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Carneiro, M.T. Desenvolvimento de meios seletivaggontagem de leveduras em
membrana filtrante para monitorar a poluicdo no lagturnaiba, Rio de Janeiro. Rio de
Janeiro, 2011. Dissertacao (Mestrado em SaudedafiINSPSA/FioCruz.

RESUMO

Os mudltiplos e intensos usos da agua tém causagkresrtte poluicdo e impactos nos
ecossistemas aquaticos. Considerando que os oodifotermotolerantes refletem a poluicéo
fecal, e os parametros quimicos a qualidade inmedia agua, seria desejavel usa-los
juntamente a indicadores complementares. O uso atdagem de leveduras como
bioindicador da qualidade da agua tem sido propdststrutura de suas comunidades muda
de acordo com os fatores ambientais, incluindergsctos antropicos oriundos dos efluentes
domésticos e das atividades agricolas. No entastopntagens de leveduras pelos métodos
de cultivo sdo dificultadas pela competicdo combores, além do que, as técnicas que
reduzem os bolores, também afetam as levedurasaBws desenvolver um método para
contagem de leveduras em amostras de agua, attaséneios BIL(Base de isolamento de
leveduras) seletivos, e avaliar preliminarmente otecial das leveduras isoladas como
bioindicadoras da qualidade da agua. Coletamosnd@staas de 08 pontos no Lago de
Juturnaiba/RJ. Foram aferidos os parédmetros tetopergpH, OD, Saturacdo de OD, SDT,
condutividade e DB® Analisamos leveduras utilizando o método de menabifdtrante,
incubada sobre suporte, com novas variacoes seati®@ Base de Isolamento de Leveduras
(BIL) em caldo, suplementada com diferentes fodee€arbono e inibidores. Procedemos as
contagens de UFC/100mL e isolamos os diferentegotpms observados. Procedemos a
identificacdo polifasica das culturas. Foram feaasanalises do NMP dgescherichia coli
Coliformes Totais é€nterococcussp. e foram realizadas analises qualitativas dagehas
potencialmente patogénicas. Buscamos relacionameédias geométricas dos resultados
microbiolégicos e as médias aritméticas dos dadkisofquimicos através da correlacao
linear de Pearson e de Regressao Multipla. Obtigetnatagens significativas de leveduras
de até mais que 10.000/100mL nos pontos-control@gims limpas e aguas poluidas na
regido. Foram usados como inibidores Cicloexim@danol ou corante verde-bromo-cresol e
como fonte de carbono glicose ou galactose. Naoséhanterferéncias significativas de
bolores quando usamos esses meios seletivos. P8zemtinta e cinco culturas de leveduras
foram isoladas e identificadas por taxonomia coowmsral e vinte e cinco culturas
representativas tiveram suas identificacbes coafias pelo seqienciamento da regido
D1/D2 da subunidade maior do rDNA. Muitas levedwasontradas sédo de provaveis novas
espécies ou novos biotipos de espécies conheddagveduras prevalentes no lago foram
Candida guilliermondii ou linhagem similar de Catalifamata que foram seletivamente
favorecidas pelo meio BlL-galactose cicloeximida.n@io BIL-etanol favoreceCandida
kruseie outras espécies anamorfaditehia, que foram mais frequentes nos pontos de maior
poluicdo doméstica. Os meios BIL glicose-cicloexiani e BIL verde-bromocresol
favoreceram o isolamento de maior diversidade déaiss. A alta frequéncia de ascomycetes
isolados neste estudo foi consistente com suaiagdoca aguas de ambientes poluidos por
matéria organica. Um aumento na frequéncia de ibasygdetes observado depois das chuvas,
pode ter sido relacionado a influéncia m-off. O isolamento das espécies relacionadas a
diferentes tipos de poluicdo sugere o0 uso destessme estudo de leveduras como indicador
de eutroficacdo por fontes diversas, tais comotiaglades agricolas e o lancamento de
efluentes domeésticos.

Palavras-chave: 1. qualidade da agua 2. meiosivesleB.leveduras 4.bioindicadores 5.
poluicéo.



Carneiro, M.T Selective culture media for MF yeast counts to nwrpollution in Lake Juturnaiba,
Rio de Janeiro Rio de Janeiro, 2011. Dissertacdo (Mestrado enddé&aPublica)
ENSPSA/FioCruz.

Abstract

Multiple and intensive use of water supplies cainseeased impact of pollution on aquatic
ecosystems. Since the fecal coliform reflect fegallution, and chemical parameters of
immediate water quality, it would be desirable tisese with complimentary indicators. The
use of yeast counts as bioindicators of water tyualas been proposed. Their community
structures change in accord with environmental ofactincluding human impact from
agricultural and domestic wastes. Unfortunatelysyeeounts by cultivation methods are
complicated by competition with mold growth andtéas that reduce mold growth also have
impact on yeasts. We intended developed a courdt yeathod in water samples through
select yeast isolation basal medium (BIL), andutmlergo a preliminary evaluation the
isolated yeast potential as bioindicator. 46 wa@mples were collected from from 8 sites
with in and near Lake Juturnaiba/RJ and pH, DO, Béduration, Dissolved solids,
conductivity, and BOD5 were determinedhe membrane filter method used with selective
variations of a yeast isolation basal medium (Bdi) cellulose pads, did allow significant
yeast counts of up to over 10,000 / 100ml to beerfemn water of Lake Juturnaiba / RJ and
clean and polluted control waters from the sam&regCyclohehimide, ethanol or the dye
brom-cresol-green were used as inhibitors and gaacas a selective carbon source. There
was no significant interference from molds whemgsihese selective media. Two hundred
and thirty five yeast cultures were isolated arehtdied by conventional taxonomy and 25
representative cultures had identity confirmed éguencing the D1/D2 region of the large
subunit rDNA. MPN of Escherichia coli, total calims and enterococfcus were determined
and P/A of some potentially pathogenic bacteriarr€ations were determined between
geometric means of microbial counts and arithmmigans of other parameters by Pearson’s
and multi step regression analysis. Statisticalfnificant yeast counts of up to 10,000/
100mL were obtained from sites with various lewslgutrophication from agricultural runoff
and domestic sewage contamination. Many of thestgeaere found to be probable new
species or new biotypes of known species. TheagbeaVv yeasts from the lake sites were
Candida guilliermondii or similar Candida famateasts that were selectively favored by the
BIL-galactose cyclohehimide medium. The BIL-etham@dium favored Candida krusei and
other anamorphs of Pichia species that were maguént in sites with more domestic
pollution. The BIL glucose-cyclohehimide and BlLron-cresol-green media favored
isolation of more species diversity. The high frexgecy of ascomycetous yeasts isolated in this
study was consistent with their association witluedip environments polluted by organic
matter. An increased frequency of basidiomyceteeted after rains may have been related
influence from run-off. The isolation of specieslated to different types of pollution
suggests the use of these media in the studyasftyes indicators of eutrophication from
different sources such as agricultural and domesig&tes

