura ascomicética 398.
Embora, o material desta cultura tenha sido fortemente amplificado utilizando NL1-NL4 o
gue possibilitou sta identificacdo como filogeneticamente proxima a Candida drosophilae.

Outras culturas pertencentes a familia Saccharomycetaceae como a 835 (Candida cf.
famata), 848 (Candida cf. sorbophila) e 850 (Candida aff. azyma), também ndo puderam ser

° DGGE - Eletroforese em gel de gradiente desnaturante — permite a separacéo de fragmentos amplificados pela
diferenca da composicéo de suas seqiiéncias de bases.
10 35CP — Poliformismo conformacional de DNA em fita smples— permite a separacéo de fragmentos
amplificados pela diferenca estrutural dafita simples daregido amplificada.

L T-RFLP - Terminal- polimorfismo de tamanho de fragmento apds restricéo — permite a diferenciacéo precisa
dos tamanhos, por €eletroforese capilar, dos fragmentos gerados apds a digestdo com enzima de restri¢éo dos
amplicons gerados com iniciadores fluorescentes.



amplificadas utilizando IT1-NL4. A temperatura de anelamento da reacéo estava de acordo
com o reguerido pelos iniciadores e ndo foi realizado nenhum teste com estas culturas para
verificar se a ateracdo neste, ou em qualquer outra condicdo da reacdo, possibilitaria a
amplificacdo. Porém chamou a atencéo o fato de que, dentro de inlmeras amostras, algumas
culturas deste grupo ndo serem amplificadas. Gardes e Bruns (1993) quando desenharam o
ITS1f notaram haver uma transversdo (G -» C) na quarta base da regido 3' de anelamento
deste iniciador em S cerevisiae. Ao fazer uma busca em base de dados do gene 18S rRNA
(SSU) foi identificado que o sitio de anelamento do I TS1f apresenta esta variagdo em alguns
grupos de leveduras. A transversao observada por Gardnes e Bruns (1993) em S cerevisiae,
esta presente, também, em todas as espécies dos géneros Kluyveromyces, Kazackstania,
Zygosaccharomyces, Tetrapisispora, Dekkera, Arxiozyma, Brettanomyces e Saccharomyces, e
em algumas poucas espécies do género Candida. Todas as espécies sdo pertencentes ao clado
Saccharomycotina, entretanto nem todos o0s géneros deste clado apresentam esta alteracao.

Isso, por s SO ndo parece ser 0 problema, uma vez que os autores obtiveram
amplificagdes utilizando este par de primer para S cerevisae, com 0 mesmo protocolo
utilzado para outras espécies de fungos testadas. Nos resultados desta tese, vérios organismos
pertencentes a este Clado também foram amplificados, como Candida glabrata, Torulaspora
globosa, Pichia caribbica e Pichia fermentans. Indicando que o problema parece ser restrito a
um grupo de organismos, como os das espécies das culturas citadas anteriormente.

Nas sequencias presentes nas bases de dados, @ avaiar aregido de anelamento do
primer, para as espécies que ndo foram amplificadas, foi identificado que no clado de
Candida azyma exite uma transicdo (A -» C) na primeira base da regido 3" do sitio de
anelamento do ITS1f. Esta alteracdo aparece em todas as espécies dos géneros deste clado,
gue inclui, entre outras, as espécies C. azyma, C. drosophilae e C. sorbophila, identificadas
entre os isolados de cana-de-agUcar e que ndo conseguiram ser amplificados. AlteracBes nas
trés primeiras bases da regido 3° do sitio de anelamento de um primer pode causar 0 ndo
anelamento da polimerase durante a reacdo de amplificacdo. Acredita-se que tenha sido este 0
motivo para a ndo amplificagdo dos organismos isolados pertencente a este clado.
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5.3. Metodologia de | solamento

5.3.1. Testederesisténcia dasleveduras ao NaCl

A influéncia do sal no crescimento das culturas de levedura, ou a resisténcia a pressao
osmética, € um parametro de andlise taxonémica nas chaves de Barnett et al. (1990) e
Kurtzman e Fell (1998). A amostragem por espécie, neste experimento, € peguena sendo que
grande parte das espécies esta representada por apenas uma cultura. Mas podemos notar que
para as espécies Debaryomyces occidentalis, com oito culturas, e Kodamea ohmeri, com
quatro culturas, ndo houve variagdo do nivel de resisténcia. Para outras espécies a resisténcia
ficou em mais de um nivel. Ha considerével distribuicdo dos niveis de resisténcia e ndo foi
notada nenhuma tendéncia a resisténcia ou a suscetibilidade para qualquer concentracéo de
NaCl entre as espécies, géneros e grupos testados.

Ao comparar a resisténcia das culturas pertencentes a colegdo do laboratério com as
das culturas isoladas de uma érea de restinga, observouse que as culturas da colecéo eram
menos tolerantes ao sal (Figura 16). Esta diferenca foi mais evidente no tratamento com 10%
de NaCl. Enquanto, apenas 28 % das culturas da colegdo foram resistentes a esta concentragéo
de NaCl, nas culturas de restinga foi observado 72 % de resisténcia.

Possivelmente, os motivos para esta diferenca sdo as caraceristicas b ambiente de
origem das culturas (GARCIA, 2007). Elas foram isoladas de amostras de um ambiente de
influncia da salinidade do mar e que possui alternancia de periodos secos e Umidos. Neste
ambiente é de se esperar que hagja selecéo dos individuos mais resistentes ao estresse salino.
Outro fator, de menor importancia gue pode ter contribuido para esta diferenca, € o fato das
culturas da colegdo estarem a vérios anos sendo mantidas em condi¢cBes de laboratdrio,
enquanto gue as culturas novas foram recentemente isoladas e ainda expressam ou expressam
de forma mais intensa suas respostas a situagoes de estresse.

Os resultados dos testes de resistércia das culturas de leveduras demonstraram que
concentractes de 3 % de NaCl ndo implicariam em perda da diversidade amostrada, caso
fosse utilizada em composicdes de meios de isolamento. Apesar do aumento da concentracéo
aé 6 % impedir o crescimento de quase 10 % das culturas amostradas, esta perda é
provavelmente muito menor do que as perdas estimadas com o crescimento micelial durante
os isolamentos de leveduras.

A resisténcia demonstrada pelas culturas de leveduras testadas orientou a utilizacéo da
concentracdo de 6% de NaCl como limite méximo para os testes iniciais em experimentos de
inibicdo do crescimento de fungo filamentosos. Nesta concentragdo haveria poucainibicéo do
crescimento das col6nias de leveduras durante o isolamento. Foram realizados alguns testes
iniciais utilizando NaCl e filtragdo da extracdo de células, para respectivamente, inibir o
crescimento e permitir aretirada seletiva dos fungos filamentosos.

5.3.2. Inibicdo do crescimento de fungos filamentosos por NaCl e filtragem

No primeiro experimento realizado, foi observado também gque o nimero de colénias
de fungos ndo € um pardmetro adequado para analisar a inibicdo do crescimento destes
organismos em placa de Petri. A medida que as coldnias ficam menores, pela agio do NaCl, a
competicdo pelos nutrientes diminui e é possivel contar um maior nimero delas. Desta forma
ndo foi realizada a andlise dos dados da relagdo entre UFC de fungos filamentosos e de
leveduras. Utilizando este parametro neste experimento levaria a uma falsa concluséo de que
o0 sal gjudaria o desenvolvimento do fungo ou aumentaria o nimero de col6nias. Nafigura 17,
nota-se que é exatamente ao contrario. No tratamento sem NaCl (0 %) o desenvolvimento das
coldnias de fungos filamentosos é abundante e em 72 horas quase toda a superficie da placa
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esta tomada pelo crescimento micelial, impedindo a contagem de novas coldnias tanto de
levedura quanto dos fungos filamentosos.

Esta situacdo dificulta o isolamento das leveduras porque as coldnias séo rapidamente
recobertas pelas hifas e a0 se passar para uma nova placa, os fungos filamentosos iréo
novamente se desenvolver. As placas com 10 mg de solo tiveram sua superficie recoberta
pelo crescimento dos fungos com apenas trés dias de crescimento para o tratamento sem sal,
seis dias para o tratamento com 3 e 4 % e oito dias para os tratamento com 5 e 6 %. Apesar de
na Andlise de Variancia ndo ter sido demonstrado diferenca significativa de UFC . g*mf entre
o0s tratamentos e entre estes e 0 controle sem sal, nas duas diluic¢des analisadas. Os dados de
UFC . g*'mf de leveduras foram muito baixos, prejudicando qualquer inferéncia estatistica
sobre estes dados. Mesmo assim, eles serviram para estimar a quantidade de leveduras
presentes no solo estudado que esta na ordem de 10° células . g de solo.

O experimento de inibicdo dos fungos filamentosos por NaCl em meio de isolamento
para leveduras mostrou que, para o solo testado, as quantidades que poderiam ser utilizadas
para a inoculagdo, a fim de se obter uma contagem entre 10 e 200 colonias foramde 1 e 10
mg de solo por placa de Petri de 10 cm de diametro.

Nas concentraces testadas o NaCl aparentemente ndo tem efeito na quantidade de
col6nias de fungos filamentosos e de leveduras que aparecem no meio de isolamento, porém o
crescimento micelial vigoroso que se observa quando ndo se utiliza NaCl é bastante
diminuido na presenca do sal. Embora, os resultados tivessem indicado a utilizagdo de NaCl
nos meios para o isolamento de leveduras de solo foram necessérios outros experimentos para
gue melhor se quantifique esta inibicdo. Principalmente no que se refere ao parametro
avaliado, uma vez que a contagem das unidades formadoras de coldnias (UFC . g'mf) se
mostrou ineficiente. O pardmetro gque pareceu mais razoavel de ser quantificado nos
experimentos seguintes foi a porcentagem de ocupacdo da area da placa de Petri pelas
colOnias de fungos filamentosos.

No extenso trabalho de Tresner e Hayes (1971) com 770 espécies de fungos de
ambiente terrestre, onde das 975 estirpes testadas a maioria era resistente a 10 % de NaCl,
ficou demonstrado a grande tolerancia destes organismos ao sal. Sendo excecéo as estirpes de
Basidiomicetos em que mais de 90 % das estirpes testadas ndo suportaram 5 % do sal e as que
resistiram a 10 % de NaCl, pouco mais de 1 % do total, foram isoladas de ambientes
marinhos. Embora o estudo demonstre a grande tolerancia dos fungos de ambiente terrestre ao
sal, ndo ha nenhum dado sobre a influéncia no crescimento das col6nias, pois os testes foram
realizados em tubo de ensaio com meio solido inclinado e era considerada resistente a cultura
gue em 10 dias a 24 °C conseguisse desenvolver coldnia no meio, ndo importando o tamanho.
A grande modificagdo que o sa promove no desenvolvimento da maioria dos fungos
filamentosos € a velocidade em que as colbnias se desenvolvem e conseguem cobrir a
superficie do meio. Isto pode ser observado na figura 17 e confirmado nos dados da tabela 21.

Nos experimentos de inibicéo também foi observado que os varios tipos de col6nias de
fungos filamentosos estavam presentes em todas as concentragdes de NaCl e filtragem
testadas, demonstrando que independente do sal o fungo consegue se desenvolver. Alguns
fungos filamentosos foram isolados das placas para identificacdo das espécies. Foram
escol hidas as coldnias que apresentavam crescimento abundante e dificultariam o isolamento
das leveduras. Os isolados foram identificados pelo Prof. Marcelo Fraga do Nucleo de
Pesquisas Micoldgicas e Micotoxicologicas da UFRRJ como pertencentes as espécies
Aspergillus japonicum, Fusarium oxiosporum, Trichoderma aureoviride e Trichoderma
harzianum.

Nos dois experimentos de utilizagdo da filtragem pode ser observado que o
crescimento das hifas € reduzido pelo procedimento de filtragem com papel e adicdo de NaCl
a0 meio de isolamento. Apesar  teste de médias de Tukey ndo indicar significativa a
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diferenca entre a filtragem com papel e a néo filtragem. A utilizacdo da malha de metal, com
poro de 34 um, ndo foi eficiente na redugdo do crescimento das hifas. Os valores de ocupacéo
deste tratamento séo proximos aos valores do tratamento sem filtracdo. A utilizac&o conjunta
dafiltragem com papel e do NaCl obteve valores de ocupacao significativamente mais baixos
em relacdo aos tratamentos controles (Tabela 22 e Tabela 23) e um efeito de interagéo entre
estes dois fatores no experimento que foi incubado por 120 h (Tabela 22). Esta combinacéo se
mostrou interessante, pois consegue inibir o crescimento dos fungos filamentosos por mais
tempo permitindo o isolamento de leveduras de crescimento mais lento.

