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RESUMO

Estima-se que somente 20% das espécies de fungos no mundo sdo atualmente conhecidas e
que as leveduras sdo os micro-organismos decompositores menos estudados na literatura. Este
padrdo é mantido no estuério da Lagoa dos Patos (Rio Grande — RS, Brasil) e regido costeira
adjacente. Neste sentido, nds objetivamos realizar o levantamento das espécies de leveduras e
fungos leveduriformes associados as macrofitas aquéticas Spartina alterniflora Loisel,
Spartina densiflora Brongn. e Bolboschoenus maritimus (L.) Palla na Ilha da Pdlvora, uma
regido de marisma da Lagoa dos Patos. Para atingir esse objetivo, nds utilizamos amostras de
fungos in natura que ja haviam sido coletadas, isoladas e morfologicamente classificadas pelo
nosso grupo. Nés primeiro extraimos o DNA a partir dos isolados, e entdo realizamos a
técnicas de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) da regido ITS do rDNA utilizando os
oligonucleotideos iniciadores ITS5 e ITS4. Apds, a regido amplificada foi sequenciada e
comparada com a base de dados de sequéncias genéticas GenBank. De 88 leveduras isoladas,
conseguimos o resultado de sequenciamento de 76 amostras, e encontramos 19 espécies
diferentes pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota (10 e 9, respectivamente).
Muitas destas ja haviam sido reportadas como espécies que vivem em habitats semelhantes ao
da area de estudo; por exemplo, Scheffersomyces spartinae tem sido identificada como uma
levedura aquéatica com adaptacdo para resistir a salinidade que é associada a macrofitas
aquaticas. No entanto, nos salientamos que a sequéncia de sete espécies (37%) ndo
correspondeu aquelas do GenBank, as quais provavelmente sdo espécies ainda ndo descritas,
indicando a falta de estudos cientificos sobre a biodiversidade na area de estudo. A partir
destes resultados, podemos afirmar que ampliamos o conhecimento sobre a diversidade de
leveduras e fungos leveduriformes associados a regido de marisma da Lagoa dos Patos. Por
fim, nossos dados também corroboram com a estimativa de que ainda hd uma pletora de
espécies de fungos atualmente desconhecidas.

Palavras-chave: identificagdo molecular, levedura, fungos leveduriformes, marisma,
macrofitas aquaticas



ABSTRACT

It is estimated that only 20% of the world Fungi species are currently known, and that the
yeasts are the least studied decomposer microorganisms in the literature. This pattern is
conserved in the Patos Lagoon estuary (Rio Grande-RS, Brazil) and adjacent coastal area.
Therefore, we aimed to identify the yeasts and yeast-like fungi associated with the aquatic
macrophytes Spartina alterniflora Loisel, Spartina densiflora Brongn. and Bolboschoenus
maritimus (L.) Palla at Ilha da Polvora, a marsh area in the Patos Lagoon. To pursue this aim,
we used in natura fungal samples that had been previously collected, isolated and
morphologically classified by our group. We first extracted DNA from the isolates, and then
performed the polymerase chain reaction (PCR) technique to amplify the ITS region of the
rDNA using the ITS5 and ITS4 primers. The amplified ITS region was further sequenced and
compared to the genetic sequence database GenBank. Out of 88 isolates, we sequenced 76
samples, and found 19 different species belonging to the phyla Ascomycota and
Basidiomycota (10 and 9, respectively). Many of these species had already been reported as
living in habitats similar to the study area; for instance, Scheffersomyces spartinae has been
identified as an aquatic yeast with salinity-resistant adaptation that is associated to aquatic
plants. However, we point out that the sequence of seven species (37%) did not match with
any of those from GenBank, which are likely not yet described species, indicating the lack of
scientific investigations on the biodiversity of the study area. From these results, we can
conclude that this work broadens the knowledge about the yeast and yeast-like fungi
associated with the marsh area of the Patos Lagoon. Finally, our data also corroborates the
estimation that there is a plethora of currently unknown fungal species.

Keywords: molecular identification, yeast, yeast-like fungi, marsh, aquatic macrophytes
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1 INTRODUCAO

A ciéncia que estuda os fungos é conhecida como Micologia. O reino Fungi alberga as
leveduras unicelulares, os bolores multicelulares e espécies macroscopicas como 0s
cogumelos. Para obter matéria-prima para as func@es vitais, um fungo absorve a matéria
orgénica dissolvida através de sua membrana plasmatica. Todos os fungos sdo quimio-
heterotroficos, necessitando de componentes organicos como fontes de energia e carbono
(TORTORA, 2012).

Até 2013 foram reportadas aproximadamente 100 mil espécies de fungos; no entanto,
estima-se que ha cerca de 6 milhdes de espécies ainda ndo descritas (TAYLOR et al., 2013).
Estes dados demonstram que ainda ha muitas espécies para descrever e estudar acerca da sua
ecologia.

As leveduras sdo fungos unicelulares, ndo filamentosos, tipicamente esféricos ou
ovais. A palavra levedura, bem como o seu equivalente em outros idiomas, é baseada em
palavras com o significado de “crescer”, diretamente relacionadas ao processo de fermentagao
que produz cervejas e paes. Por esta razdo, leveduras sdo frequentemente relacionadas aos
fungos ascomicetos, que possuem esta capacidade fermentativa. As leveduras e os
ascomicetos sdo geralmente usados como sinénimos. Contudo, os fungos leveduriformes,
caracterizados por serem micetos unicelulares e ndo filamentosos, possuem representantes
tanto no filo Ascomycota, quanto no filo Basidiomycota. Estes dois filos tém por
caracteristica sua reproducdo assexuada por brotamento ou fissdo, mas também podem
produzir esporos: 0s ascosporos e os basidiosporos (KURTZMAN et al., 2011).

A micobiota pode ser isolada de mdltiplas fontes: néctar de flores, resinas de arvores,
superficies de plantas, agua doce e marinha, solos, frutos, animais, corpo humano e detritos
em geral (MADIGAN et al., 2010). As leveduras basidiomicéticas sdo onipresentes em
diversos habitats marinhos, sdo usualmente consideradas aléctones, especialmente porque
muitas leveduras desta divisdo estdo frequentemente associadas ao filoplano das plantas
(terrestres e aquéticas) (HAGLER; AHEARN, 1987).

Os fungos sdo organismos significativamente importantes na cadeia alimentar, por
decomporem matéria vegetal morta, reciclando elementos vitais a partir do uso de enzimas
extracelulares, como as celulases. Os fungos sdo os principais decompositores de partes duras
das plantas, que ndo podem ser digeridas pelos animais. A quantidade e a qualidade dos
nutrientes disponiveis no filoplano (a superficie das folhas das plantas) sdo étimas condicoes

para a inter-relacdo planta/fungo. A associacdo entre muitos grupos de plantas, incluindo as
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macrofitas aquaticas, e leveduras vem sendo relatada nos ultimos anos (BIANCHINI Jr,
2003).