Keywords: Water quality, selective media, yeast, bioindicators, pollution.
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1 INTRODUCAO

1.1 O ESCARCEAMENTO DA AGUA, PARA DIVERSOS FINS

A atual crise ambiental global pode ser destringhath “crises”. S&o crises de
diversas naturezas que se interconectam e se sparangerar um quadro preocupante, que
muitas vezes € denominado de “A questdo ambierfigl” Entre essas, ha a crise do
aquecimento global, a crise da camada de ozoéridsea dos residuos, dos desmatamentos,
dos recursos naturais, e dentre estes, sobretudgua Para alguns, a crise ambiental &,
ainda, uma crise de consumo, pois o modelo cagidiadileva 0 consumo a niveis cada vez
maiores (2). Proporcional é, portanto, a demandaspecursos naturais (2-4). Recursos
naturais como o ar, os solos, as florestas e asfjualassificados como renovaveis, pois seu
tempo de geracao pode ser compreendido dentracliods vida do homem. Outra forma de
entender esta classificacdo € que, se um recudengeo reposto tao rapido quanto € utilizado,
entdo este é renovavel. E curioso que, enquantoseEs exauriveis como o petréleo tem as
reservas exploraveis ampliadas pelo avanco tecicoldg recurso agua, renovavel, torna-se
critico pelo aumento da demanda e poluicdo (3)ghaa, seguramente, um dos recursos
naturais mais necessarios a sociedade (4,5). Nmtentela tem uma distribuicdo desigual
pelo planeta, e s6 2,5% do total existente € da dgue. Mesmo assim, gracas a estes 35,5
milhdes de krhde agua doce, dificiimente faltaria 4gua no plnatquestdo complexa é a
gestdo e 0 acesso a agua com qualidade e quansiddentes (6). Assim, até 2002, em
torno de 1,7 milhGes de criangcas morriam anualmeméuncdo de doencas veiculadas pela

agua e falta de saneamento adequado (7, 8).

Segundo Tosetto (9), pelo menos 8% da reserva mlutheliagua doce estdo no Brasil
ou 12% segundo Conejo (10). Em torno de 80% deshkeme concentra-se na Regiao
Amazbnica e somente 20% encontra-se distribuido regges onde vivem 95 % da
populacdo brasileira. Na verdade, estima-se queursdona agua necessaria para consumo
humano, animal, para irrigacdo e industrial, a defaamédia total nacional estaria entre
2.044 a 2.141 ffs contra uma vaz&o total média de longo periodseds rios de 179.000



m’/s a 182.633 ffs, além de 89.000 fmue fluem em nossos rios oriundas de territorios
estrangeiros (6, 10). Situacdes criticas sdo eramag apenas na regido do Rio Tieté e nas
bacias hidrograficas no entorno da Baia da Guaaalean funcdo da associacdo de baixa
disponibilidade e qualidade, e alta demanda. Aléstes, inclui-se ainda a Regido Atlantico
Nordeste Oriental e Atlantico Leste (Nordeste géfigp), por baixa disponibilidade (10). No
mais, ha problemas de crescente poluicdo dos pecur&lricos, com encarecimento do

tratamento.

Nas ultimas décadas, os ecossistemas aquaticositimalterados em funcédo de
diversos impactos ambientais decorrentes das atigsl antrépicas. Muitos rios, corregos,
lagos e até mesmo reservatoérios tém sido impactilodo ao aumento desordenado dessas
atividades (34, 11,12,13, 14). Os impactos causados sobre os sistemas hidricosa@ss
especial magnitude, em funcao da dependéncia goeiadade tem pelo abastecimento da
agua para consumo direto e indireto, na producdiiwadg, na higiene, para o lazer e o
afastamento dos proprios efluentes (4,5,15), atefgjeassim, aos seus multiplos usos.
Atender aos multiplos usos néo significa apenashagjee agua em quantidade, mas também
na qualidade adequada a dada finalidade (5). Asiptad atividades que demandam &gua,
muitas vezes sao exercidas sem levar em contaanwaslusos, por isto, 0 mesmo rio ou lago
chamado de manancial quando da captacdo para te@bwsto pode vir a ser chamado
apenas como corpo receptor ou hidrico, no momemtardcamento dos efluentes domésticos

e industriais (4). Outra autora que denuncia est@eréncia é Arias (16):

A descarga de lixos tOxicos provenientes de efbsenihdustriais, o0s
processos de drenagem agricola, os derrames acidede lixos quimicos e os
esgotos domésticos lancados em rios e mares coatrtpara a contaminacéo dos
ecossistemas aquaticos com ampla gama de ageniess@omo metais pesados,
agrotéxicos, compostos organicos...

Nos ultimos anos, o nivel de Compostos xenobioticssecossistemas aquaticos
vem aumentado de forma alarmante como resultadatdéade antropogénica

sobre o meio ambiente. Tal fato tem contribuidoaparredugdo da qualidade

ambiental, bem como para o comprometimento da saltde seres vivos que
habitam esses ecossistemas.



Talvez em consequéncia desta maneira de cuidamm@dwsnciais € que uma das
principais formas de veiculacdo de doencas se dacpotato direto, constituindo um
problema de saude publica (17). Segundo a Peshlais@anal de Saneamento Basico (18),
em 2008 apenas 55% dos municipios brasileiros dispde rede de esgotamento sanitario.
Na maioria das vezes, 0 esgoto da rede é desp@jadduranos corpos de agua, ja que so
recebe tratamento 68,7% do esgoto transportado.régercute em desequilibrio ecolégico
Nnos mananciais, escassez de agua de boa qualidedespdiversos fins, e, invariavelmente,
na saude publica, com aumento de casos de doeacasitfrias. No campo, ha também
problemas com o arraste, para 0s mananciais, digz&mtes e agrotoxicos empregados nas

atividades agricolas.