Quando foi avaiada a utilizagdo conjunta de NaCl e corantes, na composi¢do do meio
BlL-agar, para inibir o crescimento dos fungos filamentoso houve uma inibicdo intensa de
gualquer crescimento nas placas. Mesmo na concentragdo mais baixa do sal, 1 %, o
crescimento apds 120 h foi minimo. A utilizacdo de NaCl e dos corantes nas concentracfes
testadas ndo € recomendada na composi¢cdo de meio de isolamento para leveduras.

5.3.3. Testede meiosde cultura paraisolamento

O esperado para as contagens da extracdo e de sua diluicdo éda ordem de uma
diferenca de 10 vezes, isto foi observado claramente apenas nos meios BIL-pr, BIL-Ice YM-s
(Tabela 21). Nos demais a contagem das col6nias de 1 mg de solo eram pelo menos o dobro
do esperado, em aguns se aproximavam de valores cinco vezes ao esperado e nos meios YNB
e no BIL-s foi maior do que com 10 mg de solo. Os valores de contagem de leveduras estéo
mascarados pelo crescimento micelial vigoroso dos fungos filamentosos quando a quantidade
de 10 mg de solo foi inoculada. O crescimento destes organismos, que pode ocupar toda a
superficie da placa de Retri em 2-3 dias, impede aparecimento das colbnias leveduras pela
competicdo por espaco e nutrientes ou se estas aparecem estdo sob intensa massa de hifas e
dificilmente podem ser notadas. Estes dados refletem a dificuldade da contagem e isolamento
destes organismos em amostras onde ha grande quantidade de propagulos de fungos
filamentosos. A busca de métodos que diminuam o crescimento micelial e que, a0 mesmo
tempo, tenham uma influencia minima no desenvolvimento das leveduras €, portanto,
importante para o desenvolvimento deste tipo de trabal ho.

Os dados iniciais que foram obtidos encorgjaram a adicéo de NaCl na concentragéo de
4 % aos meios de cultura mais utilizados nos levantamentos das popul acdes de leveduras no
solo. Neste experimento foram testadas também, composicfes de meios utilizando inibidores,
formulagdo com corantes e adi¢do de &cidos orgéanicos que podem atuar tanto como inibidores
guanto como fonte de carbono especifica para alguns organismos. Infelizmente a adicéo de
NaCl a0 meio na concentracdo de 4 % n&o se mostrou adequada para isolamento de leveduras.
Embora tenha diminuido a incidéncia do crescimento micelia (Tabela 24), nos tratamentos
em que foi adicionado sal, as col6nias de leveduras, em sua maioria, apresentavam tamanho
diminuto denonstrando que o sal interferia também no crescimento das colénias de levedura,
em especial no meio BIL que possui menor quantidade de fontes de carbono. Quando este
meio foi inoculado com 10 mg de solo, tornou dificil a distin¢do entre col6nias de levedura ou
pequenas colbnias de fungo filamentoso, porém quando foi inoculado 1 mg a competicdo por
nutrientes foi menor e as colénias puderam ser identificadas, porém com uma menor
contagem.

Nos meios com maior quantidade de fontes de carbono como o YM, GPA e W, a
adicdo de sa permitiu a distincdo entre coldnias de fungos filamentosos e leveduras, porém
houve dificuldade em diferenciar entre os tipos de colonias de leveduras, caso elas ndo
apresentassem pigmentos naturais. As leveduras com pigmentos s80 uma minoria dentro da
diversidade existente. Uma vez que muitos levantamentos da diversidade de leveduras foram
baseados no isolamento de organismos pela caracterizacdo inicial do tipo de col6nia formado
a adicdo de sd prejudica esta identificacio iniciad e pode comprometer o trabalho futuro. E
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interessante notar que, nos testes de placa réplica com GYP, até a concentracéo de 6%, mais
de 90% das culturas de leveduras se desenvolveram sem dificuldades (Tabela 20 e Figura 16).
Foram realizados testes com sal em meio BIL e os resultados foram semelhantes. As culturas
se desenvolviam bem e foi possivel identificar as variagBes na estrutura das colénias como
borda, superficie, cor, brilho, presenca de filamentos, etc. Porém, quando foi utilizada a
concentracéo de 4% de sal nos meios para o isolamento, as coldnias que se desenvolveram
por possuirem um pequeno tamanho néo foi possivel verificar estas caracteristicas.

Estes dados levaram a reflexéo sobre o que poderia ser diferente entre os dois tipos de
inoculacdo: a das placas réplica e o do isolamento. Uma das diferencas € a quantidade de
células presentes no inéculo que ira gerar a colénia. Enquanto as col6nias nos testes de
resisténcia eram originadas por um inéculo com muitas células, no isolamento as col6nias sdo
originadas a partir de uma unica célula ou de poucas células agregadas. Nenhum teste foi
realizado para avaliar a influéncia da quantidade de células no in6culo nos resultados dos
testes de placa réplica, a diferenca na quantidade de células iniciais é possivelmente 0 motivo
para a grande diferenca no desenvolvimento das col6nias, em condicdes de estresse como pela
adicdo do sal.

A presenca das substancias inibidoras dos meios BlIL-bz, BIL-cpr e BIL-fr inibiu
completamente qualquer crescimento nas placas, tato de leveduras quanto de fungos
filamentosos. Mesmo ap6s sete dias de incubacdo ndo pode ser observado nenhum tipo de
crescimento. Para o isolamento de leveduras de solo por plagueamento no meio BIL devem
ser testadas concentragdes menores que 0,1 % de acido benzbico, 0,5 % de acido formico e
100 ppm de cobre adicionado na forma de sulfato de cobre.

A abordagem de isolamento a partir do enriquecimento permitiu a distincéo de
diferentes tipos de colénias (Tabela 25) e de forma relativamente facil, pois a incidéncia de
fungos filamentosos ficou bastante reduzida. Em apenas um estriamento a partir do
enriquecimento houve um crescimento micelial que prejudicou o isolamento.
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5.4. Desenvolvimento de Méodo de Triagem para L eveduras

A presenca de corantes nos meios BlL-em e BIL-vbml (Figura 18) facilitou a
diferenciacéo das culturas, uma vez que a maioria das espécies de leveduras conhecidas ndo
apresenta pigmentos naturais e suas colénias sdo de cor branca ou creme. Nos meios com
eosina e azul de metileno (BIL-em), aquantidade de proteina e vitaminas, na forma de extrato
de levedura, permitiram alteracbes no formato e coloracdo das colGnias. A absorcdo destes
dois corantes também foi um fator importante na diferenciagdo. As cores variaram de rosa
paido, a vermelho vivo e vinho. Em muitas culturas a diferenca entre as col6nias crescidas
com 0,5 e 0,05 % de extrato de levedura foi bastante expressiva permitindo uma melhor
diferenciagdo nos crescimentos com estes corantes.

A quantidade de corante absorvido, o pH de cada col6nia e a presenca de pigmentos
naturais, como no caso das espécies do género Rhodotorula, foram os fatores que
influenciaram a coloragdo das coldnias nos meios BILmIvb. Em experimentos preliminares de
triagem com este meio, sem a adicdo de 0,5% de acido mdlico, as variacbes de pH, que
algumas culturas promoviam, ndo se restringia apenas a colénia. O H+ liberado no meio
alterava rapidamente a coloragdo do corante verde de bromocresol, formando um halo de
acidificacdo em torno destas coldnias que terminavam por acidificar boa parte do meio na
placa de Petri, influenciando a coloracdo das demais col 6nias presentes.

A principa fonte de tamponamento do meio BIL é o tampdo fosfato que possui a
capacidade de tamponamento nafaixade pH entre 6,5e 7,5. O pH inicial deste meio é5,5€e0
tampdo fosfato esta presente para evitar a alcalinizacdo, visto que poucas leveduras sdo
resistentes a pH maiores que 8. O meio BIL em sua formulagéo original ndo tem nenhuma
capacidade de tamponamento quando o pH esta em 6 ou abaixo. E, portanto, havia a
necessidade de incluir um componente neste meio que pudesse manter o pH mais estével
mesmo com os produtos do metabolismo lan¢ados pel o crescimento das colOnias.

Entre diversos compostos tamponantes estudados, encontramos o &cido malico, que é
um acido organico solavel com dois pKas, o primeiro a 3,4 e 0 segundo a 5,1, possuindo,
desta forma, capacidade de tamponamento na mesma faixa de viragem do corante verde de
bromocresol, entre os pH 3,5 e 5,5. Foi resolvido iniciar o teste com a concentragéo de 0,5 %
de &cido mélico uma vez que esta € a concentracdo, para 0 malato (C50), quando utilizado nos
testes de assimilacdo para classificacdo de leveduras. Esta concentracdo foi suficiente para
manter a variagdo de pH restrita as alénias, tanto no pH 4 (Figura 18) quanto no pH 5,5.
Variagbes na coloracdo do meio que se espalhavam por toda a placa e interferiam na
coloracdo das demais coldnias, sb foram percebidas com mais de seis dias de incubacéo.

Os &cidos organicos podem atuar como inibidores do crescimento de leveduras e
houve a preocupacdo de que a concentragcdo utilizada pudesse inibir o crescimento das
culturas. Porém foi observado que para quase a totalidade das culturas testadas ndo houve
inibicdo e as coldnias possuiam tamanho semelhante quando crescidas no meio BIL sem
corante e sem tamp&o. Quando havia inibicdo, notouse que ela era mais freqiiente a pH 4 do
gue a pH 5,5, indicando que a acéo inibitdria para estas culturas ou era devido a intolerancia
da cultura ao pH baixo, ou aos dois fatores atuando sinergicamente, pH baixo e concentracéo
de 0,5 % do &cido mdico. Carvalho (2007) testando a inibicdo do crescimento de diversas
espécies de leveduras a acido propiodnico e benzdico, observou que as inibi¢cbes eram mais
acentuadas em valores de pH mais baixos. Nas triagens feitas foram testadas mais de 800
culturas sendo que apenas trés ndo cresceram em BILvbml pH5,5 e cresceram em pH 4, 14
ndo cresceram em pH4 e cresceram e pH 5,5 e nenhuma cultura ndo cresceu nos dois pHSs.
Para as culturas da colecdo testadas (Tabela 27) nenhuma foi inibida pela presenca do acido
malico, indicando que para estas espécies, pertencentes a diversos géneros, esta concentragdo
também ndo interfere no desenvolvimento das colénias.
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A incluséo de um sistema tampé&o diminui os problemas de variagdo, instabilidade da
coloracdo e interferéncia entre os crescimentos das colénias da placa Porém,
consequentemente, houve perda da sensibilidade do meio. No meio BIL-vbc pH 55 as
variacbes na coloracdo das colénias eram maiores Garcia (2007), mas apods a adicdo do
tampéo poucas coldnias conseguiram acidificar 0 meio a ponto das col6nias ficarem verdes
(pH entre 3,9 e 4,3) ou amarelas (pH abaixo de 3,5). A maior parte das colGnias ficou com
tonalidade que variavam do cinza (pH 4,9) aazul (pH 5,5 ou maior). Para 0 mesmo meio com
pH 4 (BIL-vbml pH4,0) isto ndo foi observado houve variagdes nas cores de amarelo a azul.
Como sugestdo para trabalhos futuros fica a necessidade de experimentar concentragOes
menores que 0,5% de acido mélico ou variar a concentracdo de outros componentes deste
meio, afim de recuperar parcia mente a sensibilidade.