As associacdes entre plantas e leveduras demonstram grande influéncia destes fungos
na modulacdo do equilibrio destes micro-habitats (VALENTE, 2000). Especificamente na
regido de marisma da Lagoa dos Patos, ha estudos que avaliam a composi¢do da assembleia
de leveduras no processo de decomposicdo de macrofitas aquéticas. Leite (2014) isolou
leveduras e fungos leveduriformes de macréfitas em decomposicéo e os avaliou quanto ao seu
potencial biotecnolégico. Em cada coleta foram amostradas macrofitas pertencentes as
espécies Spartina alterniflora Loisel, Spartina densiflora Brongn e Bolboschoenus maritimus
(L.) Palla, sendo esta Gltima espécie anteriormente conhecida como Scirpus maritimus L. As
espécies de macrofitas foram escolhidas em virtude da abundancia no local do estudo.

Este trabalho tem como objetivo identificar molecularmente as leveduras coletadas por
Souza (2014) associadas a macrdfitas aquaticas da ilha da Pélvora, em uma regido de marisma
da Lagoa dos Patos na cidade de Rio Grande. Para que o propdsito da identificacdo fosse
contemplado, foi realizada a amplificacdo por PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) e
sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA utilizando-se os oligonucleotideos
iniciadores ITS5 e ITS4.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MARISMAS

Ha dois tipos conhecidos de ecossistemas encontrados proximos as regides estuarinas
que sdo regularmente banhados de acordo com as variagdes de marés e dos niveis dos rios: as
marismas e 0S manguezais. Observa-se que estes dois ecossistemas sdo comumente
confundidos. A distribuicdo de ambos é global, porém as marismas ocorrem principalmente
nas regides temperadas, ao passo que 0s manguezais geralmente ocupam costas de menores
latitudes (DEEGAN et al., 2012). Marismas sdo ecossistemas localizados em é&reas
entremarés, ou seja, percebem-se nestes locais, variagdes nos niveis da agua, e essas variacdes
sdo influenciadas pelas preamares e também pelos niveis dos rios. Uma caracteristica
marcante deste ecossistema €, portanto, a salinidade: sdo ambientes salobros, uma vez que se
encontram préximos a lagunas e estuarios.

A cobertura vegetal encontrada nas marismas é herbacea emergente. A vegetacdo esta
disposta em funcéo do grau e do tempo de inundacdo de cada zona, classificando as espécies
de marismas baixas (zonas inundadas constantemente), médias (ocasionalmente inundadas) e
altas (raramente inundadas) (ELEUTERIUS, 1979). Além da cobertura vegetal, estes locais
ainda sdo habitats bastante relevantes para a vida animal; neles ha a ocorréncia de espécies de
moluscos, crustaceos, insetos, peixes, aves e mamiferos. Percebe-se, assim, a grande
importancia do local para a producdo primaria e também para os demais niveis troficos
(PRATES et al., 2012).

2.2 DECOMPOSICAO DAS MACROFITAS AQUATICAS

A matéria organica nao viva é conhecida como detrito: o que esta sendo decomposto
de um organismo que estava vivo. Adicionalmente, o detrito pode incluir produtos da
excrecdo e da exsudacgédo dos processos de decomposicdo (MOORE et al., 2004).

A decomposicdo vegetal é gradual e depende de muitos mecanismos, como por
exemplo: 1) a lixiviacdo, a solubilizacdo de compostos labeis (i.e. que se decompdem
facilmente); 2) a imobilizag&o, que é a metabolizagdo de um elemento em sua forma organica;
e 3) a mineralizacdo, resultante da liberacdo de formas inorganicas na catabolizacdo de um

recurso (SCIESSERE, 2007). Estes processos sao influenciados pelas comunidades de
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espécies encontradas em tais ecossistemas, como também os processos fisicos, quimicos e a
quantidade de biomassa a ser decomposta.

Macrofitas aquéaticas possuem alta taxa de crescimento em regido neotropical; este
crescimento contribui para que essas plantas sejam uma Otima fonte de detritos em
ecossistemas aquaticos (BOTTINO et al., no prelo). Dos detritos de macréfitas aquaticas,
70% compreendem o carbono orgéanico particulado, o qual constitui a parte fibrosa da planta e
¢ caracterizado pelos polissacarideos (e.g. celulose, hemicelulose e lignina) (TAIZ E
ZEIGER, 2006). Os 30% restantes da matéria fazem parte do carbono orgéanico dissolvido,
que € composto por substancias dissolvidas em agua, como o nitrogénio, fésforo, carbono,
oxigénio, entre outras (BIANCHINI Jr., 2003).

Organismos como bactérias e fungos sdo mediadores dos processos de decomposicao,
contribuindo para o ciclo do carbono, bem como para o aporte de nutrientes.
Consequentemente, estes micro-organismos levam a formacdo de compostos inorganicos,
como os ions amonio e fosfato, bem como gases carbonicos e sulfidricos. Neste sentido, a
perda de massa da planta é uma consequéncia destes processos (NUNES et al., 2011).

As bactérias sdo o0 grupo de microorganismos decompositores vegetais melhor
estudados, porém o papel da micobiota tem emergido, de modo que a diversidade de fungos
que ocupa este nicho é consideravel (SCHADT et al., 2003). E importante notar a ocorréncia
tanto de organismos bacterianos como fangicos nos tecidos vegetais, havendo esparsos relatos
de dominancia de comunidades de bactérias, geralmente associadas a ambientes com

nutrientes limitados.

2.3 METODOS MOLECULARES

Os métodos convencionais de analises laboratoriais para separacdo de organismos nao
se mostram eficientes para espécies de ambientes marinhos, sendo crescente a utilizacdo de
métodos moleculares a fim de contribuir para o entendimento de comunidades microbianas
das marismas. Uma grande quantidade de descobertas de novos taxa estd sendo realizada
através destes métodos (SEENA et al., 2008).

Anteriormente a analise filogenética de sequéncias de DNA, a colocacdo das leveduras
entre os fungos era guiada por interpretacdo do fenotipo, as quais sugeriam que as leveduras
eram fungos primitivos. Sabemos agora, com o0 avango das técnicas que possibilitam testes

moleculares, que as leveduras se enquadram entre os fungos basidiomicetos e os ascomicetos.