1.2 A LEGISLACAO BRASILEIRA E OS PARAMETROS DE
QUALIDADE DA AGUA

Através das Resolu¢cdes CONAMA 274/2000 (19), ddapiar MS 518/2004 (20) e
CONAMA 357/05 (21), foram estabelecidos os critgrile uso e qualidade da agua, no
Brasil. A resolucdo CONAMA 274 (19), de 29 de nobeonde 2000, estabelece parametros e
indicadores especificos, de modo a assegurar akicées de balneabilidade. A portaria 518
do Ministério da Saude, de 25 de marco de 2004, @8abelece os procedimentos e
responsabilidades relativos ao controle e vigi@nta qualidade da agua para consumo
humano e seu padréo de potabilidade, e da outeasdgncias. A resolucdo 357, de 17 de
margo de 2005 (21), dispBe sobre a classificac&ocdmpos de agua e diretrizes ambientais
para o seu enquadramento, bem como estabelecendigGas e padrdes de lancamento de
efluentes, e da outras providéncias. De forma getedvés destas normas, a avaliacdo da
qualidade das aguas para inumeros fins, da-sdiagmparametros como Coliformes totais e
termotolerantes, contagem de cianobactérias, estéeterotroficagnterococcusalém dos

parametros fisico-quimicos, inferindo-se assimésepsoprias para este ou aquele uso.

Segundo Arias (16), estas metodologias tradiciomtss classificacdo de &aguas,

baseadas em caracteristicas fisicas, quimicas teribbigicas, ndo sdo suficientes para



atender aos seus multiplos usos. Nao obstantemguartante contribuicdo, a utilizagdo dos
coliformes como bioindicadores ha muito tem sidmale criticas (22). Ascherichia coli
que representa 95% do grupo termotolerante (28),sbrevida nas aguas naturais menor
gue muitos patogenos corRgseudomonas aeruginosa, Staphylococcus sp., Stoeias sp.,
virus da hepatite A e EAdenovirus Helicobacter pilori, Legionella pneumophila,
Cryptosporidium sppe Giardia lamblia. Além do que, a colimetria reflete apenas a potuica
fecal recente, oriunda de animais de sangue qU&nt@2,24, 25 26, 27). Ainda Barcellosa

& Quitério(17), afirmam que esse indicador (coline@t pode estar sujeito, em paises
tropicais, a interferéncias da presenca de outnorass, temperatura e da alta concentracéo

de nutrientes nas aguas.

A contagem de bactérias heterotréficas € outronpetrd microbiolégico usado, e
refere-se a contagem destas bactérias, quandeasglis em agar nutriente (ou equivalente),
a 35+0,5°C/48£3 horas. Esta contagem mantém rejaigiamrcional aos niveis de nutrientes
presentes na agua, e, assim também, a existénpa@genos (28). Discute-se, porém, que 0s
métodos empregados resultam no crescimento de mpe@ercentagem da comunidade de
bactérias presentes. Neste sentido, estudos apogt@mapenas entre <0,1 a 1% dos
microrganismos, dependendo do habitat, sdo cu#isaatravés do emprego de métodos
microbiolégicos convencionais (29). Também Araéjoal (30), expde que a qualidade da
agua em um dado ponto, pode variar consideravedmaenido a diversos fatores como
correntes, marés, efluentes, chuvas e outros. Dest@, em pouco tempo, ou a poucos
metros, pode haver mudancas de varias ordens daeitodey nos niveis da populacdo
microbiana. Ainda Araujet al. (30) sugere que, em funcédo desses fatos, aligukgaena
acuracia oferecida pelos métodos de anéalise madghcos, deve-se proceder com cautela a
classificagdo das aguas para critérios de balnéadhd, aplicando-se escala logaritmica no
tratamento dos dados, e dando pouco significadmagmas diferenca nas contagens.

Os Enterococcus faecalissdo excretados nas fezes de humanos, embora em
guantidade inferior &. coli No entanto, estes organismos ocorrem em numeeTriet aos
coliformes fecais nas fezes de outros animais htémaaos (31). Os enterococcus,
principalmente, osStreptococcus fecaidém a vantagem de serem mais resistentes aos

processos de desinfec¢do e a salinidade da agoeaidoazéo pela qual sdo preferidos para



avaliacdo de balneabilidade de praiag.(A8m disto, eles tem sobrevida maior no ambiente,
0 que o sugere como indicador de poluicao fecalreé&nte. Tem sido encontrada correlagcéo
positiva entre as contagens $tieeptococcugecais com casos de gastroenterites em banhistas
no Reino Unido (32). N&o obstante, este indicadaitan vezes expressa um elevado niumero
de falsos-positivos, em funcdo de os resultadoslasm também a presenca de outros
Streptococcusdo-fecais (27). Além disso, este indicador ndtetee tdo bem quanto os
coliformes termotolerantes, os niveis de poluigialfhumana. Outros indicadores biologicas
complementares tém sido propostos, cdbhastridium perfringensStaphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginoé22,27).

Os métodos quimicos, por sua vez, provéem informagé@bre a qualidade
momentanea da agua (13prna-se necessario um grande numero de analisedmgnte
custosas, 0 que inviabiliza seu uso como Unicaarfeenta para a realizagdo de um
monitoramento temporal eficiente (33). O texto elsotucdo Res. CONAMA 357/05 Art. 8°8
3° (21) veio abrir espaco legal para a busca desdiwindicadores: “A qualidade dos
ambientes aquaticos podera ser avaliada por ingliead biolégicos...Utlizando-se

organismos ou comunidades aquaticas ”.