O teste DBB-urease em meio solido ndo gerou o resultado que € relatado pela
literatura. Mulitas culturas ndo se desenvolveram neste meio e as que formaram colnias néo
foram capazes de alcalinizar a ponto de promover aviragem do corante fucsina &cida, de rosa
paraincolor. A viragem da fucsina &cida € necesséria para a correta visualizacdo da reacdo ao
azul de diazonium B, a qual quando positiva produz cores em tons semelhantes ao da fucsina.
Foram testadas vérias formulacbes para o0 meio e diferentes origens dos reagentes e do
corante, mas ndo foi encontrada a origem do problema. Testes de viragem de cor realizados
com as fucsinas &cidas de difrentes fabricantes indicaram que o corante sO se torna incolor
apos o pH ter atingido valores acima de 12, o que esta de acordo com o descrito por Sabnis
(2008). Este valor de pH € alto para que possa ser induzido pelo metabolismo das coldnias em
crescimento. As fucsinas como V&rios outros corantes ndo S&0 compostos quimicamente
puros, elas sdo formadas por uma mistura de diferentes moléculas que irdo resultar na
colororagdo fina. E possivel que a composicdo da fucsina &cida utilizada por Hagler e
Mendonga-Hagler (1991) para formulagdo do teste DBB-urease ndo s§a a mesma das
fucsinas &cidas atual mente encontradas.

Foram avaliadas variacbes na formulagdo do meio com outros corantes, como o
vermelho-fenol, utilizado no meio para o teste padréo da urease (CHRISTENSEN, 1946),
porém nenhuma foi satisfatéria. Ainda assim, o meio do Y CB-ureia com o corante fucsina
acida, se mostrou importante na diferenciacdo das colénias em especial quando comparado
com a absor¢ao dos corantes eosina e azul de metileno. Embora tenha sido inesperado, e até 0
momento ndo compreendido, 0 ndo crescimento de vérias culturas neste meio isto foi
utilizado também como fator discriminante na triagem.

A presenca de corantes naturais como no caso das espécies do género Rhodotorula e
em Kluyveromyces spp., pode ser verificada no meio BIL. O crescimento a 36°C permitiu
uma boa variagdo no perfil das espécies testadas. Muitas espécies de leveduras ndo séo
capazes de se desenvolver a esta temperatura, embora outras possam crescer até a 45° C. A
temperatura maxima de crescimento € uma caracteristica utilizada nas chaves taxonémicas
para identificacdo de leveduras. Embora, isto possa ser variavel se consideradas culturas
isoladas de locais tropicais. No teste realizado com as culturas da colecéo, 12 espécies ndo
foram capazes de formar colonias a 36° C (Tabela 27). Esta diferenciacdo por temperatura de
crescimento foi especial para 0 género Candida, onde seis das 13 espécies ndo se
desenvolveram permitindo a divisdo, praticamente pela metade, das espécies testadas
pertencentes a este género.

Na preparacdo dos indculos, como se esperava, as preparagdes testadas, com agua ou
meios de cultura, ndo resultaram em modificacdo perceptivel no crescimento, morfologia,
cores ou caracteristica das coldnias para todas as culturas testadas (Figura 19). O resultado se
repetiu para todos os meios utilizados na triagem, indicando que a quantidade de nutrientes
presentes nas células ou sua condic¢do nutricional no indculo ndo interferia ou aterava o seu
crescimento nos meios testados. Desta forma, para a preparacdo dos inoculos para esta
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metodologia de triagem pode-se utilizar qualquer uma das cinco preparacdes testadas. Para
tornar a realizagdo da triagem mais prética, optou-se primeiro por redizar o teste de
fermentacéo da glicose com as culturas e posteriormente utilizar a suspenséo de células
restantes como inéculo.

A capacidade de diferenciacdo deste conjunto de meios permitiu a diferenciacéo entre
culturas de uma mesma espécie. Culturas de origens diferentes de C. krusei, C. oleophila, C.
sakee S cerevisiae demonstraram padroes diferentes de crescimento (Tabela 28). As culturas
de C. krusel apresentaram uma diferenciacéo na textura de suas coldnias. A cultura 124 possui
um aspecto menos filamentoso em relacdo as colénias das demais culturas. Ainda com relacéo
ao aspecto das coldnias, as duas culturas de C. oleophila foram bastante diferenciadas nos
meios BlLem 0,5 % e 0,1 %, BILvbml pH 4 e pH 5,5. Porém, com relacdo a coloracéo das
col6nias, para as duas culturas de C. rugosa testadas, a diferenciagdo foi minima, apenas uma
maior acidificacdo foi observada para a cultura 4PD em relagcdo a 4TB nos meios BlLvbml
pH 4 epH 5,5.

A utilizagdo dos meios diferenciais permitiu a separacdo das diversas espécies de
leveduras testadas. Os nove meios permitiram a diferenciacéo das 33 espécies testadas pelas
caracteristicas de crescimento e coloracéo das col6nias (Tabela 27). Ndo foi possivel estender
para um maior nimero de espécies e para um maior nimero de culturas da mesma espécie o
estudo da capacidade de diferenciacédo de linhagens por esta metodologia. Porém, como esta
metodol ogia reflete variagbes no metabolismo, principalmente metabolismo secundério, como
producdo ou liberacdo de proétons, &cidos organicos, proteases, etc., espécies que notadamente
apresentam linhagens com variagdes nos seus metabolismos, como por exemplo S.
cerevisiae, € de se espera que estas variagOes também possam ser detectadas por esta
metodologia. Espécies que apresentem menor variacdo entre suas linhagens provavel mente
possuirdo um perfil, nos meios de triagem, mais estével, ou como menor variagao.

Embora o objetivo inicia desta triagem néo fosse separar as culturas em espécies,
observamos que entre todas as espécies testadas ndo houve repeticdo do mesmo padréo de
caracteristica das colbénias (Tabela 27). Foi possivel, também, discernir entre culturas
diferentes que supostamente pertenciam a uma mesma espécie (Tabela 28). Muitos isolados
pertencentes a espécies ainda ndo descritas podem ser identificados erroneamente como C.
sake, C. oleophila e S. serevisiae, pois muitas espécies possuem caracteristicas fisiologicas
similares e a estas espécies dificultando sua identificagcdo ao utilizar as chaves taxondmicas.
Pode ser que o método de triagem desenvolvido estgja indicando um possivel erro de
identificacdo de espécie destas culturas
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5.5. Validacdo da Metodologia de Triagem

A partir destes resultados, com as culturas da colecéo do IMPPG, que indicavam gque o
método possui uma alta capacidade de discriminagdo. Foi resolvido avali&lo com duas
colecdes de levedura que possuiam grande probabilidade de conter isolamentos redundantes.
Cada uma destas colegdes foi formada utilizando diferentes meios de isolamento. Uma das
colecOes foi obtida, a partir de amostra de solo de cultivo de milho, nos experimentos de
escolha dos meios de plaqueamento e enriquecimento para o isolamento de leveduras desta
tese. E a outra colecdo foi obtida com isolamento de leveduras de sedimento para bio
prospeccdo de fermentadores de galactose, sendo utilizados cinco diferentes meios de
enriguecimento e as amostras foram: uma de alga Glaciaria sp. e cinco amostras de um
transecto de 20 m ao longo de uma praia de mangue da llha do Cataléo, Rio de Janeiro, RJ.

Essas duas colecBes de leveduras nos pareceram ideais para avdiar 0 método de
triagem. Umavez que: 1) a de ambiente agricola, fora realizado a partir de uma Unica amostra
composta de 10 sub-amostra de solo e raiz de milho e esta amostra inoculada em 39 meios de
enriquecimento e em 19 de plagueamento; 2) as duas colecOes foram obtidas utilizando um
conjunto de meios de isolamento. Pelas caracteristicas das amostras e dos isolamentos
realizados, haveria diversidade dos isolados e, ao nesmo tempo, uma grande chance das
colegBes conterem isolamentos redundantes.

As culturas integrantes de grupos formados pela triagem quando verificado seus
agrupamentos pelos testes fisioldgicos formavam grupos com 0s mesmos integrantes dos da
triagem. Foi observado que algumas culturas ndo agrupadas pelo método de triagem eram
agrupadas pelos testes fisiol égicos, indicando que para algumas culturas o método de triagem
atribuiu diferenca quando possivelmente elas eram semelhantes. Mas ndo foi observado
nenhum erro falso negativo, em que o método de triagem ndo foi capaz de atribuir diferenca
guando elaexistia.

O método de triagem desenvolvido foi utilizado em Cabral (2009) na verificagdo do
estabelecimento de indculo de leveduras em raizes de milho em experimentos de casa de
vegetacdo. Neste experimento foi realizado a inoculacgo das sementes com inéculo turfoso e
verificou a manutencéo da popul acdo inoculada nas raizes em dois periodos ao longo do ciclo
de vida da planta. As raizes foram coletadas e realizado o isolamento da populacdo de
leveduras. Os isolados obtidos foram ent&o triados pela metodologia desenvolvida nesta tese,
utilizando os mesmos meios de cultura. O carimbo de 96 pinos foi utilizado para a inoculacéo
dos meios solidos. Controles da cultura original do inoculante foram incluidos na triagempara
facilitar a comparacdo. Esta comparagdo foi realizada de acordo com a metodologia
desenvolvida. As colOnias dos isolados que demonstravam o mesmo padréo de cor e aspecto
observado no controle foram consideradas como origindrias dos inoculantes. Posteriormente,
as identificacOes realizadas pela triagem foram confirmadas por sequenciamento.
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6. CONCLUSOES

As populacbes de levedura dos compartimentos vegetais aumentaram no periodo de
chuva em uma ordem de grandeza. Enquanto que as populagdes no solo se mantiveram
constante para os dois periodos amostrados. Indicando uma possivel relacdo ente as
popul agdes destes organiSmos em resposta ao estado metabolicamente ativo da planta durante
0 periodo chuvoso.

A maior ateracdo no padréo fisiologico da populagcdo foi encontrada nas popul agdes
do rizoplano no periodo de chuva. Indicando uma alteracéo na populacdo de levedura quando
araiz daplanta estd ativa. A maior incidéncia de leveduras ascomicéticas esteve no rizoplano.
Neste compartimento, cerca de metade das culturas isoladas possui caracteristica
fermentadora. Esta incidéncia foi intensificada no periodo de maior oferta d’ dgua, quando a
proporcéo das que demonstraram capacidade fermentadora passa para 2/3 dos solamentos
deste compartimento. Desta froma, foi observado uma predilecdo para as leveduras
fermentadoras se estabelecerem na raiz metabolicamente ativa.

Como fonte de bioprospeccdo de leveduras fermentadoras o rizoplano € um ambiente
promissor. Neste estudo das 272 leveduras que possuem capacidade de fermentacdo 162
foram origindrias do rizoplano, 73 de amostras de solo e 37 pertenceram ao filoplano. A
metodologia de isolamento com os meios de enriquecimento com glicose+écool e xilose
permitiu um aumento na quantidade de leveduras fementadoras obtidas. Em 5 das 8 amostras
de filoplano s6 possivel obter leveduras fermentadoras através dos meios de enriquecimento.
A Uutilizagdo das metodologias de isolamento diretamente em placa e por enriquecimento
permitiu um gue um maior nimero de espécies (taxons) pudessem ser obtidos por amostra
anadlisada. A metodologia em placa rendeu um maior nimero de espécies (taxons), porém em
algumas amostras e determinados taxons sO puderam ser encontrados pela utilizacdo do
enriquecimento, indicando a complementariedade destas metodologias nos estudos de
comunidades de leveduras.

As populagdes de leveduras presentes em filoplano, solo e rizoplano de um plantio
organico de cana-de-acUcar foram revistas utilizando protocolos desenvolvidos no
Laboratério de Ecologia de Leveduras do IMUFRJ. Os protocolos de isolamento e triagem
utilizados permitiram revelar umarica diversidade de populagdes de leveduras presentes nesta
area de producdo organica. As identificagdes de parte dos organismos obtidos, indicam que
muitos tdxons pertencem a espécies ainda ndo descritas.

Por suas caracteristicas de metabolismo fermentativo indicam que as epécies de
leveduras que ocupam as raizes quando estas estdo metabolicamente ativas pertencem a um
complexo diferente mais aproximado dos que sdo considerados humidobiontes complexo de
espécies que ocupa preferencialmente frutos, flores, interior de plantas suculentas e exudados
de troncos de arvores. A extensdo destas conclusdes para outras condicOes e espécies de
plantas dependerd, ainda, de estudos futuros. Mas o fato das leveduras ascomicéticas
fermentativas responderem a um efeito rizosférico e serem congtituinte dominante na
populacdo observada no rizoplano, indica a relagdo entre as condigdes deste ambiente e as
caracteristicas fisiol6gicas dos organismos prevalentes. Os resultados do estudo desta tese
revelam que a rizosfera € um ambiente proprio para leveduras com estas caracteristicas.
Assim como as rizobactérias, 0 estudo e compreensdo das funcdes destes organismos podem
auxiliar no entendimento das comunidades microbianas que habitam este compartimento
ecologico.