14

Vé-se a partir dos novos conhecimentos a importancia da biologia molecular para a revolugéo
taxonémica no reino dos fungos. (KURTZMAN et al., 2015)

As identificacbes das leveduras para a obtencdo dos resultados desejados neste
trabalho seréo realizadas a partir do sequenciamento das regides ITS (Espagadores Transcritos
Internos) para fins de identificacdo em nivel de espécie utilizando a técnica de PCR (Reagéao
em Cadeia da Polimerase). Schoch et al. (2012) analisaram seis diferentes regides do DNA de
fungos com o intuito de avaliar qual delas traria um melhor resultado, a regido ITS respondeu
como a que possui maior probabilidade de identificacdo bem-sucedida para a mais ampla
variedade de fungos. As regides ITS separam as subunidades menor (18S) e maior (26S)
ribossomais e podem ser amplificadas com primers especificos ancorados nessas duas regides
(FELL et al., 2000).

2.4 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

A identificacdo de leveduras até o nivel taxondmico de espécie € importante para o
direcionamento de trabalhos de bioprospeccdo. A espécie Saccharomyces cerevisiae € a mais
estudada entre as leveduras, sendo utilizada pelo homem h& muitos anos em processos
fermentativos (TORTORA, 2012). Estudos sobre potencial biotecnoldgico que incluem outras
leveduras sdo pouco frequentes, mas eles tém demonstrado que leveduras isoladas de
ambientes tropicais representam uma fonte de varias enzimas com potencial para uso
biologico (VALENTE, 2000).

O fungo leveduriforme Aureobasidium pullulans é um micro-organismo globalmente
presente e encontrado no filoplano de plantas e frutos em regides tropicais. A importancia
comercial desta espécie deve-se a producdo de enzimas de amplo interesse industrial, bem
como de proteina. A. pullulans possui a capacidade de produzir pululana, um polissacarideo
de aplicacdo nas industrias farmacéuticas, cosméticas e de celulose (RICH et al., 2013).
Adicionalmente, podem agir como bioindicadores de polui¢do. O sistema enzimético destes
fungos possui uma enzima chamada lacase que tem a capacidade de degradacdo de lignina.
Estas enzimas catalisam a reacdo de desmetilacdo, que é o estagio inicial no processo de
biodegradacdo de cadeias poliméricas, ocorrendo a decomposicdo de macromoléculas de
lignina a partir da ruptura dos aneis aromaticos. Em processo de oxidagdo de muitos
compostos, a lacase apresenta uma alta especificidade para um grande nimero de efluentes

industriais. Sua potencial aplicagdo na industria inclui degradagdo de corantes da industria
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téxtil e materiais toxicos. Rich et al. (2013) demonstraram que a producdo de lacases por A.
pullulans esté associada & producédo de pigmentos pelas linhagens.

A utilizacdo de micro-organismos em processos de biorremediacdo é uma alternativa
economicamente mais interessante comparada aos principais métodos fisico-quimicos de
tratamento de efluentes. A busca continua (principalmente a nivel especifico) de organismos
versateis com capacidade de degradar diversos poluentes de maneira eficiente e com baixo
custo é o que motiva pesquisas de biodegradacdo (KUNZ, 2011).

Ha poucos trabalhos que versam sobre o potencial biotecnologico das espécies de
leveduras do estuario da Lagoa dos Patos (LEITE, 2014; SOUZA, 2014). No entanto, destaca-
se 0 papel das leveduras deste ambiente na producdo enzimatica de lipase, esterase, celulase,
caseinase e amilase em ordem quantitativa (LEITE, 2014). Além disso, Souza (2014)
comparou o potencial entre leveduras e fungos leveduriformes associados a macrofitas em
decomposicéo e in natura, concluindo que ambos os substratos séo boas fontes de enzimas de

interesse industriais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

A Lagoa tem como limite continental de distribuicdo o canal de Sdo Gongalo na
margem oeste e a Ponta Rasa na margem leste. Os municipios de Rio Grande e Sdo José do
Norte localizam-se respectivamente nas margens oeste e leste da Lagoa dos Patos (Figura 1).
A area de marisma da Lagoa dos Patos ocorre em torno das margens e ilhas do seu estuario,
abrangendo 70km? de éarea. Ha, na Lagoa dos Patos, 24 unidades de marismas que se
restringem & sua margem inferior. A Lagoa recebe cargas de agua doce dos rios da planicie
costeira do Rio Grande do Sul e dos rios afluentes da Lagoa Mirim, assim formando um
escoadouro natural da bacia hidrografica para o Oceano Atlantico que esta situado na
extremidade sul e forma com a Lagoa dos Patos uma regido estuarina de 1.000 Km?
(NOGUEIRA; COSTA 2003). As coordenadas da area de estudo s@o: 32°01°16.9”S
52°06°16.9”W.

Figura 1 - Localizacdo da area de estudo. Estuario da Ilha da Pdlvora, Lagoa dos Patos. RS
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Fonte: Nogueira e Costa (2003).
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3.2 AMOSTRAGEM

O presente estudo baseia-se nas cinco coletas realizadas na Ilha da Polvora, Souza
(2014) e Leite (2014) realizaram cinco coletas de macrofitas aquaticas entre junho de 2012 e
janeiro de 2013 na regido de marismas da Lagoa dos Patos, no municipio de Rio Grande - RS.
Este periodo de coleta permitiu avaliar duas esta¢Ges do ano. As plantas macrofitas pertencem
as espécies Spartina alterniflora Loisel, Spartina densiflora Brongn., e Bolboschoenus
maritimus (L.) Palla (figura 2). Em relacdo a morfologia das plantas, Bolboschoenus
maritimus apresenta o colmo triangular e folhas largas pertencendo a familia Cyperaceae;
Spartina alterniflora e Spartina densiflora, pertencem a familia Poaceae e como caracteristica
desta familia possuem colmo circular, diferenciando-se uma da outra no tamanho do didmetro
do colmo. Hastes e folhas das trés espécies de macrdfitas in natura foram retiradas de trés
pontos distintos das marismas. As plantas foram preservadas em sacos plasticos individuais,
etiquetadas, transportadas em caixas refrigeradas e entdo processadas em laboratério em um

pequeno intervalo de 24h.

Figura 2 — Espécies de macrofitas aquéaticas nas quais os fungos foram coletados

Fonte: Souza (2014). A: Marisma da llha da Pélvora; B: Bolboschoenus maritimus; C: Spartina alterniflora; D:

Spartina densiflora.