1.3 RELEVANCIA DOS BIOINDICADORES DE QUALIDADE DA
AGUA.

1.3.1 Relevancia cientifica

Segundo Rose & Grimes (22), os possiveis e espe@dmcos cientifico na area da
saude publica e ambiental, principalmente no gugetaos usos da agua, vao muito além das
técnicas de cultivo, leitura de placas e tubos coescimento de microganismos. As novas
tecnologias, comd@ene probesBiosensorsimunomagnetic capture approac&ene chip
solid-statee Biochip tornaréo possivel a adequacgéo do tratamentoe@@amento para cada



agua em questdo. Esperam-se tecnologias e sistlmaganismos sentinelas integradas
line a sistemas de gerenciamento, 0s quais poderiataapapidamente o tratamento da agua
e disparar alertas de risco a saude, bem como wtensacdo ao diagndstico médico,
resultando em melhores tratamentos, bem como nmemarodos de internacdo e até em
menores perdas humanas. Ainda nesta perspecthaneabilidade da agua podera vir a ser

acessada em tempo real.

Mesmo considerando esses possiveis dividendosisod@s iminentes avancos
cientificos, eles sO serdo possiveis se houversiimento em conhecimento basico de
microbiologia, tais como ecologia de microrganismésiologia de microrganismos e
sistemas bioindicadores. Estes conhecimentos dag@wte e comporao, obrigatoriamente, 0s
sistemas bioinformatizados que se espera. AindansegRose & Grimes (22), a melhor
maneira de superar 0s obstaculos da complacéntiabsantigos indicadores e a relutancia
em usar 0s novos, é continuar desenvolvendo e padrmlo novos meétodos, assim como
registrar os respectivos sucessos obtidos. A éefia na avaliacdo do risco a saude no
contato com a agua deve-se a caréncia de conhdosnepnbre 0s organismos e sua
prevaléncia. Vale dizer que a inexisténcia de um Bstema bioindicador de qualidade da
agua, reside nas mesmas caréncias (ibid). O canbetd do sequenciamento de organismos
aquaticos pode vir a ser utilizado em bancos deslgde integrardo futuramente em modo
on-ling sistemas de gerenciamento de risco a saude mlaierde. Além do que, a partir do
sequenciamento, torna-se possivel o desenvolviméatoutras técnicas para a deteccgéo
especifica do bioindicador, ou diretamente de uemggpatogénico (ibid.).

1.3.2 Relevancia para a saude publica

A importancia de se continuar estudando bioindiceglale qualidade da agua esta
diretamente relacionada a insuficiéncia do sistewidorme (ibid.). Segundo ASM (34),
anualmente, os Estados Unidos registram 900.008s cdes doencas, e possivelmente 900

mortes, em funcéo de infec¢des veiculadas pela agua



Os riscos de infecgé@o e adoecimento de uma popolastdo relacionados as suas
condicBes de habitagdo, de habitos, a concentra;éo tipo de agente patogénico
ingerido e a suscetibilidade e estado geral de sadd populagdo. ..A agua
servida a populagdo pode ser um veiculo de disse@o rapida de agentes
infecciosoq17).

Em relacdo aos outros usos, que ndo o consumonapal componente do risco a
saude no contato com a agua, advém de patogenamesage infeccionar quando em contato
com a pele e mucosas. Estes patdgenos nédo saatobamente de origem fecal, como é o
caso de dermatofitofseudomonas aeruginogaStaphylococcus aurey7). O deflvio
superficial do solo, dos solos agricolas efluentes ndo domésticos, o lancamento de essidu
e efluentes industriais, os despejos de Oleos cstivieis, as atividades de lazer, como o
banho, os residuos de atividades alimenticias, ammmejeitos de pescado e de laticinios, 0s
residuos domésticos e urbanos (de varricdo) saopas de fontes de poluicdo néo fecal (4),
que nao so alteram a composicado da microbiota iaguébmo também o risco a saude (35).
Segundo Rose & Grimes (22), alguns virus enterggaioos tem sido encontrados em aguas
costeiras e mariscos, mesmo ha auséncia dos indgsatlacterianos tradicionais ou fontes

especificas de poluicdo, mas sim do deflivio supaticonsequentes das chuvas.

Como ha diversos tipos de poluicdo, além da fdualnecessidade de se buscar
indicadores complementares aos ja existentes e deieforma agregada, traria uma
informac@o mais segura sobre a qualidade da aggan8o Arias (16), “O emprego de uma
bateria de bioindicadores... possibilita 0 conhecito sobre a que nivel o poluente interage
com o0 organismo, e a que nivel este € mais sustatiacdo daquele”. Segundo Kanzer
al (36), a agua pode ser uma importante fonte degééscfingicas, principalmente durante o
banho e em pacientes imunocomprometidos, em fudedaspiragcdo dos esporos. Estes
autores encontraram alto percentual de amostraayda contaminadas com fungos como
Aspergillus spp. 15,4%e Fusarium spp 2,6%, no sistema de abastecimento, e em
reservatorios de agua, na Austria. Os autores evaot também que os reservatorios de agua

sdo propicios ao continuo crescimento dos fungofuag@o da umidade.



Organismos como as leveduras, pouco conhecidas patdgenos, tém se mostrado
resistentes a anti-micoticos, o que potencializariasco em caso de contato ou ingestao
acidental, principalmente, levando-se em considerag aumento no numero de pessoas
imunocomprometidas. Medeiras al, (37), estudou dois rios (poluidos) e dois lago
poluidos) em Minas Gerais. Entre 134 isolados dederas que obteve, 68 foram habeis em
crescer a 37°C. Cinquenta por cento foram reseteat Itraconazol, e 50% apresentaram
sensibilidade dose-dependente. Todos os isoladd@rge#ococcustestados foram isolados
dos lagos ndo poluidos e eram resistentes a Ceinmlorlrés isolados dBhodotorula
mucilaginosasé foram susceptiveis a Anfotericina B. Dois idok deCandida krusei e
todos os deC. tropicalis foram resistentes a todos os antifingicos testdgstes mesmos
autores salientam que os ambientes aquaticos abggande diversidade de leveduras que