Os organismos isolados do ambiente agricola estudado nesta tese foram incorporados
a colecdo de cultura do Laboratério de Ecologa de Leveduras do IMPPG da UFRJ. As quase
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800 culturas obtidas foram parcialmente caracterizadas pelos métodos de triagem e cerca 60
culturas de solo de plantio de milho e 240 de solo, raiz e folha de cana-de-acUcar foram
caracterizadas mais detalhadamente pelos métodos convencionais de identificacdo de
leveduras. Destas, mais de 87 organismos tiveram a sua identificagdo confirmada por
sequenciamentos das regides dos genes ribossomais ITS e D1D2. Os organismos e as
informagdes sobre sua fisiologia e ecologia guardados em colegdes de culturas sGo uma base
para os estudos aplicados. Que podem direcionar seus experimentos de acordo com o
conhecimento prévio gerado por estudos como o desta tese.
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8. ANEXO

Meiosde cultura
GYP - glicose-extrato de levedura-peptona (Y ARROW, 1998)

glicose 2%

extrato de levedura 0,5%
peptona 1%

agar 2% (parameio solido)

BIL —Base deisolamento de leveduras (CARVALHO, 2007)

glicose 0,5%

extrato de levedura 0,5%

sulfato de ambnia 0,1%

fosfato de sodio monobésico 0,2%
sulfato de magnésio 0,01%
cloreto de potéssio 0,02%

agar 2% (parameio solido)

Obs.1: O acucar utilizado como fonte de carbono pode ser aterado por outro, dependendo do
objetivo e sua concentragdo também, em nossa experiéncia no laboratério, glicose até a
concentracao de 0,1% permite o crescimento de todas as culturas testadas. O extrato de levedura
€ utilizado como fonte de vitamina e micro nutrientes, muitas culturas apresentam col6nias
menores em concentragdes abaixo de 0,1%.

Obs.2: Ao preparar este meio com agar (meio solido), fazer as solugdes do meio e do agar 2 vezes
concentradas para 0 volume e autoclavar separadamente as solucdes. Alternativamente, quando se
usa antibiotico de amplo espectro e em altas concentragdes, como por exemplo, amoxicilina
500mg.L™ + cloranfenicol 400mg.L™, redlizar a esterilizago com uma fervura do meio por 5
minutos em micro-ondas.

BILem (GARCIA, 2007)

A base para isolamento de leveduras (BIL) acrescentar:
azul de metileno 0,0065%
eosina 0,04%

Obsl: Para o BlLem com 0,1 ou 0,05% de extrato de leveduras alterar a quantidade deste

reagente.
Obs2: Adicionar os corantes a0 agar e autoclavar separado dos demais componentes.

BILvbml (modificado de GARCIA, 2007)

A base paraisolamento de leveduras (BIL) acrescentar:
verde de bromocresol 0,02%
acido mélico 0,5%
Ajustar com NaOH para o pH requerido, 4 ou 5,5.
CMA —extrato de milho (Y ARROW, 1998)

aquecer a60° C 42 g de milho (quebrado) em um litro d’ &gua por uma hora;
filtrar o extrato em gaze de algoddo e depois em filtro de papel (de café);
adicionar 18g de agar e completar o volume para um litro com agua.
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YM —glicose-extrato de levedur a-peptona-extrato de malte (YARROW, 1998)

glicose 1%

extrato de levedura 0,3%
extrato de malte 0,3%
peptona 0,5%

agar 2% (parameio solido)

YMmct (meio para teste de producdo de micocina) (STUMM et a., 1977)

Ao YM acrescentar:
azul de metileno 0,0028%
acido citrico 1,05% (0,05M)
Ajustar o pH para 4,2 com NaOH.

GYMP - glicose-extrato de levedura-extrato de malte-fosfato (HAGLER et al.,1995)

glicose 2%

extrato de levedura 0,5%

extrato de malte 0,5%

fosfato de sbdio monobésico 0,5%
agar 2% (parameio solido)

YCB-uréia (DBB-urease) (HAGLER e MENDONCA-HAGLER, 1991)
- YCB
- uréia 2% (esterilizar por filtragdo, acrescentar apds autoclavagem)
- fucsina écida 0,02%
- agar 2% (parameio solido)
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Andlise de variancia dos dados dos experimentos de inibicdo do crescimento de fungos

filamentosos
Experimento concentragdes de NaCl

Andlise de variancia da UFC de leveduras em placa com 10 mg de solo

Fonte de Graus de Soma dos

Quadrado

variagdo liberdade quadrados médio F
Tratamento 4 44 11 0,19
Erra 10 57,34 5,73
Total 14 61,74

CV =(5,73)%. 100/ (6,46)=36,9% /| R 410(005=3:48

Andlise de variancia da UFC de leveduras em placa com 1 mg de solo

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado E
variagéo liberdade quadrados médio
Tratamento 4 53,88 13,47 2,36
Errc 10 57,34 5,73
Total 14 111,22

CV =(5,7)"2.100/(2,2)=108,1% / Fi410(005=3.48

Andlise de variancia da UFC de fungos filamentosos em placa com 10 mg de solo

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado E
variagao liberdade quadrados médio

Tratamento 4 1702,93 4253 9,16**
Errc 10 464,67 46,46

Total 14 2167,6

CV =(46,46)"°. 100/ (75,6)= 9,0% / R 410(001=5,99, **significativoa 1%.

Andlise de variancia da UFC de fungos filamentosos em placa com 1 mg de solo

Fonte de Graus de Soma dos

Quadrado

variagao liberdade quadrados médio F
Tratamento 4 303,6 75,9 3,66*
Errc 10 207,3 20,73

Tota 14 510,94

CV =(20,73)". 100/ (25,26)= 18,0% / Fy410(005=3,48, *significativo a5%.

Experimento NaCl e 2 filtragens

Andlise de variancia da porcentagem de ocupacéo da superficie das placas de Petri por
micélios de fungos filamentosos 72 horas ap0s a inocul acéo:

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado E

variagao liberdade quadrados médio

Tratamento 11 23329,0 2120,8 70,1%*
[NaCl] 2 5031,1 25155 83,2**
Filtros 1 2284,3 2284,3 75,5%*
Diluicdo 1 11630,9 11630,9 384, 7%*

Errc 24 7255 30,2

Total 35 24054,5

CV =(30,2)"%.100/ (21,8)= 25,1% , ** significativoa 1%.
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Andlise de variancia da porcentagem de ocupacdo da superficie das placas de Petri por
micélios de fungos filamentosos 120 horas ap6s a inocul agdo:

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado =

variacdo liberdade quadrados médio

Tratamento 11 43322,4 39384 14,8**
[NaCl] 2 35368,4 17684,2 66,6**
Filtros 1 3503,9 3503,9 13,2**
Diluicao 1 2936,6 2936,6 11,0*

Errc 24 6367,3 265,3

Total 35 49689,7

CV =(265,2)"2.100/ (52,2)= 31,1% ,** significativoa 1%.

Protocolo para extracéo de acidos nucléicos com Master Pure Yeast DNA Purification
(Epicentre) (protocolo modificado a partir do manual de instruges do kit)

Preparar tubos de 0,6 uL. com 100 L de aguaesterelizada;

Pegar uma col6nia de uma placa com meio solido e passar para os 100 pL de &gua (devera
ficar levemente turvo ~ vaor 1 na escala de Wickerham);

Adicionar 200 pL da solucéo de extragéo;

Agitar em vortex por alguns segundos;

Incubar a 65 °C por 10 min (enquanto iSso preparar um isopor com gelo);

Colocar no gelo por 5 mim;

Adicionar 150 pL da solucéo de precipitacéo;

Agitar por 10 segundos em vortex;

Centrifugar por 10 mim a 10.000 rpm (preparar mini-tubos de 1,5 ml com 500 uL de
isopropanal);

Retirar o sobrenadante e colocar nos tubos com isopropanol;

Agitar por inversdo do tubo;

Centrifugar por 10 mim a 10000 rpm;

Descartar 0 sobrenadante e lavar o precipitado com 500 pL de etanol 60% (cuidado para néo
perder o precipitado);

Retirar 0 maximo que puder do etanol, se necess&rio centrifugar rapidamente, e deixar
evaporar o restante;

Colocar 35 pL de &gua ou TE (temperatura ambiente);

Verificar em gel de agarose 0,8% utilizando 5 L da extracéo.
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1, 2, 3- escalade crescimento das colbnias (para maior detalhamento ver em Materia e Métodos);

F — fermentacéo, + - resultado positivo, — - resultado negativo.

n— sem dados ou teste ndo realizado;
w — (weak), crescimento fraco, negativo;

L egenda:

0

isolamento

Tabelas de Assimilacdo de Fontes de Nutrientes e Perfil Fisioldgico dos I solados de Sedimento de Mangue e de Hantio de Milho e de

Cana-de-Acucar.
Tabela 1: Caracteriz

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
2
2
2

Ofw|w| 1
Ofw]w|1
Ofw|w|1
Ofw]w|1

3[0|w|[O]Ofw|w]|2

312]3[3]1|w|3|w|3[2]3]2|2]3[2]2(w]|2|1]|3[w|w|w|[2]3[3]2(w|l{w|w|l|lw|0[3]1[1]2[(0|0[0|0[w|w|?2
313[3[32|w|3]1[3[3]3|3]3][3[3[2|w]|3]1|3[1({w|w|2|3[3[2[w|3|w|w|[l({2(/0]3]1[1[{3(0|0|0|0|w|lw|?2

w|w| 3|3
wlw|3]3
wlwl3]|3
w|w|3]3
w|w| 3|3
w|w| 3|3
O3 1 1{w|w|1]w|w|[w|w]|w|w|lw|lw|w|w|w|w|lw|fwll]w|w|w|w|w|w|wlw|wfwfw]O]3|w|lwf3[3]0|0[0[w[w|1l

WW| W] W|W[W[W|W|W| -
Wl W|W[IW[W[|W|W|W[W| -
Wl W|WIW[W[W|W|W[W| -
W|W|W|W[W|W|W|W|W| -
Wl W] W[W[W|W|W[W|W]| -

31 3fwlw|w|[2]3][3]2|w|w|w|w|]1]2]0[3[1[w|[2[0[3[0[0[w|w]|2
wlw|w|w|w|w|w|w|w| -

3133[3[{w|w|3|w|3[3[3]3]2|3[3[2|w]|3|w|3[w|w|w|2]|33[2|{w]|]2|w|w|[1l[2]0]3]|2|w[2[{0]3|0|0[w|[w|2
Qf3]1[wlwlw|w|[w|lw|w|]1l]2]w]|w|w]|w|w]w|w|w|w|w|w|w]w|fw|w|[fw|w|[w|w|{w]O]0[3]1[w|O0[O|O0[O0|]0[w|w]|?2
gl2]1({wlwlw|w|w|w|w|1l|3|1|w|lw|w|lw|w|lw|wlw|lw|wlw|wfw| wfw wlw| wjwlw|0l3]1[w|0[0|0[0]|0[w|w]|2
O3 1|wlw|wlwlwlwlfw|l]3|w|wlwlw|lw| w wlfwlwlw|w| w|wlwlfwlw wlwl wfwlw 0]3|1lw[fO0[0]0|0|0w|lw|2

313]3[3|w[lw|3[2]3[3][3]3[3]3[3]3[w]|]3[w]3[1]w|[w]|3]3[3]2[w]|]3[w]|]1]2]3]0[3]w|lw]|2[0