3.3 ISOLAMENTO E AGRUPAMENTO POR MORFOLOGIA DE LEVEDURAS E
FUNGOS LEVEDURIFORMES

Primeiramente, as plantas foram cortadas em pequenos pedagcos com lamina estéril e
3g de cada amostra foram colocadas em frascos erlenmeyers contendo 30mL de detergente
Tween 20 na concentracdo 0,5% (p/v). Os frascos foram agitados em shaker orbital
programado com velocidade de 200rpm por 30minutos. A partir da mistura, foram realizadas

diluicBes decimais (1071, 1072 e 1073) e 0,1mL foi pipetado e inoculado de acordo com a
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técnica de Spread plate em placas de Petri contendo meio de cultura YM (1% (p/v) de glicose,
0,3% (p/v) de extrato de malte, 0,3% (p/v) de extrato de levedura, 0,5% (p/v) de peptona, 2%
(p/v) de agar, suplementado com 0,04% (p/v) de cloranfenicol e 0,01% (p/v) de bifenila;
ajustado a pH=4).

Ap0s incubacdo a 20-25°C por sete dias, as placas foram examinadas, fotografadas e
as unidades formadoras de colonia foram contabilizadas. As colOnias presentes foram
agrupadas de acordo com a sua morfologia e conforme os seguintes aspectos: cor, tamanho,
forma, elevacao, margem, brilho e consisténcia. Os isolados das leveduras foram conservados
em tubos com meio de cultura GYP inclinado (1% (p/v) de extrato de levedura; 1% (p/v) de
peptona; 2% (p/v) de glicose; 2% (p/v) de é&gar), cobertos com uma camada de 6leo mineral
estéril a 4°C com a finalidade de conservar os isolados. As metodologias de isolamento e
avaliacdo do potencial biotecnoldgico das leveduras foram realizadas de acordo com as
utilizadas por Landell (2009).

3.3.1 Teste para determinacao do filo dos isolados

Os isolados foram testados quanto a capacidade de reagir com o corante DBB. O teste
com o Diazonium Blue B é um teste bioquimico que distingue as leveduras e os fungos
leveduriformes em dois grupos distintos: Ascomycota e Basidiomycota. A parede celular das
col6nias basidiomicéticas reagem ao DBB tingindo-se de vermelho, ao contrario das col6nias

ascomiceéticas que ndo reagem ao corante (DEAK, 2006; Figura 3).

Figura 3 — Diferencas de ascomiceto e basidiomiceto apds o teste DBB.

Fonte: Souza (2014)



19

3.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR

As leveduras foram identificadas a nivel taxonémico de espécie ou género por meio de
métodos moleculares, passando pelas seguintes etapas: extracdo do DNA genbémico,
amplificacdo de regides ribossomais usando a técnica de PCR, purificagdo e sequenciamento,
realizado a partir do método de Sanger. A extracdo do DNA gendmico total das leveduras
isoladas foi realizada a partir de culturas puras dos isolados previamente cultivados em agar
YM e incubados por trés a cinco dias a temperatura de 23-25°C. Algadas de colbnias puras
foram inoculadas em 0,5mL de tampdo de lise celular (0,15M NaCl, 50mM Tris-HCI, 10mM
EDTA, 2% SDS, pH8) e incubadas a 65°C pelo periodo de uma hora. A seguir foi adicionado
um volume de 0,2mL de acetato de potassio 5M pH 4,8 em tubos eppendorfs, a solucéo foi
ressuspendida por no minimo 30 segundos e as amostras foram preservadas em banho de gelo
por 30 minutos. Os tubos foram centrifugados a 14000rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo. A etapa de centrifugacao foi repetida para eliminar impurezas, e 0
sobrenadante foi novamente transferido para outro tubo eppendorf. O DNA foi precipitado
com 1mL de isopropanol gelado a -20°C. Os tubos foram homogenizados por inversdo
durante 5 minutos a temperatura ambiente e posteriormente centrifugados a 14000rpm por 10
minutos e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 0,5mL de etanol a 70% conservado a -
20°C em cada tubo e as amostras foram centrifugadas a 14000rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente. As amostras
foram diluidas em 50uL de TE (TRIS-EDTA, pH 7,4) tratadas com 2,5uL de RNAse
(conservada a -20°C).

A quantidade e a qualidade do DNA obtido foram verificadas através de eletroforese
de DNA em gel de agarose 1,5% (p/v) com solucdo de tampdo TAE 1x. A amplificacdo por
PCR da regido ITS-5.8S-1TS2 foi realizada com os primers universais ITS5 (Forward) e ITS4
(Reverse) usando aproximadamente 1ng/pL de DNA. Para a verificagdo do produto de PCR
também se utilizou gel de agarose 1,5% (p/v). Apés a verificacdo do produto de PCR em gel,
purificou-se a solucdo utilizando o kit ExoSaplT e finalmente o material foi submetido ao
servico UAMP (Unidade de Andlises Moleculares e de Proteinas) do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. As sequéncias, resultantes do sequenciamento, foram editadas manualmente,
unidas e comparadas com as cepas tipo depositadas no GenBank usando o algoritimo BLAST.
Para identificacdo no nivel taxondémico de especie foi considerado uma identidade igual ou
superior a 99% com uma cepa tipo. Sequéncias que ndo cumpriram esse critério foram

classificadas usando analise filogenética. Arvores filogenéticas foram construidas usando o
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método de Neighbour Joining e bootstrap com 500 repeti¢Ges. Os clados foram considerados

com suporte estatistico quando igual ou superior a 70.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma comparacdo dos agrupamentos realizados por morfologia e 0s
resultados da identificagdo molecular (considerado como o padrdo ouro). Erros na
identificacdo por morfologia foi considerado como falso positivo, engquanto que a
impossibilidade do sequenciamento foi considerada verdadeiro negativo. Acertos nos
agrupamentos foram considerados verdadeiros positivos e a impossibilidade de agrupar o
isolado foi considerada como falso negativo. Tendo em conta esses valores, foram feitos
testes de sensibilidade e probabilidade de obter resultados positivos. Os dois testes seguem as

I6gicas das seguintes equacdes:

Resultados Positivos

Sensibilidade =
CNSIOTIAAne = Resultados Positivos + Falsos Negativos

Resultados Positivos

Probabilidade de Resultados Positivo = Resultados Positivos + Falsos Positivos X100

Portanto, a sensibilidade é o calculo da divisao dos resultados positivos de cada grupo,
pela soma dos mesmos com os resultados dos falsos negativos de cada grupo. Enquanto que
para a probabilidade de resultados positivos usa-se praticamente 0 mesmo raciocinio, porém a
divisdo dos resultados positivos € feita pela soma dos mesmos com os resultados dos falsos

positivos de cada grupo, sendo o valor final multiplicado por cem.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final das coletas, obtiveram-se 88 isolados de leveduras e fungos leveduriformes a
partir do filoplano das macrofitas aquéticas, dos quais 76 isolados foram identificados usando
técnicas de biologia molecular. Do total, 37 isolados pertencem ao filo Basidiomycota (9
especies), e os 39 isolados restantes correspondem ao filo Ascomycota (10 espécies).
Portanto, encontramos 19 espécies distintas, sendo que sete (37%) delas ndo corresponderam
a nenhuma sequéncia disponivel no banco de dados Genbank e foram classificados como
potenciais novas espécies. Trabalhos posteriores serdo realizados para descri¢do de espécies

novas.