apresentam variacao de susceptibilidade a antdangi

1.3.3 Relevancia para o meio ambiente

Buss, Batista & Nessimiam (38) afirmam que o primgiasso para a resolucédo dos
problemas sécio-ambientais gerados pela ma ges@® rmcursos hidricos é o
desenvolvimento de metodologias de diagnosticosieafies. A l6gica da abordagem
biolégica baseia-se nas respostas dos organismoslagao ao meio onde vivem, pois a biota
aquatica é capaz de responder a uma série debibistisintetizando a historia recente das
condicbes ambientais (39). Mendoncga-Hagler, Vi&ifdagler (27), ressaltam a importancia
de programas de monitoramento e pesquisas queervali significado das informacdes
obtidas em diferentes ambientes aquaticos e diesgsensos para se conhecer 0S riscos
advindos da poluicdo microbiana. Shethal (35) salientam que € de primordial interesse o
desenvolvimento de meios custo-eficientes e efetileomonitoramento da qualidade da agua
dos mananciais. Sem formas de identificacdo (inldicEs), um contaminante pode
permanecer despercebido, assim como a origem darsdeficios (22). Entretanto, ainda ha
muito por se estudar sobre a microbiota aquaticaeeossistemas tropicais, inclusive no
Brasil. No entanto, as novas possibilidades tegicdé sO fardo sentido para ndés, se as

nossas comunidades microbianas estiverem sendiadatie descritas geneticamente. Neste



sentido, e também em funcéo da continua perdaveesdiade, h4 uma urgente necessidade

de conhecer e documentar a biodiversidade aquadc&0).

1.4ASPECTOS BIOLOGICCOS DAS LEVEDURAS AQUATICAS

As leveduras sdo fungos que pertencem ao Reinoi,Fdistribuidas nas DivisGes
Ascomicota, as que produzem esporos dentro de,as@&msidiomicota, as que os produzem
externamente sobre basididd,42). As leveduras basidiomicéticas sdo habitachesuns
das superficies de plantas, principalmente sobréolhas, flores e frutos, como dito por
Garcia (42). Embora a fermentagdo seja uma cafstatarcomum a muitas leveduras, que
por sua vez sdo aerodbias facultativas, existemasaititras que nao sédo fermentadoras. Por
exemplo, na superficie de plantas saudaveis, hlaasf@ nos frutos imaturos em geral, sédo
prevalentes leveduras ndo fermentativas que sa@mlmaente disseminadas por correntes de
ar. Essas comunidades sdo dominadas por basidiosiieeseus anamorfos, especialmente

espécies dos génerGsyptococcue Rhodotoruldibid.).

Os estudos realizados tem mostrado que os ascosiickt agua doce podem
desempenhar papéis importanteshahitatsaquaticos como saprobiontes, endofitosibiontes,
parasitos, decompositores de madeiras, além deregserncomo recurso alimentar para
invertebrados (43). Fora da &agua, encontramos oSmécetos em substratos ricos em
acucares simples, como em frutos maduros (42). d&riraste com a aparente ubiquidade dos
basidiomicetos, as leveduras ascomicéticas parseemais responsivas a concentracao de

detritos organicos (44).

Assim, portanto, as leveduras sdo organismos emtas, aclorofilados, possuidores
de parede celular rigida, e, quando pigmentadaslupem estritamente carotendides de cor
amarela, laranja, rosa e vermelha como pigmentosaso dos basidiomicetos (41,45). Séo

fungos verdadeiros que, em cultivo, crescem commdse unicelulares, vegetativas e sem
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motilidade. A célula leveduriforme pode ser entdadiem muitas espécies, como um tipo de
esporo, chamado blastoconideo (46). Ou seja, aslueas distinguem-se dos outros fungos
pela forma unicelular ser predominante em ao menus parte de seu ciclo vegetativo (41,
47) e terem o brotamento e a fissdo como prindipaha de reproducdo assexuada, nao
apresentando corpos de frutificacdo na reproduesoasla (42,45). O termo levedura n&o
indica uma classificacdo filogenética formal, mamstitui-se em um termo descritivo.
Portanto, muitos fungos filamentosos apresentam l@aseduriforme, enquanto que, entre as
leveduras, ha também as que se apresentam, em algaoranto, na forma filamentosa (46).
As leveduras encontram-se amplamente distribuidastureza, no solo, sobre as plantas, nas

aguas continentais e marinhas e associadas a ar{it8ad1,42).

Outra caracteristica das leveduras é a reprodugawéa de brotamento, embora
também neste quesito haja excec¢do, pois no géBehizosaccharomycesp. ocorre
reproducdo por fissdo binaria. Neste caso, o csgamié considerado levedura por ser
fermentativo e ser predominantemente unicelulaistBm organismos similares as leveduras
e que sao chamado&east-like Aureobasidiumsp., por exemplo, forma colonias que se
assemelham as das leveduras, mas com o envelhézjim@mam-se pretas com bordos

rizéides.

Embora se tenha uma boa idéia das espécies deutasedrevalentes em alguns
ecossistemas brasileiros, os métodos de isolanoemeencionais ja descritos e usados nos
estudos que resultaram neste conhecimento, prowaned levaram a algumas distorcdes e,
certamente, deixaram de detectar muitas espéceesaj@ncontram em menores proporcdes
na comunidade. Isto porque essas espécies saodificisnente capturadas nos pequenos
volumes de in6culos (0,1; 1 e 10mL) geralmente eggmios, e assim, aparecem com
pequena frequéncia, ou ndo aparecem, nos resultéda@s). Medeirost al (37) afirmam
gue a maior parte dos isolados de leveduras em téguaido dos génerdsureobasidium
Candida CryptococcusDebaryomycesPichia e Rhodotorula e as principais espécies tem
sido Aureobasidiunpullulans Cryptococcusalbidus Cryptococcudaurentii, Debaryomyces
hansenij Pichia guilliermondii, e Rhodotorula mucilaginosalsto encontra amparo nos
resultados obtidos por Ro#t. Al(48) quase meio século atras, que em um trabadtiaado

em ambiente marinho, na Florida/Estados Unidosfesglo Golfo e Bahamas, encontraram
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em 498 amostras (220 das quais de agua, e as demasdimento, peixes e algas), 900
morfotipos diferentes de leveduras, que pertecgranctipalmente aos géneroSandidag
Cryptococcus Debaryomyces Trichosporon e Rhodotorula Isto também pode ser

confirmado pela leitura de outros trabalhos (26d@%1,52), entre outros.

Os habitats das leveduras sdo mais frequentemiguidds ou com umidade muito
elevada, éacidos ou ocasionalmente alcalinos, riens carbono organico simples e
nutricionalmente complexos. Como a maioria das @epéé mesofilica em relacdo &
temperatura e cresce em faixas de pH similaregislelas substancias inibidoras ou toxicas,
a competicdo por nutrientes €, provavelmente o fatdado mais importante na ecologia de
leveduras (44). Por exemplo, a existéncia de leneesdna superficie, ou sub-superficie da
coluna da agua, pode sugerir sua origem al6ct@semacomo o maior influxo de materiais
organicos no limnon. O material al6ctone carread@ @ sistema aquatico pode prover e

sustentar uma maior diversidade de leveduras nes&yljeitas a eutroficacédo (25).