313133 1[w|3[w|2]2]2]3[2]3[3]3[w|]2[1]3[w|l]w|[2]3[3|w|wlw|w|l]1[1]0[3]1

O3] 1(1|jwlw|1{w|w|lwlw|wlw| wlw| wlw|wlw| wlw|ll|w|-
O3 1 1{w|w]|1]w|w|lw|w]|w|w|lw|wfw|w|w|w|lw|lw|ll|w]|-
03211 ({w|w|1|w|lwlfw|fw| w w|wlwlw|lw| w wlwfwll|w]|-
Qf3]1f1]w|lw| 1{w|w|w|w]|w|w]|w|lw|w|[w|w|w|w|[w]|]l]w]|-
Q3|1 1|w|lw|l|w|w|w|lw|wlw| wlw| wlw|wlw|wlfw|ll|w|-
O3] 1(1|wlw|1l{w|w|lwlw|wlw| wlw| wlw|wlw| wlwll|w|-

3[3]3[3|wfw|3[w|3[3]3[3]3[3]3[2

Pichia sp. (esporo chapéu)

Candida intermedia
045

029

007

040

077

072
Geothricum sp.
009

002

003

033

055

060

005

019

074

101
continua
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113 wlw| 3|w| 2|w|w|w|w|fw|w|lw|w|w|w|w| w|w|w|w|w|w|wfwfwfw|wfwlw| w| w|0|3|wjw|0|0|0|O0|O0fw|fw|1l
33|wlw]1{w|2|{w|w|w|lw|wlw|wlw|wlw|wlw|lwlwlw|wfw| wfw| wfw wlwlw|jlwlw|O0l3|wlw|/0[0|0[O0|0[w|lw]|1l

33|wlw|2({w|2|w|w|w|l|wlw|wlw|wlw|w|lw|lw| wfw| wlfw|wlw|w|w|w|wlw|wlw

313lclc|3|w]|2|w|lw|[w|1l]w|w|lwlwfw|w|w|w|lw|lwlw|w|w|lw|lwlfw|w|wlw|wfwlfw]O0]3|w|lw[fO[O0O]O0|O[O[w[w|1l
3 3|w|lw|3|w|2|w|w|[w|w|w|w|w|lw|w|w|w|w|w|fw|w|w|w| wfwlfwlw| 1|w|s|[w|w|0]3|]0[0[0[0]0|0|0[w|lw|2

21 3(wlw|3|w|2({w|w|lw|w|lw|w|w|w|wlw|wfw|wlw|lwlwlw|lwlw| wfw wfw wlwl w|O0l3|wlw|/0[0|0[0|0[w|w]|1l
313|wlw|3[w|2|{w|w|w|l|w|lw|wlw|w|lw|wlw|wlw|lw|wlw|wfw| wfw wlw| w|jw|lw|O0l3|wlw|/0[0|0[0|0[w|w]|1l
313 wlw|3|w|3|wlwlfw|l|w wlwlwlfw|lw w wfwfwlw|w| w|wfwfwlw wlwl wfwlw O0]3|wlwfO0[O0]O0|0|O0(w|lw|1l
3 3lwlw|3[w|2|w|w|[w|1]w|w|lw|lw|fw|w|w|w|w|lwlw|w|w|lw|lwlfw|w|wlw|wfwlfw]O0]3|w|lw[fO[O0]O0|O[O[w[w|1l
3 3|w|lw|3|w|2|w|lwlw|l]w|w|lwlwlw|lw|w| wlwlwlw|w|w|wlwlw|w|w|w| wfwlw|0]3|wlwlfO0[0]0|O0|O0[wfw|1l

33|wlw|3[w|2({w|w|w|l|wlw|wlw| wlw|wlw|wlw|lw|wlfw| wfw| wfw| wlwlw|lwlw|O0|3

313|wlw|3[w|2|w|w|w|w|w|w|w|lw|w|w|w|w|w|w|w|w|lw|wfw|wfw| wlw|w|jw|lw|O0l3|wlw|0[0|0[0|0[w|w]|1l
313 wlw|3|w|2|w|lw|lw|w|w|w|lwlwlfw|lw wl wlfwfwlw|w| w|wfwlwlw wlwl wfwlw O0]3|wlwfO0[O0]O0|O0|O0[w|lw|1l
3 3lwlw|3[w]|2]w|w|w|w]|w|w|w|w|w|w]|w|w|w|w|w|w|w|w|w|w|w]|w|w|w|[w[w]O]3|w|w[O[O0]O0|O0[O0|w[w|1
3 3|w|lw|3|w|2|w|lwlw|l]w|w|lwlwlw|lw|w|wlwlwlw|w|w|wlwlw|w|w|w| wfwlw|0]3|wlwlfO0[0]0|O0|O0[wfw|1l
33|wlw]|3[w|2|{w|w|w|l|wlw| wlw|wlw|wlw|lwlwlw|wfw| wfw| wfw wlwlw|jlwlw|O0l3|wlw|/0[O0|0[O0|0[w|w]|1l
313|wlw|3[w|2|{w|w|w|1l|w|lw|wlw|w|lw|wlw|wlw|lw|wlw|wfw| wfw wlw|w|jw|lw|0l3|wlw|/0[0|0[0|0[w|w]|1l
31 3wlw|3|w|2|wlwlw|l]|w wlwlwlfwlw w wlfwfwlw|w| w|wfwfwlfw wlwl wfwlw O0]3|wlwfO0[O0]O0|O0|O0[w[w|1l

313 1|w|3|w|1l|lwlwlflfl|w|w|lw|l3[2|w|w|wlwfw|3|w|w|2fwlwlw|2|w|3[1|w]|0]3|3[3[0[0]0|0|0w|lw|2
33| 1({wlwlw|2|{wlw|lwlw|llw| w|l3]1[w|3fw|lwlwl3|wlw|3[1l]wlw| 3[w|l2|1|w|0[3]3[3|/0(0|0(0|0[w|w]|O0

31 2|wlwlw|jw|2|wlwlfl{l wwwl 3f[2|(wjlw 1|lwlwlf2{wjw|2|2(wlw|l|lw|21l|lw

3 3lwlwlw|w]2|w|lw|[w|[ 1w w|lw|l3[2]w|w

3l 2|wlwlw|w|2|w|lw|[l[1l]w|w|lw|l3[2|wjw|l|lwlw|l2|w|w|2|2(w|w|l|w|2|1l|w]|-

32|wlwlwlw|2({w|lw|[1l]l1l|wlw| w|l3]|2[wl wll|lw|lwl2|wlw]|22|w[w|l|{w|3|1|w|0[3]3[3]0(0|0(0|0(w|lw|O0

32|wlwlwlw|2|{w|w|1l]1l|w|lw|w|l3]|2[w|wll|w|lw|2|wlw|2[2|w[w|l|[w]|3|1|w|0[3]3[3|/0[(0|0[0|0[w|w]|O0

31 3|wlwlw|jw|2|wlw|flf{l wwwl 3f[2|(ww 1lwlwlf2{wjw|2|2(wlw|l]lw|3[1l|lw

3 3lwlwlw|w|2|w|lw|[1l[1l]w|w|lw|3[2]{w|w|l|lw|[w|2]w|w|2|2[{w|w]|1l|w|3[1[{w]O0]3]3][3[0[0]0|0[O0[w[w|[O

3 3|wlw|lw|w|2|w|lw|lw|l|w| w|lwl3[2|w]|w]|-

33|wlwlwlw|2({w|lw|1l]l1l|wlw| w|l3]2[w|wll|lw|lw|l3|wlw]|22|w[w|l|{w|3|1|w|0[3]3[3]0(0|0(0|0[w|lw|O0

3l2|wlw|lwlw|2|w|lw|1l|1l|wlw|lw|l3]|2|(w|w|l|lw|w|lf2|wlw]|2[2|w|w|l|w|l2]1l|w

31 2|wlwlwjw|2|wlw|fl|l|w wlwl3[2|wjw 1llwlwl2|w|w|22(w|lw|1l|w|3[1|{w]|0]3|3[/3[0[{0]0|0|0(w|[w|O

g4gq ogdes.

+( 3] 3(wlw|3|w|3|w|wlw|wlw|wlfw| wlfw|wlw|w|lwlw| wlw| wlw| wlfwl wlwlwlwlwwf0|3fw wlfO0]0|O0[O0|O0[w]|w|1l

isolamento

Pichia membranifaciens

041
011
026
013
052
073
059
006
043
046
047
057
058
082
088
092
094
103

104

Candida cf. norvegica

079
012

Williopsis saturnus

001
010
028
056
075
083
084
091
097
100
102

continua
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31 |w|3fw|1l{wlwlw|ll]|3|w|lw wl w|w wlwlwlfwlfwfwfwlwlwlw w 1lw|2|w|jw|O0|3[1({w[O[O0[0[0[0|w|w|2

%00119 d

313|3[2(w|w|3|w|lwlw|3]1]3]|3|2[w|w|jw|w|3|[w|w|w|2]|33[w|w]|2|3|w|[l|{w]|0]3]1|w|[3[2]3]0]0w|lw|2

313]3[3|w|lw|3[{w|w|w|3|w|3]|23|w|w|wlw|3[wlw|jwl3]3[3|w|w|3[3]1]1]1]03|wlw|2[0|3[0|0[w|w]|?2

313]3[2|w|lw|3|w|w|w|3|w|3|3|2|w|w|w|w|3|[w|lw|w|3]3[3|w[w|2[2|w|1l|w|0|3]1[w]|2|[s]|3[0]0[w|w]|?2

313 1[w|3|w]|2|w|lw|[w|w]|1]w|w|lw|l{w|w|w|lw|wlfw|w|lwlwfwlfwlw] wlw|l2[w[O0]O0]3]1][1[2[{0]|0|0[0[w[w]|2

3 3|w|lw|lw|w|3|w|lw|lw|2]w|w|wlwlw|lwjw|1llwlwlw|w wl wlwlwlw| s|w|wfl[1]0]3|211[3[3]1]0|0[w|[w|2

21331 2({w|1]|3[{w|wlfw|3|[w|w|w|lw|wlwlwfll wlw wlw wjlwHwwfw|sfwls|[1]1|03|w|[1l]21|3(w|0[w|w]|2

313 2(2|w|[l]|2|w|w|w|3|w|lw|w|lw|w|lw|w|fc|w|w|lw|wlw wfwjwfw|s|[w|s|w|1l|]0[3|wl1l]2[1]0[0|0[w|w]|?2

wl2]3|{w[3[2]2]3]3]3[2(w|1]1]2{w[3[3]3|3|w|w|[3[2|w|1]3[3[2]3|w|1l{w[0|[3][1|w]|1[{O0[0f(O0[0|w|w|2

Ol1|w|3]2(w|1|{w|w|w|l2|wlw| wlw wlwl wl2|w|lwlw]jwfw wfwjwfll wll]|2|w|lw|0[3]3[3]1(1|/0(0|0[w|w]|?2

gl 2| wlw|w|lw|w|w|w|w|w|w|lw|w|lw|wlw|w|ll]|w|w|w|w|lw|wfw|wfw wlwl wjwlw|0[3]1[3]1[(0|0[0|0[w|w]|O0

Ol 2|w|lw|w|w|w|w|lwlfwfw w wlwlwlwlwl w 1|wlwlw|w w|wlwfwfw| w w wfwlw|/0]3]1|3[2(0]0|0|0w|w|w

Ol 2 w|w|w|w|w|w|w|[w|w]|w|w|w|w|[w|w|w|s|w|w|w|w]|w|w|w|[w|w]|w|w|w|[w|[w]O]w|w|w[3[0]0|0[O0[w|[w]|O

g4gq ogdes.