4.1 REPRESENTACAO DE ALGUNS RESULTADOS DE EXTRACOES DE DNA E
TESTE PCR

Um resultado de extracdo de DNA pode ser observado na Figura 4, que mostra uma

fotografia registrada em fotodocumentador com luz ultravioleta.

Figura 4 — Gel de eletroforese representando um resultado de extracdo de DNA

Fonte: autora (2016).

Apdbs o programa estabelecido no termociclador, e a corrida do DNA no gel de
eletroforese, realizada em cuba eletrolitica, vé-se o resultado do PCR em fotodocumentador
com luz UV, assim como o resultado da extracdo de DNA. O que visualizamos esta
demonstrado na Figura 5.
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Figura 5 — Gel de eletroforese representando o resultado de um PCR

Fonte: autora (2016).

4.2 RELACAO FUNGO X MACROFITAS

Em comparacdo com as trés espécies diferentes de macrofitas aquéticas, foi
encontrado que 53% dos fungos isolados foram obtidos a partir da espécie Bolboschoenus
maritimus, 36% dos isolados de Spartina alterniflora e Spartina densiflora obteve 10% das

espécies de fungos isoladas (Figura 6).

Figura 6 - Presenca de leveduras em relacéo as espécies de plantas

m Bolboschoenus maritimus = Spartina alterniflora Spartina densiflora

Fonte: autora (2016).
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Leite (2014) e Souza (2014) avaliaram a comunidade de leveduras das mesmas
espécies de macréfitas aquéticas da regido de marisma da llha da Pélvora. Porém enquanto
Leite (2014) analisou as leveduras responsaveis pela decomposicdo destas plantas, Souza
(2014) as coletou in natura. Comparando os dois trabalhos, vé-se que eles apresentaram
alguns resultados diferenciados. Esta relagdo nos demonstra que a micobiota associada a
planta viva ndo € necessariamente a mesma que atua no seu processo de decomposicao, uma
vez que os projetos foram realizados em paralelo e as condi¢cdes ambientais foram as mesmas
(Tabela 1). Um dado bastante expressivo € o da espécie S. densiflora, que apresentou apenas
10% das espécies de fungo, porém na analise de Leite (2014) este foi o substrato de origem da
maior parte dos isolados coletados. Este fato pode ser explicado pela estrutura da folha seca
de S. densiflora, que é mais fina e estreita em relacdo as duas outras plantas e, por isso, capaz
de sofrer mais com as lavagens das chuvas, causando a diminui¢do da comunidade
microbiana. A macrdéfita S. densiflora teve uma continua diminuigdo no numero de isolados
desde o inicio do experimento, em junho de 2012 e foi a Unica que ndo obteve nenhuma

col6nia na dltima coleta, época em que a precipitacdo era intensa.

Tabela 1 — Variac0es fisicas de cada coleta

Coletas 25/06/12  02/07/2012 07/08/2012 24/09/2012 21/01/2013

Temperatura 12 14 15 20 25
do ar (°C)
Temperatura 14 12 14 16 25
da agua (°C)
Salinidade 28 23 16 6 14
(%)
Precipitacéo 37 74 104,8 137.8 136,4
(mm)

Fonte: Souza (2014)

A Figura 7 mostra a relacdo das plantas com a frequéncia absoluta das espécies de
fungos. Aureobasidium melanogenum e Sarocladium strictum sdo as Unicas espécies que
mesmo com uma grande variagdo das frequéncias ocorrem em todas as plantas.
Scheffersomyces spartinae foi reportada em outros trabalhos unicamente na macrofita S.

alterniflora (MEYERS et al., 1975). O resultado deste trabalho confirma esse resultado,
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sendo isolado da mesma macrofita (n=7). Fora as espécies de leveduras j& mencionadas, as
que também apresentam um valor mais alto de ocorréncia, igual ou maior que seis em relagdo
a frequéncia absoluta, sdo Pseudoseptoria obscura, Rhodotorula sphaerocarpa e uma espécie

ainda nao descrita do género Papiliotrema sp.

Figura 7 — Relacdo das espécies de fungos associadas as macrofitas aquéticas
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Fonte: autora (2016).

Outras espécies de levedura isoladas ocorreram em menor frequéncia ou tiveram
isolados Unicos A importancia desse resultado se da em relacdo a qualidade e ndo apenas a
quantidade, uma vez que se fez comprovado os nomes de muitas espécies de leveduras e
fungos leveduriformes que estdo associados a estas espécies de macrofitas na regido sul do

estado.



25

4.3 AGRUPAMENTO BASEADO NA MORFOLOGIA EM COMPARACAO COM A
ANALISE MOLECULAR

As técnicas moleculares de identificacdo de espécies da micobiota sdo
reconhecidamente mais precisas do que as morfoldgicas (Kurtzman et al., 2015). Isso se faz
bastante fundamentado porque as espécies deste reino variam muito ao longo do seu ciclo de
vida. Uma espécie de fungo pode apresentar uma morfologia corporal durante a reproducéo
sexuada (estado teleomorfo), e outra morfologia extremamente distinta quando o seu ciclo de
vida no momento é o assexuado (estado anamorfo). Sendo assim, é provavel que muito das
espécies ja descritas possam corresponder a0 mesmo tipo de organismo. Por isso a
identificacdo molecular se faz tdo importante e indispensavel (MAUTONE, 2008). Porém,
mesmo que as técnicas de identificacdo morfoldgicas sejam complicadas para identificacdo a
nivel especifico, elas sdo de grande utilidade para separar isolados em morfotipos,
possibilitando assim, uma organizacao inicial. Souza (2014) separou as amostras discutidas
neste trabalho em 19 grupos distintos, e obteve sucesso em grande parte dos seus resultados.
Podemos comparar, portanto, a analise morfoldgica feita por Souza (2014) com as analises
moleculares que obtivemos apds a anélise das sequéncias.