Em geral perto das nascentes dos rios, o numefang®s é pequeno. Em rios ndo
poluidos existe maior nimero de fungos aquaticadadeiros, “Aquatic phycomycetes”, que
de fungos do solo. Aguas altamente poluidas apasepopulacbes densas de fungos do
solo, incluindo as leveduras (53, 54). Ao contr@i@oque as vezes se pensa, as contagens de
leveduras podem ser até maiores em rios que em,lagmo mostrado por Hagler & Ahearn,
(49), que compararam os resultados de 73 amosttatadas em rios e 106 em lagos no
sudeste americano e no Rio de Janeiro/Brasil. Assttas em rios foram 93% positivas,
contra 78% em lagos. As amostras de rios tiveradiargeomeétrica de 448 células/L contra

113/L nos lagos.

Os atributos fisiolégicos de uma levedura e de soimunidade constituem um
indicador das caracteristicas do habitat e este éatleterminante no perfil daquela (49,55),
esta particularidade é importante enquanto um ghipmdicador da qualidade ambiental
(13). Geralmente, as contagem de leveduras em dadigméroficas ficam abaixo de cem
células por litro; em aguas mesotroficas, as cemmdcam entre 100-500 células, 500-1000

em aguas poluidas, ainda ndo classificadas coméfieas e em aguas eutroficas e esgotos
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alcancam 1000 ou mais células por litro (37,49,B%5im, as comunidades de leveduras em
aguas limpas sdo dominadas por populacdes espdesaspécies ndo fermentativas. As
leveduras réseas, comuns em ambientes aquatiegsiefitemente compreendem mais que
50% da populacdo, especialmente, em ambientestrdligos (49). A maioria dessas
leveduras é do géner@hodotorula Espécies dérhodotorasao, geralmente, encontradas
amplamente distribuidas na natureza, e predomimgmporcionalmente em ambientes nao
poluidos. Cryptococus sp.especialmenteCr. albidus e Cr. laurentji ocorrem em aguas
limpas, embora possa aparecer em pequena frequénciaguas poluidas. Em funcdo de que
estas espécies serem comuns na superficie de tolasolo, é esperado que sejam levados
pelo deflivio superficial para o ambiente aquatico. TambéRhodosporidium sp.
(teleomorfico do géner&hodotorula e Sporobolomycesp. entram ndimnom através do

“deflavio superficidldo ecossistema terrestre (51).

Em outro tipo de ambiente, Russb al (56), encontraram uma comunidade de
leveduras aciddfilas, com algumas espécies autégt@m um ecossistema de aguas acidas
do lago Caviahu, Patagonia/Argentina. Em ambientggaminados por matéria organica,
sobre tudo por esgotos, ocorrem altas proporcdespkxries fermentadoras, as quais incluem
Candida krusei, C. parapsilosie C. tropicalis (37,49). C. parapsilosisfoi um dos
ascomicetos mais isolados no estuario de Tagupotante ao periodo de maior poluicdo
fecal (57).Candida kruseitem boa tolerancia aos detergentes alquil-bensationados, o
gue explicaria ser encontrada viavel em aguas dokédas por efluentes domésticos (49).
Brandao (14) citando Reissig (58) relata que emtesglomésticos, as contagens passam em
torno de 10 células/L, j& tendo sido encontradad télulas/L. Em condi¢des especificas,
como em biofilmes e erhloomsde algas, as contagens também podem ultrapasdar as
células/L.Candida parapsilosisespécie associada ao homem, é persistente enerdasi
aquaticos, de agua doce ou salgdtindida intermedidambém é encontrada em esgotos,

aguas eutrodficas, e em ambientes marinhos litosafteg.

Embora seja conhecida a pequena frequéncia deug@ém mar aberto, elas séo
mais frequéntes na planctonsfera. Hagler & Ahe&@&n@pontam que, nos trabalhos de
Suehiro(59) e Suehiro & Tomiyasu (60), a suceskfteveduras no decaimentovitro de

algas teve como dominantes iniciRsodotorulasp. e Cryptococcusp e ap6s dezesete dias
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Candidasp. O crescimento das leveduras associadas as aigwvavelmente, se deva ao
aproveitamento dos exudatos excretados por essagiais sS40 ricos em carbono organico e
compostos nitrogenados, especialmente durantedosride dessecamento nas mares baixas.
Neste caso, o0 aumento no numero leveduras indicardmento das concentracdes de
material organicos, assim como sua diversidade satlicativa de adaptacao da populagéo a
este tipo ambiente (61).

1.5 LEVEDURAS COMO INDICADORES DE QUALIDADE DA
AGUA

Neste contexto, muitos trabalhos, desde cooke €62jmard (63), tém estudado as
leveduras como bioindicadoras de poluicdo. Hadgié) éncontrou uma boa correlagdo dos
totais de leveduras e o numero de leveduras featiesd com o nivel de poluicdo. Segundo
Hagler (13), em funcéo da grande distribuicdo dasduras, a facilidade de cultivo, o estagio
bem desenvolvido da taxonomia destes organismasguantidade de estudos ja realizados
sobre estes no ambiente, surpreende serem tdo pdilieados como indicadores de
gualidade ambiental. Isto porque, as comunidadésveeuras estdo associadas com o tipo de
habitat, e mudancas nestas comunidades poderreBatiudancas do habitat. Além disto, Ha
espécies cosmopolitas em ambientes aquaticos, dejamlogicos ou marinhos, como
Debaryomyces hansermiseu estado anamorfiG@ndida famataa qual também se beneficia
de poder utilizar uma variedade grande de fontesadeono (37,48,49), e que poderia ser

usada como bioindicadora.