+| Q[ 2| w|w|w]w|w|w|[w|[w]|w]w|w|w|w|w|w|w|1[w|w|w|w|w|wfwlfw] w] w|w|llfw[w]O|w|2]3[1[0]0|0[O0[w[w]|O

+|0f 2| w|w|w|w|w|w|w|w|w|w|wfw|lw|lw| wj wf2fw wlw wjwfwwww/ 1l[1[1fw]|1]0|w[1[0]21]0]0|0[0[w|w]|?2

+|10123[2|w]|3|23[3|w]|3]3|3[w|[3]1|w|w|l3[3[w]|s|w|3|[2]3|wjw|lw|lw|[2]s]|1

+/0[2[3|w]|2]|3|3[3[3]3]3]3|3[2[3]1]3)3|3[3[21|w|3)3]1[{3[3]3]3]3|1[3({w|0]3|w|w[0[0]|2]0]1|wfw[O
+(Q0]3[3]3[3|3[3|3[3|3[3|3[3|3[3]1(3|3|3|3|w|w|3|3|w|3|3|3|w|[3]|3[1|w|[0]3[w|w|[2]0[{w]|0[O0|w|[w]|O
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Tabela 2: Caracterizagdo fisioldgica das leveduras isoladas de sedimento de mangue.
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1198sF3xl
987)F3ym

428sR3xI

Cryptococcus podzolicus
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Cryptococcussp. 3
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Classe Urediniomycetes/Clado Nahoidea
Occultifur aff. externus
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Rhodotorula aff. marina
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Rhodotorula marina
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Rhodotorula sp. 1
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Rhodotorula sp. 4
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Classe Urediniomycetes/ Clado Sporobodiales

Erythrobasidium hasegawian
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Tabela 4: Amostras sequenciadas, nimero de depdsito na colegdo do Instituto de Microbiologia IM -UFRJ, nimero de acesso das sequencias,
tamanho do fragmento ITS+D1D2 em pares de bases (pb) e seqiiéncias, presentes em base de dados, mais similares as sequiéncias do isolados de
cana-de-agucar, com percentual de similaridade e tamanho do fragmento daregido D1-D2 ou I TS utilizada na comparagéo.

D1D2 — similaridade em % (FASTA),

ITS—similaridade em % (FASTA), tamanho

ITSH tamanho do segmento considerado em pares do segmento considerado em pares de base
Identificacéo D1D2  debase (pb) e sequencias mais proximas com (pb) e sequencias mais proximas com n°. de n°. acesso n°. IM-
(molecular) Isolado pb n°. de acesso acesso EMBL UFRJ
Saccharomycetales incertae sedis
99,4% 524pb - DQ438189 Zygoascus meyerae  100% 555pb — AY 447030 Zygoascus meyerae
Zygoascus meyerae 1027jS2e€l 1300 NRRL Y-17319 (typo) strain CBS 7521 (typo) FN428881 52042
Saccharomycetes, Clado Pichia anomala
99,8% 526pb — EF550318 Williopsis saturnus
var. subsufficiens NRRL Y-1657/ 98,9%
526pb — U75958 Williopsis saturnusNRRL
Williopsis saturnus 684sF4e€l 1250 Y-17396 (typo) - FN428867 52040
99,8% 567pb — EF550318 Williopsis saturnus
var. subsufficiens NRRL Y-1657/ 98,9%
526pb — U75958 Williopsis saturnusNRRL
Williopsis saturnus 728sR2x1 1281 Y-17396 (typo) - FN428868 52041
Saccharomycetes/CladoPichia/Saturnispora/Dekkera
100% 313 pb— Candida bentonensis
Candida bentonensis ~ 741sF4xl| 816 NRRLY B-2364 (typo) - FN428870 51966
100% EF550222 | ssatchenkia orientalis
Pichiakudriavzevii 1059jR1el 1122 NRRL Y-5396 (typo) - FN428858 51976
100% 573 pb— AY 518531 Pichia caribbica 98,3% 539pb — EU568913 Pichia caribbica
Pichia caribbica 1029jS3el 1278 BG98814133 CBS 2022 (typo Torula fermentati) FN428882 51967
99,7% 583 pb— AY 518531 Pichia caribbica 99,8% 607pb — EU568913 Pichia caribbica
Pichia caribbica 1090jF4e 1300 BG98814133 CBS 2022 (typo Torula fermentati) FN428887 51968
99,7% 582 pb— AY 518531 Pichia caribbica 99,5% 590pb — EU568913 Pichia caribbica
Pichia caribbica 618sF1xll 1224 BG98814133 CBS 2022 (typo Torula fermentati) FN428948 51969
100% 575 pb— AY 242287 Pichia caribbica 100% 607pb — EU568913 Pichia caribbica
Pichia caribbica 871jSlym 1250 BG988511 CBS 2022 (typo Torula fermentati) FN428931 51970
100% 589 pb - EU177571 Pichia caribbica 97,4% 537pb — EU568913 Pichia caribbica
Pichia caribbica 917jR2pda 1222 WB26S/ 100% Pichia guilliermondii CBS 2022 (typo Torula fermentati) FN428935 51971
100% 551 pb— EU348786 Pichia caribbica 100% 565pb — EU568913 Pichia caribbica
Pichia caribbica 959hjR1ym 1250 NRRL Y-27274 (typo) CBS 2022 (typo Torula fermentati) FN428941 51972
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D1D2 — similaridade em % (FASTA),

ITS-similaridade em % (FASTA), tamanho

ITSH tamanho do segmento considerado em pares do segmento considerado em pares de base
Identificacéo D1D2  debase (pb) e sequencias mais proximas com (pb) e sequencias mais préximas com n°. de n°. acesso n°. IM-
(molecular) Isolado pb n°. de acesso acesso EMBL UFRJ
Saccharomycetes/ Clado Wickerhamiela
99,8% 412 pb - FJ666082 Candidasp. MC-
B1C2(2) 26Sr isolado de fermentado
artesanal de cachaga em PE/ 88,3% 538 pb—
Candida aff. azyma 398sF3xI Candida drosophilae NRRL Y-27366 (typo) - FN428861 51963
Saccharomycetes /Clado Saccharomyces
92,7% 478 pb-DQ400372 Candida sp.
isolado ST-49 n&o descrito Tailandia, Nakase,
2008, unplub/ 86,2% 465 pb - U49064
Candida aff. tsuchiyae 813jR3pda 889 Candida tsuchiyae NRRL Y-17840 (typo) - FN428871 51965
99,8% 605 pb- AY 198398 Candida glabrata  99,3% 822 pb - AY 198398 Candida glabrata
Candida glabrata 1088 F3el 1583 CBS 138 (typo) CBS 138 (typo) FN428886 51973
99,6% 498pb — U62303 Candida incommunis
Candida incommunis  1113jR1ym 958 NRRL Y 17085 (typo) - FN428859 51974
100% 477pb — U62303 Candida incommunis 99,7% 398pb — EU343836 Candida
Candidaincommunis  952jR1ym 980 NRRL Y 17085 (typo) incommunis MUCL 29843 FN428940 51975
99,6% 521pb - AF105335 Candida sem sequencias para a espécie / 80% 217pb—
Candida tartarivorans 948jR1pda 1467 tartarivorans(typo) AJB97745 Candida digboiensis (typo) FN428939 51977
99,6% 486pb - EF554827 Pichia aff.
fermentans GDB742/ 99,4% 531 pb -
EF460655 Pichia sp. SA18S04 e mais 3
sequencias de isolados de solo em Taiwan,
ndo descrita/ 95,1% 566pb - EF550234
Pichia aff. fermentans 933jR1pda 1061 Pichia fermentansNRRL Y-1619 (typo) - FN428873 51964
Torulaspora aff. 98,2% 573pb — U72166 Torulaspora globosa 99,8% 587pb- AY 046184 Torulaspora
globosa 876jS1lym 1450 NRRL Y-12650 (typo) globosa NRRL Y-12650 (typo) FN428932 52031
99,8% 573pb - U72166 Torulaspora globosa
Torulasporaglobosa  738sSlel 1450 NRRL Y-12650 (typo) - FN428869 52032
Pezyzomycotina/ Clado levedura preta
Aureobasidium 98,1% 591pb - FJ744598 Aureobasdium 97,1% 513pb - FJ744598 Aureobasidium
pullulans 537sF2pda 1175 pullulans pullulans FN428911 51956
Aureobasidium 99,7% 584pb - AY 213693 Aureobasidium 99,5% 581pb- AY 213639 Aureobasidium
pullulans 1011jF3pda 1222 pullulans UWFP993 pullulansUWFP 769 FN428878 51957
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D1D2 — similaridade em % (FASTA),

ITS-similaridade em % (FASTA), tamanho

ITSH tamanho do segmento considerado em pares do segmento considerado em pares de base
Identificacéo D1D2  debase (pb) e sequencias mais proximas com (pb) e sequencias mais préximas com n°. de n°. acesso n°. IM-
(molecular) Isolado pb n°. de acesso acesso EMBL UFRJ
Aureobasidium 99,5% 573pb - AY 213693 Aureobasidium 99,7% 582pb - AY 213639 Aureobasidium
pullulans 402sF3xI 1200 pullulans UWFP993 pullulansUWFP 769 FN428912 51958
99,3% 595pb- EU257702 Exophiala spinifera
Exophilia spinifera 217sS2pda 1254 UTHSCSA 06-3355 - FN428876 52012
Pezyzomycotina/ Clado fungos levedurifor mes
95% 537pb DQ523176 Lecythophora sp.
Lecythophora aff. NGV-126Sr / 92,3% 566pb AF353597
decumbens 200sS2ym 1209 Lecythophora decumbens CBS 153.42 (typo) - FN428875 52013
94,8% 539pb- DQ523176 Lecythophora sp. 91,6% 465pb AY 700129 Fungal endophyte
Lecythophora aff. NGV-1/92,3% 568pb- AF353597 sp. CEY 10/ 85,5% 588pb - AY 999132
decumbens 113sS1lym 1218 Lecythophora decumbensCBS 153.42 (typo) Zopfiellatabulata CBS 230.78 FN428890 52014
Mycosphaerella 99,2% 503pb - EU019297 Mycosphaerella 96,1% 467pb - EU019297 Mycosphaerella
graminicola 441sFapda 1060 graminicola CBS 100335 graminicola CBS 100335 FN428888 52015
Mycosphaerella 98,6% 578pb - EU019297 Mycosphaerella
graminicola 450sF4pda 1184 graminicola CBS100335 - FN428864 52016
Mycosphaerella 99,3% 587pb - EU019297 Mycosphaerella 95,8% 553pb - EU019297 Mycosphaerella
graminicola 1007jF3pda 1200 graminicola CBS100335 graminicola CBS100335 FN428877 52017
Hymenomycetous/ Clado Podzolicus
99,3% 545pb - AF444705 Cryptococcus 99 % 477pb - AF444705 Cryptococcus
Vuillemin CBS 8369/9343/9344/ 92,8% Vuillemin CBS 8369/9343/9344/ 94,2%
Cryptococcus aff. 545pb - Bullera coprosmaiensis CBS 8284 480pb — EU252551 Cryptococcusluteolus
luteolus 487sFlpda 1080 (typo) ATCC32044 FN428914 51981
Cryptococcus 100% 569pb FJ743620 Cryptococcuscf.
podzolicus 839R4pda 1137 podzolicusATT204 - FN428872 52004
Cryptococcus 100% 609pb FJ743620 Cryptococcuscf. 99,8% 515pb- AF444321 Cryptococcus
podzolicus 110sS1ym 1184 podzolicusATT204 podzolicusCBS 6819 FN428889 52005
Cryptococcus 100% 616pb- FJ743620 Cryptococcuscf. 98,8% 501pb- AF444321 Cryptococcus
podzolicus 320sR2ym 1153 podzolicusATT204 podzolicusCBS 6819 FN428906 52006
Cryptococcus 100% 599pb- FJ743620 Cryptococcuscf. 100% 417pb- EF211245 Cryptococcus
podzoli cus 725sR2€l 1200 podzolicusATT204 podzolicus CBS6819 FN428923 52007
Cryptococcus 100% 609pb FJ743620 Cryptococcuscf. 100% 426pb- EF211245 Cryptococcus
podzolicus 748jS2pda 1200 podzolicusATT204 podzolicusCBS 6819 FN428924 52008
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D1D2 — similaridade em % (FASTA),