Na Tabela 2 foram comparados os resultados dos agrupamentos morfolégicos com a
identificacdo molecular. Para que se possa entender melhor o cabecalho da tabela, seguem as
instrucdes: Morfotipos sdo os grupamentos morfoldgicos que Souza (2014) determinou.
Numero de isolados é a quantidade de isolados que aquele grupo reuniu. A coluna
“quantidade de espécies diferentes” se refere a0 numero de espécies diferentes que se
comprovou serem dispostas naquele grupo apds os testes moleculares. A quarta coluna da
tabela se refere a porcentagem de acertos encontrados em cada grupo a partir das
comparagOes. As letras “FP” ¢ FN” s2o as analises falso positivo e falso negativo que s&o
discutidas no texto. A sensibilidade, avalia a probabilidade de um teste obter um resultado
positivo, comparando os valores positivos com os falsos negativos. E por fim, a probabilidade
de resultados positivos, avalia a probabilidade de um teste obter um resultado positivo,
comparando os valores positivos com os falsos positivos.

Percebe-se que grande parte do agrupamento de isolados obtiveram um valor maximo
de 100% em relacdo a porcentagem de acertos. Nota-se também que entre quatro grupos
(grupo 5, 7, 8 e 10) que possui alta frequéncia, maior ou igual a dez isolados, obtiveram-se
apenas dois resultados julgados como falsos positivos para cada um. Por outro lado, quatro

resultados dos agrupamentos ndo obtiveram grande sucesso (grupo 9, 11, 14 e 15) sendo 0s
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mesmos numeros que contabilizam a quantidade de isolados, também correspondentes aos
nameros de espécies diferentes, e ainda igual em relacdo a quantidade de falsos positivos. Ou
seja, tomando como exemplo o grupo “9” que tem trés isolados, que resultaram em trés

espécies distintas, nos mostra que ha neste caso um resultado de falso positivo igual a trés.

Tabela 2 — Analise morfolégica versus analise molecular

Morfo- | Isolados | Resultados | Quantidade % FP | FN | Sensb. | Probabilidade
tipos positivos | de espécies | acertos de resultados
diferentes positivos
1 8 8 1 100% | 0 | O 1 100%
2 4 4 1 100% | 0 | O 1 100%
3 2 2 1 100% | 0 | O 1 100%
4 1 - - 0% - - - -
5 11 9 3 82% 2 | 0 1 81,81%
6 2 2 1 100% | 0 | O 1 100%
7 12 9 3 75% 2 | 0 1 75%
8 10 8 3 80% 2 | 0 1 80%
9 3 0 3 0% 3]0 0 0%
10 7 5 3 72% 2 | 0 1 71,42%
11 3 0 3 0% 310 0 0%
12 2 2 1 100% | 0 | O 0 100%
13 2 2 1 100% | 0 | O 1 100%
14 2 0 2 0% 2 | 0 0 0%
15 4 0 4 0% 4 10 0 0%
16 1 1 1 100% | O 1 0,5 100%
17 1 1 1 100% | O 1 0,5 100%
18 1 - - 0% - - - -
19 2 2 1 100% | 0 | O 1 100%

Fonte: autora (2016).

Os grupos 16 e 17 possuem apenas um isolado cada um. Mesmo que a estatistica nos
demonstre que eles apresentam valor total na porcentagem de acertos, detectamos neste caso,
a presenca de falsos negativos. Isto acontece porque estas leveduras poderiam estar presentes
em algum outro grupo, compartilhando caracteristicas que foram julgadas como negativas em
relacdo a outras amostras, mas que na verdade eram positivas.

Estes dois ultimos grupos mencionados apresentaram um grau de sensibilidade 0,5, ou
seja, a metade do seu valor total, devido a presenga dos falsos positivos. O mesmo nao se
aplica aos grupos que apresentaram 100% dos acertos. Estes tém o seu grau de sensibilidade
maximo, uma vez que dentre todos os isolados encontraram um nimero maximo de resultados
positivos, sem a presenca de nenhum falso negativo quando comparado a analise morfologica

com a molecular.



27

Estes dados resultam em uma porcentagem de acertos igual a 0%. No resultado final
dos agrupamentos, dois grupos ficaram de fora da analise comparativa entre morfologia e
biologia molecular. Sdo os grupos 4 e 18, isto ocorreu porque alguns procedimentos de
extracdo e amplificacdo de DNA ndo obtiveram bons resultados. Pode-se observar ao final
desta monografia, no Apéndice A, uma tabela que mostra os resultados comparando a divisao
dos grupos feita a partir da morfologia com as espécies encontradas a partir dos testes
moleculares.

A espécie Sarocladium strictum somente ocorreu no grupo 1. Fatos assim podem
ocorrer uma vez que alguma espécie seja facilmemte distinguivel morfologicamente das
outras. Em contrapartida, Aureobasidium melanogenum se encontra distribuida em diversos
grupos, sendo dificil a distincdo dela com outras leveduras. O género Aureobasidium é
caracterizado por micro-organismos que apresentam coldnias de diversas coloragdes e que se
tornam completamente pretas ao longo do periodo de conservacdo em laboratério (SOUZA,;
2014). Na figura 8 pode-se analisar comparagdes entre espécies sendo que podemos observar

que ora elas se assemelham muito e ora elas se diferem bastante.

Figura 8 — Morfologia externa dos isolados de leveduras e fungos leveduriformes extraidos de

Fonte: autora (2016).

4.4 ANALISE FILOGENETICA

Conseguiu-se chegar a nivel especifico na maior parte das amostras analisadas.
Somente dois isolados ndo nos mostraram resultados suficientes apOs 0s seus
sequenciamentos, BEL 47 e BEL 75. Estas apresentaram identidade menor que 85% quando
comparados com a base de dados GenBank. Esses isolados, portanto, foram classificados até
nivel taxondmico de ordem.
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Muitos dos isolados BEL se agruparam e ndo se assemelharam a nenhuma espécie ja
descrita, porém obtivemos um valor de 99% de certeza na identificacdo destas espécies
guanto aos seus géneros. Os apéndices (B, C e D) contendo algumas das arvores filogenéticas
que foram construidas a partir da interpretacdo dos resultados apos analise em software estdo
dispostas ao final do trabalho. Estas arvores nos mostram o parentesco das nossas espécies

novas com as demais ja conhecidas.
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5 CONCLUSAO

Das 76 amostras sequenciadas, 19 especies distintas dos filos Ascomycota e
Basidiomycota foram encontradas, incluindo sete provavelmente ainda ndo descritas. Esta
monografia ainda comparou a classificacdo morfologica destes fungos com os dados
moleculares. Fica claro que a anélise morfoldgica destes organismos € bastante Gtil para o
auxilio na pesquisa, porém esta, sozinha, ndo é suficiente, podendo induzir a categorizacdes
desconcordantes com a classificacdo filogenética. A partir dos nossos resultados, podemos
afirmar que este trabalho contribui para a ampliacdo do conhecimento sobre a diversidade de
leveduras e fungos leveduriformes associados a macréfitas aquéticas da regido de marisma da
Lagoa dos Patos. Além disso, tendo em vista que 37% das espécies encontradas
provavelmente ainda ndo foram descritas, nossos dados também corroboram com a estimativa

de que ainda hd uma pletora de espécies de fungos atualmente desconhecidas.
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APENDICE A — Relac&o entre as macrofitas aquaticas, isolados e morfotipos