Kluyveromyces aestuarie Candida kruseisdo bons exemplos de potenciais
indicadores. Enquanto o primeiro é comumente enagdatdentro da area de dominio do
ecossistema manguezal com vegetacdo bem consegvasgsente nas areas externas aos
manguezais. Por outro ladBandida kruseé reconhecidamente ligada a poluicdo organica e
fecal (49) . Um sistema que considere estas dyssies pode ser usados para avaliacdo da

conservacao e qualidade ambiental deste ecossi§i@naambém a espédiz lipolytica (=



14

Yarrowia lipolyticg tem sido sugerida com um indicador de poluic@acrenada ao petréleo
em ambientes marinhos e estuarinos. Esta espécigousas fontes de carbono, e ndo ocorre
comumente na agua, embora seja capaz de cresceomdigdes tipicas dos estuarios, com
pH levemente alcalino, o que por sua vez, restrmgéas leveduras no ambiente marinho.
Estas caracteristicas fazem dela uma boa espéuigata para o monitoramento do referido
ecossistema (ibid.). Ainda neste sentido, Prablaak& Sivadas (64) em um trabalho de
bioprospeccéo de leveduras com potencial de biadagmpetréleo, numa regido fortemente
contaminada por esse poluente, obteve 35 isoladssguais 27 foram capazes de usar 6leo
cru, diesel ou querozene (mais de um destes, ers tixlcasos) como Unica fonte de carbono.
Ainda segundo Hagler (13), para que esses sistgenamnitoramento como estes funcionem,
€ necessario que se desenvolvam meios de cultivaopéodos genéticos moleculares, que
possibilitem a deteccdo e estimacdo mais preciaaspdpulacdes dessas espécies, e uma
gama de dados ambientais que permitam correlacmeatado dessas populacdes aos niveis

de influéncia antropica.

Almeida (57) fez amostragens de agua no estuaridadgis/Portugal, e encontrou
correlacdo (R= 0,84) entre a contagem de leveduras em amositabadas a 37°C com a
ocorréncia ddecherichia coli Ainda nesse estud®ebaryomyces hanserfoi um dos mais
isolados, independentemente do ciclo de marésnhmi®, com o inicio do periodo de maior

descarga do rio Plume, a populacéo desta espé&eeepar sido arrastada do estuario.

Além da importancia do monitoramento da agua pasade balneabilidade, também
o consumo de agua tratada e o de agua mineraleraquindicadores complementares.
Yamaguchi (65), por exemplo, realizou um estudo égom do sistema de tratamento urbano
e de 4gua mineral em galdes na cidade de MariragahR. Nesse trabalho, leveduras foram
detectadas em 36,6% e 11,6% das amostras de agerahte garrafdo em dispensadores de
agua e agua de torneira do sistema municipal, cégpmente. Vinte e uma (35,5%) das
amostras de 4gua mineral de garrafao e duas (218%amostras de agua de torneira foram
positivas para fungos filamentosos. Em relacadoca@téhias heterotroficas, 35% das dmostras

de agua mineral superaram os limites estabelepiglagportaria 518/04 (20).
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1.6 METODOS DE PESQUISA COM LEVEDURAS EM AMBIENTES
AQUATICOS

Os métodos de pesquisa de leveduras em agua fexasados por Hagler e Ahearn,
(49). Esses consistiram tradicionalmente em caeta frascos estéreis. Para amostragem da
camada suprasuperficial, tem sido utilizadas menasr@olicarbonadas absorventes, as quais
sao dispostas sobre a superficie da agua. A amgestram camadas profundas é, geralmente,
feita com auxilio de garrafas de Van Dorn ou dedd¢anOs estudos mais antigos nem sempre
relataram se tais garrafas foram rinsadas com ladedes da coleta. Mais tarde, passou-se a
utilizacdo de utensilios estéreis, como o amotraliskin Independentemente de qual desses
seja utilizado, € importante que, ap0s a colet@nastra seja logo processada, ou mantida
sobre refrigeragéo (entre 0°C e 4°C), sob pendtelm@ies importantes na composi¢cao das

populacdes em estudo.

A forma de inoculacdo das amostras, da-se peldhespanto, em placa, de 0,1 mL de
in6culo da amostra. Outra forma é a passagem dasllos, cujos volumes podem variar de
0,2mL; 1 mL, 10mL, 100mL ou mais, para aguas mlimpas, em membrana filtrante com
porosidade 0,45um a 0,80um. As membranas com pades 0,80um tém a vantagem de
serem mais seletivas, e deixam que boa parte défriba, presentes no indculo, passem para
o filtrado, retendo as leveduras (lbid.). Esse®rast salientam que no processamento da
amostra, a utilizacdo de membrana filtrante reseita maiores frequéncias que aquelas
observadas em cultur®sur plateou espalhamento. O plaqueamePtur-plate consiste em
juntar o meio ainda fundido, em temperatura ematate 47°C, ao inéculo (1,0 mL), e
proceder a homogeneizacdo por meio de movimentozohtais, como se escrevendo um
“8”. Este métodos enfocam um resultado quantiatia amostra, permitindo contagens de
UFC (unidades formadoras de colbnias), ao mesm@deyue facilitam o isolamento dos
morfotipos diferentes que cresgcam juntamente salplaca, embora muitas coldnias possam

ficar submersas.
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Outros métodos de analise quantitativa sdo: asanalin tubos multiplos, na qual se
inocula diferentes volumes de in6culo (0,2mL, 1,0en10mL), em tubos de ensaio contendo
um tubo de Durham invertido(usa-se 03 tubos pada @alume de inoculo). O resultado é
expresso em NMP (Numero Mais Provavel), ao qualhega com o auxilio de uma tabela,
que traduz o nimero de tubos no qual houve crestingeformacgdo de gas, em cada volume,
em numero provavel de células por 100 mL do in6¢6B). Uma variacdo deste é o Numero
Indicado (NI), no qual se utiliza apenas um tubo yaume inoculado (0,1mL, 1,0mL e
10mL). O resultado é a indicacdo da ordem de gende numero de células /100mL da
amostra (13,62). As contagens de numero mais pedbV@®PM) em tubos de diluicdes
sucessivas sao tipicamente maiores que as contagepsaca (28, 66), embora os métodos
de tubos multiplos, ou ndmero indicado, enfoquem n@sultado numérico, quando se
pretende a obtencdo de culturas puras, requekensea nova fase de cultivo, em meio

sélido, para o esgotamento das culturas advindeseddubos.