ITS-similaridade em % (FASTA), tamanho

ITSH tamanho do segmento considerado em pares do segmento considerado em pares de base
Identificacéo D1D2  debase (pb) e sequencias mais proximas com (pb) e sequencias mais préximas com n°. de n°. acesso n°. IM-
(molecular) Isolado pb n°. de acesso acesso EMBL UFRJ
Cryptococcus 99,5% 592pb- FJ743620 Cryptococcuscf. 100% 417pb- EF211245 Cryptococcus
podzolicus 864jS1pda 1175 podzolicusATT204 podzolicus CBS6819 FN428930 52009
Cryptococcus 100% 616pb- FJ743620 Cryptococcuscf. 100% 417pb- EF211245 Cryptococcus
podzolicus 945jR1pda 1192 podzolicusATT204 podzolicus CBS6819 FN428938 52010
Classe Hymenomycetous/ Ordem Tremellales
100% 549pb - AY 313001 Bullera sp. TY-176  99,8% 450pb - AY 313025 Bullera sp. TY-143
Bullera aff. / 93,8% 585pb - AF363660 Bullera 1 94,7% 472pb - AY 301024 Cryptococcus
Coprosmaensis 338sR4pda 1161 coprosmaensis CBS 8281 (typo) luteolusCBS 943 (typo) FN428907 51959
99,8% 558pb - AY 313001 Bullera sp. TY-176  99,8% 447pb - AY 313025 Bullera sp. TY-143
Bullera aff. / 94% 616pb - AF363660 Bullera / 94,5% 468pb - AY 301024 Cryptococcus
Coprosmaensis 346sR4pda 1130 coprosmaensis CBS 8281 (typo) luteolusCBS 943 (typo) FN428908 51960
100% 549pb - AY 313001 Bullera sp. TY-176  99,8% 450pb - AY 313025 Bullera sp. TY-143
Bullera aff. / 93,8% 585pb - AF363660 Bullera [ 94,7% 472pb - AY 301024 Cryptococcus
COoprosmaensis 527sF2pda 1100 coprosmaensis CBS 8281 (typo) luteolusCBS 943 (typo) FN428915 51961
100% 549pb - AY 313001 Bullera sp. TY-176  99,8% 450pb - AY 313025 Bullera sp. TY-143
Bullera aff. / 93,8% 585pb - AF363660 Bullera [ 94,7% 472pb - AY 301024 Cryptococcus
COoprosmaensis 998jF3pda 1125 coprosmaensis CBS 8281 (typo) luteolusCBS 943 (typo) FN428945 51962
97,2% 539pb - EU627787 Cryptococcus
agriensissp. nov., ndo publicado/ 93,7%
Cryptococcus aff. 563pb - AF181547 Cryptococcusgilvescens 78,6% 575pb — AF444362 Cryptococcus
gilvescens 1142jF2ym 1281 CBS 7525 (typo) arrabidensis CBS 8678 (typo) FN428893 51978
97,2% 531pb - EU627787 C. agriensis sp.
Cryptococcus aff. nov., ndo publicado/ 93,7% 554pb - 78,6% 575pb — AF444362 Cryptococcus
gilvescens 984jF3ym 1250 AF181547 C. gilvescensCBS 7525 (typo) arrabidensis CBS 8678 (typo) FN428943 51979
Cryptococcus aff. 98,6% 586ph— AY 315663 Cryptococcus 99,6% 537pb— AY 315665 Cryptococcus
laurentii 169sHpda 1150 laurentii CBS7140 laurentii CBS7140 FN4283898 51980
99,3% 557pb - AF444696 Cryptococcus 99,4% 495pb - AF444696 Cryptococcus
Vuillemin CBS 8355/ 97,8% 557 pb Vuillemin CBS 8355/ 94,4% 499 pb
Cryptococcus aff. AY 557601 Cryptococcustaibaiensis AY 557601 Cryptococcustaibaiensis
taibaiensis 581sF3ym 1100 AS2.2444 (typo) AS2.2444 (typo) FN428916 51982
99,8% 600 pb— Cryptococcuscellulolyticus 99,6% 547 pb— Cryptococcuscellulolyticus
Cryptococcus CBS 8294 (typo)/ 99,8% 600pb — Bullera CBS 8294 (typo)/ 99,5% 547pb— Bullera
cellulolyticus 194sS4ym 1226 pseudoalba CBS 7227 (typo) pseudoalba CBS 7227 (typo) FN428904 51983
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D1D2 — similaridade em % (FASTA),

ITS-similaridade em % (FASTA), tamanho

ITSH tamanho do segmento considerado em pares do segmento considerado em pares de base
Identificacéo D1D2  debase (pb) e sequencias mais proximas com (pb) e sequencias mais préximas com n°. de n°. acesso n°. IM-
(molecular) Isolado pb n°. de acesso acesso EMBL UFRJ
100% 590 pb— Cryptococcuscellulolyticus 99,3% 546 pb— Cryptococcuscellulolyticus
Cryptococcus CBS 8294 (typo)/ 100% 590pb — Bullera CBS 8294 (typo)/ 99,4% 545pb — Bullera
cellulolyticus 480sF1pda 1216 pseudoalba CBS 7227 (typo) pseudoalba CBS 7227 (typo) FN428913 51984
100% 576 pb— Cryptococcuscellulolyticus 96,7% 513 pb— Cryptococcuscellulolyticus
Cryptococcus CBS 8294 (typo)/ 100% 576pb — Bullera CBS 8294 (typo)/ 96,9% 514pb — Bullera
cellulolyticus 458sF4ym 1110 pseudoalba CBS 7227 (typo) pseudoalba CBS 7227 (typo) FN428946 51985
99,8% 584pb — AF444707 Cryptococcussp.
CBS 8372/ 99,5% 593pb AM 160631
CryptococcusflavescensHB1178=CBS 9956/ 100% 529pb — EF444707 Cryptococcussp.
Cryptococcus 99,5% 547pb - AB035042 Cryptococcus CBS 8372/ 98% 440pb AB034042
flavescens 247sR3pda 1229 flavescensCBS 942 (typo) Cryptococcusflavescens CBS942 (typo) FN428902 51986
100% 607pb — AF444707 Cryptococcussp.
CBS 8372/ 99,7% 607pb AM 160631
CryptococcusflavescensHB1178=CBS 9956/
Cryptococcus 99,6% 570pb - AB035042 Cryptococcus
flavescens 639s34xl1 1192 flavescensCBS 942 (typo) - FN428866 51987
99,8% 611pb AF075497 Cryptococcusflavus  99,2% 525pb AF075497 Cryptococcusflavus
Cryptococcusflavus  1130jF2ym 1192 CBS 331 (typo) CBS 331 (typo) FN428891 51988
99,6% 623pb AF444338 Cryptococcusflavus 99% 525pb AF444338 Cryptococcusflavus
Cryptococcusflavus ~ 969jS3pda 1200 CBS 331 (typo) CBS 331 (typo) FN428942 51989
99,6% 492pb- AF075469 Cryptococcus
Cryptococcus laurentii  412sF4x| 1100 laurentii CBS 139 (typo) - FN428863 51990
99,4% 534pb — AF075469 Cryptococcus 100% 508pb - FJ545224 Cryptococcus
Cryptococcus laurentii  1023jF3ym 1200 laurentii CBS 139 (typo) laurentii ATCC MYA -2946 FN428880 51991
99,6% 539pb — AF075469 Cryptococcus 99,8% 479pb - FI545224 Cryptococcus
Cryptococcus laurentii  128sS1pda 1100 laurentii CBS 139 (typo) laurentii ATCC MYA -2946 FN428897 51992
100% AF075469 Cryptococcuslaurentii CBS 99,6% 537pb -AY 315665 Cryptococcus FN428860/
Cryptococcus laurentii  189sS4ym 1200 139 (typo) laurentii CBS 7140 FN428900 51993
99,8% 618pb — AF075469 Cryptococcus 100% 508pb - FJ545224 Cryptococcus
Cryptococcus laurentii 250sR3pda 1100 laurentii CBS 139 (typo) laurentii ATCC MYA -2946 FN428903 51994
99% 519pb - AF075469 Cryptococcus 100% 508pb - FJ545224 Cryptococcus
Cryptococcuslaurentii 349sR4pda 1225 laurentii CBS 139 (typo) laurentii ATCC MYA -2946 FN428909 51995
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D1D2 — similaridade em % (FASTA),

ITS-similaridade em % (FASTA), tamanho

ITSH tamanho do segmento considerado em pares do segmento considerado em pares de base
Identificacéo D1D2  debase (pb) e sequencias mais proximas com (pb) e sequencias mais préximas com n°. de n°. acesso n°. IM-
(molecular) Isolado pb n°. de acesso acesso EMBL UFRJ
100% 611pb- AF075469 Cryptococcus 100% 508pb - FJ545224 Cryptococcus
Cryptococcus laurentii  719sS1xI 1153 laurentii CBS 139 (typo) laurentii ATCC MYA -2946 FN428921 51996
99,8% 551pb — AF075469 Cryptococcus 99,6% 537pb -AY 315665 Cryptococcus FN428926/
Cryptococcus laurentii  828jR4ym 1150 laurentii CBS 139 (typo) laurentii CBS 7140 FN428927 51997
99,7% 601pb — AF075469 Cryptococcus 100% 508pb - FJ545224 Cryptococcus

Cryptococcus laurentii  903jS4ym 1137 laurentii CBS 139 (typo) laurentii ATCC MYA -2946 FN428934 51998

Cryptococcus 99,2% 597pb — AF472625 Cryptococcus 96,1% 518pb — AF472628 Cryptococcus

nemor osus 1044jF2xI 1207 nemorosus VKM Y-2906 (typo) nemorosus VKM Y-2906 (typo) FN428883 51999
100% 575pb- AF444699 Cryptococcus sp.

Cryptococcus 98,9% 560pb- AF472625 Cryptococcus CBS 8363/ 98,9% 560pb- AF472625

nemor osus 392sF2x| 1184 nemorosus VKM Y-2906 (typo) CryptococcusnemorosusVKM Y-2906 (typo) FN428910 52000
100% 575pb- AF444699 Cryptococcussp.

Cryptococcus 99,3% 585pb- AF472625 Cryptococcus CBS 8363/ 98,9% 560ph- AF472625

nemor osus 621sF1xll 1200 nemorosus VKM Y-2906 (typo) CryptococcusnemorosusVKM Y-2906 (typo) FN428918 52001

Cryptococcus 98,9% 544pb- AF472625 Cryptococcus 96,3% 515pb- AF472625 Cryptococcus

nemorosus 689sF4xl| 1175 nemorosus VKM Y-2906 (typo) nemorosus VKM Y-2906 (typo) FN428919 52002

Cryptococcus 98,3% 595pb — AF472625 Cryptococcus 96,3% 518pb — AF472628 Cryptococcus

nemorosus 987jF3ym 1150 nemorosus VKM Y-2906 (typo) nemorosus VKM Y-2906 (typo) FN428944 52003

Tremella aff. 97,7% 608pb - AF189869 Tremella 87,5% 472pb - FJ534883 Tremella globispora

globispora 225sR3pda 1168 globispora CBS 6972 CBS 6972 FN428949 52033

Tremella aff. 98% 596pb - AF189869 Tremella globispora  88,3% 471pb - FJ534883 Tremella globispora

globispora 614jF4xI| 1050 CBS 6972 CBS 6972 FN428917 52034

Tremella aff. 98% 588pb - AF189869 Tremella globispora  88,1% 471pb - FJ534883 Tremella globispora

globispora 723sS3xI 1050 CBS 6972 CBS 6972 FN428922 52035

Tremella aff. 97,6% 590pb - AF189869 Tremella 89,6% 509pb - FJ534883 Tremella globispora

globispora 859]R2pda 1050 globispora CBS 6972 CBS 6972 FN428929 52036

Tremella aff. 98% 594pb - AF189869 Tremella globispora  89,6% 509pb - FJ534883 Tremella globispora

globispora 920jR2ym 1050 CBS6972 CBS 6972 FN428936 52037

Classe Urediniomycetes /Clado Nahoidea
Ocecultifur aff. 98,4% 631pb - AY 745723 Occultifur 96,6% 594pb - AF444567 Occultifur externus
externus 1181jFlym 1272 externusCBS 8732 (typo) CBS 8732 (typo) FN428895 52018
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D1D2 — similaridade em % (FASTA),