Cadigo
Espécies de plantas Amostras Espécies de fungos Grupos Gengank
Bolboschoenus maritimus | BEL 01 Sarocladium strictum 1
Spartina alterniflora BEL 12 Sarocladium strictum 1
Spartina densiflora BEL 32 Sarocladium strictum 1
Bolboschoenus maritimus | BEL 53 Sarocladium strictum 1
Bolboschoenus maritimus | BEL 56 Sarocladium strictum 1
Bolboschoenus maritimus | BEL 81 Sarocladium strictum 1
Bolboschoenus maritimus | BEL 85 Sarocladium strictum 1
Bolboschoenus maritimus | BEL 104 Sarocladium strictum 1
Bolboschoenus maritimus | BEL 06 Pseudoseptoria obscura 2
Bolboschoenus maritimus | BEL 86 Pseudoseptoria obscura 2
Bolboschoenus maritimus | BEL 101 Pseudoseptoria obscura 2
Bolboschoenus maritimus | BEL 105 Pseudoseptoria obscura 2
Spartina alterniflora BEL 109 Hortaea werneckii KR261084
Spartina alterniflora BEL 110 Hortaea werneckii KR261085
Bolboschoenus maritimus | BEL 03 Pseudoseptoria obscura 5
BEL 09
Bolboschoenus maritimus A Aureobasidium melanogenum 5 KX353817
Spartina alterniflora BEL 11 | Aureobasidium melanogenum 5
Spartina alterniflora BEL 13 | Aureobasidium melanogenum 5 KX353818
Spartina alterniflora BEL 16 Occultifur kilbournensis 5
Spartina alterniflora BEL 19 | Aureobasidium melanogenum 5 KX353819
Bolboschoenus maritimus | BEL 34 | Aureobasidium melanogenum 5 KX353820
Bolboschoenus maritimus | BEL 35 | Aureobasidium melanogenum 5 KX353821
Bolboschoenus maritimus | BEL 36 | Aureobasidium melanogenum 5 KX353822
Bolboschoenus maritimus | BEL 37 | Aureobasidium melanogenum 5 KX353823
Bolboschoenus maritimus | BEL 102 | Aureobasidium melanogenum 5
Bolboschoenus maritimus | BEL 52 | Aureobasidium melanogenum KX353824
Spartina densiflora BEL 74 | Aureobasidium melanogenum
Bolboschoenus maritimus | BEL 43 Papiliotrema sp. 7
Bolboschoenus maritimus | BEL 45 Papiliotrema sp. 7
Bolboschoenus maritimus | BEL 46 Papiliotrema sp. 7 KT724212
Bolboschoenus maritimus | BEL 63 Pseudoseptoria obscura 7
Bolboschoenus maritimus | BEL 80 Papiliotrema sp. 7
Bolboschoenus maritimus | BEL 84 Papiliotrema sp. 7




BEL 87 Papiliotrema sp.
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BEL 89 Papiliotrema sp.

BEL 90 Papiliotrema sp.

KT724213

Spartina densiflora BEL 95

BEL 108 Papiliotrema sp.

NI ENAENEENEENE BN

Spartina densiflora

KX371578

00 (0O |00 |00 |00 |00 |00 |00 |00 |00

|

KX356666

Spartina densiflora

Occultifur sp.

KX356665

10

10

10

10

Candida sp.

10

KX371579

10

10

Spartina densiflora BEL 28 Candida sp.

11

KX371580

BEL 62 Saccharomycetales sp.

11

BEL 69

11

BEL 99 Occultifur sp.

12

KX356664

BEL 107 Occultifur sp.

12

KU854927

BEL 93

13

BEL 94

13

BEL 71

14

Spartina densiflora BEL 75 Saccharomycetales sp.

14
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BEL 54 | Aureobasidium melanogenum 15 | KX353825
15
15
BEL 103 Candida melibiosica 15
Spartina densiflora BEL 47 16
BEL 106 17 | KU854926
BEL 38 | Aureobasidium melanogenum 19 | KX353826
BEL 51 | Aureobasidium melanogenum 19 KX353827




APENDICE B - Arvore filogenética das amostras BEL em relag&o a Aureobasidium

&5 — EU719509.1] Aureobasidium pullulans strain CU 22
EU?‘\ 9531.1| Aurecbasidium pullulans strain CU 43

FJ150886.1] Aureobasidium melanogenum strain GBS 105.22

EF120421 1] Aureobasidium pullulans strain 7906

BELS1

BELS4

BEL37

BEL35

BEL19

23 BELO9A

DEC30 - Aureobasidium pullulans 99

DEC23 - Aureobasidium pullulans.

BEL 11 Bel 74 Aureobasidium pullulans

BEL13

29 BEL34

BEL36

BEL52

8| BEL38

EUT19542.1] Aureobasidium pullulans strain BM 1

L EUT19544.1] Aureobasidium pullulans strain HKW1

EU7T19535.1] Aureobasidium pullulans strain CU 47
ﬂun 9532.1| Aureobasidium pullulans strain CU 44
FJ744598.1| Aureobasidium pullulans strain SUB 04-313.1
FJ150875.1] Aureobasidium namibiae strain CBS 147.97

59 —— FJ150897 1| Kabatiella lini strain CBS 12521

HQ267769.1] Aureobasidium pullulans strain WL18G

FJ150903.1| Aureobasidium microstictum strain CBS 342.66

| F160898.1| Aurecbasidium pulluans strain EXF-2449

41 JNB8B6798. 1| Aureobasidium pullulans strain F278261

[ AY843114.1 Aurecbasidium pullulans

o AY843054 1| Aureobasidium pululans TRNST

FJ150910.1] Aureobasidium pullulans strain CBS 100280

JNBB6797 1| Aurecbasidium pullulans strain F278260

@ o

JNB8B6796.1| Aureobasidium pullulans strain F278259
i~ AF013229 1| Aurecbasidium pullulans
FJ150806.1| Aureobasidium pullulans strain CBS 584.75