ITS-similaridade em % (FASTA), tamanho

ITSH tamanho do segmento considerado em pares do segmento considerado em pares de base
Identificacéo D1D2  debase (pb) e sequencias mais proximas com (pb) e sequencias mais préximas com n°. de n°. acesso n°. IM-
(molecular) Isolado pb n°. de acesso acesso EMBL UFRJ
Ocecultifur aff. 98,7% 629pb - AY 745723 Occultifur 96,8% 594pb - AF444567 Occultifur externus
externus 228sR3pda 1254 externusCBS 8732 (typo) CBS 8732 (typo) FN428901 52019
Ocecultifur aff. 98,4% 557pb - AY 745723 Occultifur 95,4% 587pb - AF444567 Occultifur externus
externus 846jR2ym 1250 externusCBS 8732 (typo) CBS 8732 (typo) FN428928 52020
99,8% 610pb - AY 520389 Basidiomiceto 99,3% 586pb - AY 313070 Sporobolomyces
(filoplano)/ 98,3% 605pb - AF189944 sp. (filosfera)/ 95,1% 597 - AY 364836
Rhodotorula marina type CBS 2365/ 98,2% Sporobolomyces symmetricus (typo) /94,3%
Rhodotorula aff. 614pb - AY 364836 Sporobolomyces 597pb — AF444504 Rhodotorula marina CBS
marina 1150jF4pda 1276 symmetricus(typo) 2365 (typo) FN428894 52025
99,7% 606pb - AY 520389 Basidiomiceto 99,2% 580pb - AY 313070 Sporobolomyces
(filosfera)/ 98,29 599 - AF189944 sp. (filosfera)/ 95,1% 593 - AY 364836
Rhodotorula marina CBS 2365 (typo)/ 98% Spor obolomyces symmetricus (typo) /94,4%
Rhodotorula aff. 608pb - AY 364836 Sporobolomyces 595pb — AF444504 Rhodotorula marina CBS
marina 472sF1pda 1200 symmetricus(typo) 2365 (typo) FN428925 52026
99,8% 611pb - AF189944 R. marina CBS 99,4% 552pb - AF444504 R. marina CBS
2365 (typo)/ 99,3% 611pb— AB279731 2365 (typo)/ 98% 543pb — AB030335 FN428896/
Rhodotorulamarina  437sF4pda 1200 Sporobol omyces ver micul atus (typo) Sporobol omyces ver micul atus (typo) FN428947 52027
Classe Urediniomycetes/ Clado Sporobodiales
100% 575pb- DQ663696 E. hasegawianum
AFTOL-1D 177/ 99,8% 601pb- AB030353
Erythrobasidium Sporobolomyces yunnanensis JCM 10687 99,2% 600pb- AB030353 Sporobolomyces
hasegawian 1012jF3pda 1261 (typo) yunnanensis JCM 10687 (typo) FN428879 52011
Rhodosporidium aff. 96,3% 572pb - AF363640 Rhodosporidium 93% 558pb - AF444492 Rhodosporidium
paludigenum 922jR2ym 1261 paludigenumCBS 6566 (typo) paludigenumCBS 6566 (typo) FN428937 52024
99,5% 569pb - AF444745 Rhodotorula sp. 99,8% 598pb — AF444650 Rhodotorula sp.
CBS 8885 /97,4% 569pb - AF070432 CBS 8885 /96% 599pb - AF444499
Rhodotorula mucilagiosa CBS 316 (typo) / Rhodosporidium sphaerocarpumCBS 5938
Rhodosporidium aff. 97,4% 569pb -AF070425 Rhodosporidium (typo)/ 94,7% 605pb — AF444541
sphaerocarpum 1050jF3xI 1230 sphaer ocarpumCBS 5939 (typo) Rhodotorula mucilagiosa CBS 316 (typo) FN428885 52028
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D1D2 — similaridade em % (FASTA),

ITS-similaridade em % (FASTA), tamanho

ITSH tamanho do segmento considerado em pares do segmento considerado em pares de base
Identificacéo D1D2  debase (pb) e sequencias mais proximas com (pb) e sequencias mais préximas com n°. de n°. acesso n°. IM-
(molecular) Isolado pb n°. de acesso acesso EMBL UFRJ
99,7% 581pb - AF444745 Rhodotorula sp. 99,7% 597pb — AF444650 Rhodotorula sp.
CBS 8885 /97,6% 581pb - AF070432 CBS 8885 /95,8% 598pb - AF444499
Rhodotorula mucilagiosa CBS 316 (typo) / Rhodosporidium sphaerocarpumCBS 5938
Rhodosporidium aff. 97,6% 581pb -AF070425 Rhodosporidium (typo)/ 94,5% 604pb — AF444541
sphaerocarpum 184sS4ym 1254 sphaerocarpum CBS 5939 (typo) Rhodotorula mucilagiosa CBS 316 (typo) FN428899 52029
100% 498pb - AF387142 Rhodotorula sp. 99,8% 512pb — AF444650 Rhodotorula sp.
IGC 4884 /97,8% 497pb - AF070432 CBS 8885/ 95,5% 513pb - AF444499
Rhodotorula mucilagiosa CBS 316 (typo) / Rhodosporidium sphaerocarpumCBS 5938
Rhodosporidium aff. 97,8% 497pb -AF070425 Rhodosporidium (typo)/ 93,8% 519pb — AF444541
sphaerocarpum 462sF4y m 1175 sphaerocarpumCBS 5939 (typo) Rhodotorula mucilagiosa CBS 316 (typo) FN428933 52030
Classe Ustilaginomycetes /Pseudozyma
100% 636pb - DQ866822 Pseudozyma sp.
ndo descrita /96,5% 636pb - DQO08955 98,1% 738pb - EF079966 Pseudozyma sp.
Pseudozyma jejuensis 1138jF2ym 1485 Pseudozyma shanxiensis (extypo) CBS 10454 FN428892 52021
Pseudozyma aff. 98,4% 631 pb EU379942 Pseudozyma pruni 85,8% 668 pb EU379942 Pseudozyma pruni
prunii 1046jF2xI 1455 CBS 10937 (typo) CBS 10937 (typo) FN428884 52022
100% 636pb - DQ866822 Pseudozyma sp.
nao descrita /96,5% 636pb - DQO08955 98,1% 738pb - EF079966 Pseudozyma sp. FN428865/
Pseudozyma jejuensis  563sF3pda 1400 Pseudozyma shanxiensis (extypo) CBS 10454 FN428905 52023
Ustilaginomycetes/ Ustilaginales
99,4% 525phb— AY 740171 Ustilago
spermophora /99,4% 516pb — AJ235297
Ustilago spermophora  399sF3xI 1450 Pseudozyma tsukubaensis JCM 10324 (typo) - FN428862 52038
100% 601pb — AY 740171 Ustilago
spermophora /100% 588pb — AJ235297
Ustilago spermophora  980jF3ym 1455 Pseudozyma tsukubaensis JCM 10324 (typo) - FN428874 52039

151



Tabela 5: Caracteristicas das col 6nias dos taxas isolados de cana-de-aclcar nos meios da
triagem.
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EMBL isolado

Zygoascus meyerae  1027]S2el

Williopsissaturnus  684sF4el

Williopsissaturnus ~ 728sR2xl|

Candida
bentonensis 741sF4xI|

Pichia kudriavzevii/

C. krusei 1059jR1el

Pichia caribbica 1029 S3el

Pichia caribbica 1090jF4e

Pichia caribbica 618sF1xIl

Pichia caribbica 871jSlym

Pichia caribbica 917jR2pda

Pichia caribbica 959bjR1ym

Candida aff.

drosophilae 398sF3xl
Candida aff.

tsuchiyae 813jR3pda

Candida glabrata 1088jF3el

Candida

incommunis 1113jR1ym
Candida

incommunis 952jR1ym
Candida

tartarivorans 948jR1pda
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Pichia aff. '3 i e © s @

fermentans 933jR1pda [

globosa 876jSlym |

globosa 738sSlel

luteolus 487sF1pda i

podzolicus 839R4pda

podzolicus 110sS1lym

podzolicus 320sR2ym

podzolicus 725sR2¢l

podzolicus 748jS2pda

podzolicus 864jSlpda ) I

podzolicus A5jR1pda

coprosmaensis 338sR4pda

COoprosmaensis 346sR4pda

COoprosmaensis 527sF2pda e

COoprosmaensis 998jF3pda

gilvescens 1142jF2ym

gilvescens 984jF3ym

Cryptococcus aff. u

laurentii 169sHpda

taibensis 581sF3ym
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Cryptococcus L ¢ X t i

cellulolyticus 194sS4ym

cellulolyticus 480sF1pda

cellulolyticus 458sF4ym .

Cryptococcus { o |

flavescens 247sR3pda

flavescens 639s4xlI

flavescens 689bsF4xI|

Cryptococcus é, 4

flavus 1130jF2ym

flavus 969j S3pda

laurentii 412sF4xI

Cryptococcus .

laurentii 128sS1pda

Cryptococcus

laurentii 189sS4ym

Cryptococcus

laurentii 250sR3pda

Cryptococcus

laurentii 349sR4pda

Cryptococcus

laurentii 719sS1x|

Cryptococcus

laurentii 828jR4ym

Cryptococcus

laurentii 903jS4ym

Cryptococcus

nemorosus 1044jF2xI

Cryptococcus

nemor osus 392sF2xI

Cryptococcus

nemor osus 621sF1xl|
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nemorosus 987jF3ym _

Tremella aff. - & '3 : @ &

globispora 225sR3pda |

Tremella aff. n

globispora 614jFaxl|

globispora 723sS3xI

globispora 859jR2pda

Tremella aff.

globispora 920jR2ym

Occultifur aff.
externus 1181jF1lym

Ocecultifur aff.
externus 228sR3pda

Occultifur aff.
externus 846jR2ym

Rhodotorula aff.
marina 1150jF4pda

Rhodotorula aff.
marina 472sF1pda

Rhodotorula
marina 437sF4pda

bl
L]
=
-
F o

Erythrobasidium
hasegawian 1012jF3pda

Rhodosporidium
aff. paludigenum 922jR2ym

Rhodosporidium
aff. sphaerocarpum  1050jF3xI

Rhodosporidium
aff. sphaerocarpum  184sS4ym

el
S~
-

Rhodosporidium
aff. sphaerocarpum  462sF4ym

ii-

Pseudozyma aff.

prunii 1046jF2xI
Pseudozyma

jejuensis 1138jF2ym
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jejuends 563sF3pda

Ustilago L

spermophora 399sF3xI

Ustilago

spermophora 980jF3ym

Aureobasidium

pullulans 537sF2pda

Aureobasidium

pullulans 1011jF3pda

Aureobasidium

pullulans 402sF3xI

Exophiliaspinifera  217sS2pda

Lecythophora aff.

decumbens 200sS2ym

Lecythophora aff. g

decumbens 113sS1lym %

graminicola 441sF4pda

Mycosphaerella - d

graminicola 450sF4pda

graminicola 1007jF3pda

Candida sp 1-

Pichia aff.

fermentans 958jR1ym _

Candida sp. 2- :

Candida aff. -

colliculosa 500sF1ym

Candida sp. 3- P. u

caribbica 1116jR1pda

Candida sp. 4-

Candida cf. <

sorbophila 680sF3xll

Candida sp. 5- n e

Pichia caribbica 625sF2xI1

Candida sp. 6-

Candida aff. azyma  268sR3ym
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caribbica 622sF1xll
@ . ( b
Candidasp. 9 830jR4ym

Candida sp. 10— P.

caribbica 967jS3pda
Candida sp. 11-
C. cf. valida 1062jR1e

Mycosphaerella cf.
.1 1155jF4pda

Mycosphaerella cf.

.2 1197jF1pda

Rhodotorula sp. 1 753jS2pda

Rhodotorula sp. 2 959jR1ym

Rhodotorula sp. 3 163sHpda

Rhodotorula sp. 4 490sF1pda

C. cf. podzolicus 196sS4ym

Cryptococcussp. 1  426sR4x|

Cryptococcussp. 2 1187jFlpda

Cryptococcussp. 3 205sS2ym

Cryptococcussp. 4 742sF4xl|

Cryptococcussp. 5  556sF3pda

Cryptococcussp. 6  563sF3pda

Cryptococcussp. 7 997jF3pda
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Cryptococcussp. 8 1056jF4x|

Pseudozyma sp. 1 983jF3ym

®

s
ey

Pseudozyma sp. 2 981jF3ym

Pseudozyma sp. 3 139asS3ym

Pseudozyma sp. 4 504sF1lym
Pseudozyma sp. 5 551bsF3pda
Pseudozyma sp. 6 990jF3y m
Basidiomicetospl  833jR4ym
Basidiomicetosp2  257sR3ym

fungo filamentoso
.1 1008jF3pda

p. 2 135sS3ym —

Lecythophorasp.1  384sR4pda

Lecythophorasp.2  455sF4ym

Prototheca
wickerhamii 896] S4pda

Prototheca zoopfi 1097jS2xll

Prototheca sp. 1 1096j S2xl|
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