FJ150896 1| Aurecbasidium subglaciale strain EXF-3640
98 | FJ150895.1| Aureobasidium subglaciale strain EXF-2481
L EF524037 1| Aureobasidium pullulans strain P268
oo |AJ244251 1| Kabatiella caulivora strain CBS 242 64
FJ150873.1] Aurecbasidium microstictum strain CBS 114.64
FJ150872 1| Selenophoma mahoniae strain CBS 388.92
JNBB6789.1| Kabatiella bupleuri strain F277640
53| |JNBBE790 1| Kabatiella bupleuri strain F277641
JINBBE792.1| Kabatiella bupleuri strain F276240
g7 | JNBB6801.1| Kabatiella bupleuri strain F278265
JN886783.1| Kabatiella bupleuri strain F277039
JNBB86793.1] Kabatiella bupleuri strain F277979
65 | JN886799.1| Kabatiella bupleuri strain F278263
JNBB86800.1] Kabatiella bupleuri strain F278264

[ EU719516.1| Aureobasidium pullulans strain CU 29

97

EU719513.1] Aureobasidium thailandense strain CU 26
EUT19518 1| Aureobasidium sp. CU 30

100|.JX462675 1| Aureobasidium thailandense isolate NRRL 58543
JX462674 1] Aureobasidium thailandense isolate NRRL 58539

100 | JNBB6794. 1| Kabatiella harpospora sirain F121513
INBBET91.1| Selenophoma juncea strain F277101
85 — AF462430.11AF462430 Rhizosphaera oudemansii ATCC 46390
3| L EUT00368.1| Rhizosphaera macrospora strain CBS 467 82
EU700371.1| Phaeocryptopus nudus strain CBS 268 37
58| EU700370.1] Rhizosphaera pini strain CBS 206 79

9

100 AY220610.1| Scleroconidioma sphagnicola UAMH 9731
AJ244245 1| Dothiora rhamni-alpinae CBS 745.71
AY616213.1] Hormonema prunorum strain CBS 933.72
AJ244243 1| Dothiora cannabinae CBS 737.71

JINRARETIA 11 Nothichiza sn F277643%
AF013226.1| Kabatina thujae

991 AYE16212 1] Kabatina juniperi strain CBS 466 66
AF027764.1]1AF027764 Dothidea insculpta CBS 189.56
AF027763.1| Dothidea hippophaeos CBS 186.58
AY883094 1| Dothidea sambuci strain DAOM 231303
EU167593 1| Dothidea muelleri strain CBS 191 58
50 L EU167601.1] Dothidea berberidis strain CBS 186 58

531 EUBTT261.1] Sydowia polyspora strain NK137

53|l AJ278927 1| Hormonema dematioides isolate C1
98 L AJ244262 1] Sydowia polyspora CBS 128.64
AY293068.1| Sydowia polyspora strain CBS 544 95
77 AJ244247 1] Hormonema macrosporum CBS 536.94
AY616205.1| Hormonema carpetanum strain TRN25
AY604526.1| Endoconidioma populi strain UAMH 10297
AY604527 1| Endoconidioma populi strain UAMH 10238
48 EU552113.1| Coniozyma leucospermi CBS-111289
AY720707.1| Coniozyma leucospermi strain CBS 114035
HM185486.1| Endocenidioma populi voucher UAMH 10299
HM185487.1] Endoconidioma populi voucher UAMH 10902
72! HM185489 1| Endoconidioma populi voucher UAMH 10903

49

 — AJ244258 1| Sarcinomyces crustaceus CBS 156 89
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APENDICE C - Arvore filogenética das amostras BEL em relag&o a Occultifur

gg (ABS21282.1] Oceultifur tropicalis DMEKU-SESS

99 | ABS24027 1| Oceultifur tropicalis DMKU-5P403
KM2425268.1| Oceultifur sp. UFMG-CM-Y378
FH428901.1| Occultifur sp. IMUFRJ 52019
KP413182.1] Occultifur kilbcumensis NRRL Y-83805

20 'BEL16 Occultifur kilbournensis 89

MR 111082, 1| Qocultifur externus CBS 8732

KCEE8874. 1| Occultifur brasiliensis UFMG-BRO-170

Bel 29

Bel 41

Bel 107

—— AB0258948.2| Cystobasidium calyptogenae 5Y-86

400 | AF180011.1] Cystobasidium minutum CBS319
AF444570.1| Cystobasidium minutum CBS 4408

88 KPD53250.1| Cystobasidium fimetarium

8]

MR 1023588 1| Cystobasidium sleoffiae CBS 5708

85 ABOTAS01.1| Cystobasidium hysiniphilum JOM 5251
AF444580.1| Cystobasidium pallidum CBS 320

ABD26001.2| Cystobasidium minutum CB59124
LKD22835.1| Cystobasidium benthicum isolate 326
LMG44066. 1| Cystobasidium ritchiei

AF444202 1| Cystobasidium pinicola AS 2.2183

[k

90— AF190014.2| Cystobasidium laryngis CBS2221

MR 073272.1| Symmetrospora marina CBS 2365

MR 073283.1| Buckleyzyma aurantiaca CBS 317
AF444540.1| Hasegawazyma lactosa CBS 5828
— MR 073208.1| Rhodotorula mucilaginosa CBS 316
wol— nro7azess | Rhodetorula glutinis CBS 20

D05

37



APENDICE D - Arvore filogenética das amostras BEL em relagdo a Candida

o} 118888033(gblEF 1378 12.1] Candida flosculorum strain JL13 intemal ranscribed spacer 1 ribosomal RN pacer 2 large subunie
158512 1] ©B58584 i pacer 1 pacer 2 complete and 282
GISB7900741IrefINR 111408.1| Candida dosseyi ATCC MYA-4350 TS region from TYPE. 162382411 G MYA-4359 18
g 14071 TCG M TYPE gbIFJ623625 ATCC MYA-4360 intes.
11248 B from TY il whMat SI0MITST48
BEL40
BEL28
1l in 11488 ibed spacer 1 partial sequence 5 85 ribosomal RNA g a intemal
130677.1) ™ L 11 wH 4 IDMTS840
38T 1745171bjlABT35148 : for ITS1 5,85 RN seq
1l 18 spacer 15 85 ribosomal RNA gene and intemal transeribed spacer 2 complete sequence and 265 r
ot IrefiNR 111292.1) MucL ™ gilt? J343830.1] Candida JcL MITSa28 RNAG...
158520 11 i CB5 5036 spacer | 85 i d npis
. 15,85 1RNA gene IT 82
1246253 1| Candida i a5 7422 15,85 ribosomal RNA gens and comples
587900721 refiNR 111386 1] Candida annelisese ATCC MYA$321 ITS region from TYPE material 1622603.1) C: CC MYA4321
T 12060.1] 7708 TS region from TYPE matesial
13848363/mb|A JG0B4ET 1| Candic haemuioni 185 65 § 855140
120060.1) 85 5140 TS region from TYPE g 1igbiAYE00375.1] i
1%458660 1| C: 85 5140 RNA 151 2 complatee
giat g 1l i 1par it RNA g q 2 partial sequence