Em relacdo aos meios de cultivo, segundo SilvaoF(BB), meios acrescidos de
substancias complexas (de composi¢do indetermic@ua € o caso dos extratos de carne e
malte e de levedura) sdo chamados meios enrigeeosdque permitem o crescimento de
ampla variedade de organismos, até os mais exgéatefastidiosos) e sdo diferentes do
meios de enriquecimento, que seriam aqueles qumitper o crescimento diferenciado de
espécies, em funcdo de sua seletividade e conda@esiltivo. Segundo Carvalho (44), o
emprego de métodos de enriquecimento permite ca@nigirandes volumes de indculo e o
uso de meios mais seletivos com substancias indsddrécnicas de enriguecimento sdo
abordagens qualitativas que, mesmo ndo sendo dadicpara definir os componentes
principais de uma comunidade, sdo necessariaepaosajar o crescimento de leveduras que

formam uma por¢ao diminuta da microbiota totaldIpi

Os meios seletivos sdo aqueles cuja composi¢cae mibrescimento de organismos
gue nao sejam o alvo do cultivo, ou ndo contém mddgispensavel a estes. Desta forma, os
organismos-alvos encontram melhores condigbesgpasaerem, e principalmente, enfrentam
menor competicdo no cultivo. Ainda, Hagler & Ahe@d), expdem que ndo existem meios
padronizados para o isolamento de leveduras, emu®aeio que resulte em bom crescimento

para amostras de um lugar, pode nédo render benugm @s meios usados para isolamento
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e enumeracédo de leveduras do ambiente séo gerelc@nplexos e nutricionalmente ricos.
Principalmente, utiliza-se uma fonte de carbonacggk, frutose, sacarose) uma fonte de
nitrogénio, como uma proteina hidrolisada (peptdripfona, casitona) e um suplemento

complexo (extrato de levedura ou extrato de médi¢).

Quando se tem o intuito de obter culturas purasym$otipos crescidos nas placas de
isolamento, faz-se o0 esgotamento das culturas acaglcontendo meios ricos em nutrientes,
tais como Y-M (1% glicose, 0.5% peptona, 0.3% eatde malte, 0.3% extrato de leveduras,
2.0% Agar) ou Agar GYP (glicose 2%- extrato de thwas 0,5%- peptona 1% e Agar) ou
Agar Malte (44). As placas sdo incubadas por 48bntio procede-se a leitura. Tal
procedimento é repetido até que se visualize, aaple esgotamento, um Unico morfotipo de

colénia, que é aquela que se quer isolar, a quid per caracterizada e identificada.

Além da especificidade dos requerimentos metat®lickas leveduras, como
exigéncias nutricionais, de temperatura e pH, uifieuttiade adicional é a competicdo na
placa de cultivo. As bactérias, seus compostosdimibs, e os fungos filamentosos crescem
mais rapido nos meios de isolamento e causam sambrgo, limitando o crescimento das
leveduras. Em funcdo de as leveduras serem maiamnteés que as bactérias a pH baixos,
pode-se utilizar a acidificacdo para a inibicdosda crescimento. Tal inibicdo, no entanto,
pode ser feita com a utilizacdo de antibidticogferencialmente o cloranfenicol, em
concentragcbes entre 50 a 500 mg/L. Sua vantagemeéeste antibiotico resiste bem a

autoclavacao e as condicfes acidas, mantendoigismaée (44, 49).

Os kits utilizados em microbiologia clinica ndo dionam bem em microbiologia
ambiental. Segundo Allen Hagleestes kits sdo especificos para um nimero peqdeno
organismos de interesse médico, e ndo tem empregaarélises em ambientes cuja
microbiota é mais diversa, e nem de todo conhedidaim, as etapas de caracterizacéo e
identificacdo requerem um trabalho intenso e dedwora

Estas etapas consistem na determinacdo das fatzslibno e nitrogénio assimilaveis pelas

! Comunicagao do Dr. Allen Norton Hagler do IMPPG (UFRJ) Rio de Janeiro.
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leveduras, e nas faixas de pH, temperatura e daflaiem que vivem, além dos limites de
tolerancia a varias substancias inibidoras. Camsistinda, na descricdo da macromorfologia
da colonia e da morfologia das estruturas celulgresromorfologia). No entanto, a
identificacdo de muitas leveduras ainda requer prego de técnicas moleculares, a fim de se
obter a identificac@o especifica (identificacdcedpécie) daquela colénia que fora isolada do
ambiente. Ao tipo de identificacdo especifica ggia sesultante deste conjunto de etapas de

caracterizacao fisio-morfolégicas e molecularesel&-nome de identificacdo polifasica.

Uma das dificuldades operacionais no emprego dadlgas no monitoramento
ambiental, que requer métodos simples e de baisiocé a dificuldade de discernir colonias
de espécies ou grupos diferentes, que se mostrarfotipidamente muito semelhantes
quando jovens, ou recém plaqueadas. A excecao lgamadas leveduras rosas, além de
Trichosporonsp. eGetrichumspp., em meios tradicionais como agar Sabouramdgiaria
das leveduras se mostram como colbnias brancas, tisnvexas e bordas inteiras e regulares.
O emprego de meios diferenciais tem se mostrade gé&ste aspecto, pois baseiam-se nas
caracteristicas metabdlicas de diferentes grupsyltando em coldénias morfotipicamete
distinguiveis (44,46).

Os meétodos genéticos moleculares estdo suficiententesenvolvidos para terem
aplicacdo pratica na identificacdo rapida e acuréegiéncias parciais das regidées D1/D2 e
ITS do rDNA tém se revelado muito Uteis para est@@sito, principalmente em em estudos
de ecossistemas pouco estudados, onde €é comum traneonse espécies ainda

desconhecidas (46).

1.7PROPOSTA DE ESTUDO

Este projeto propds testar o potencial dos meiautiyo BIL(Base de isolamento de

leveduras) com alteracdes, para isolamento e cemtage leveduras da agua, e
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consequentemente, para o monitoramento da agupbPminda estudar o potencial de
leveduras como bioindicadoras da qualidade da agiém disso, também buscou-se
sequenciar a regido D1-D2 do gene codificador tlausidade maior do ribossoma (LSU),
das regides espacadoras intergénica (ITS1 e ITSR) gene codificador da sub-unidade
ribossomal 5.8 S ITS1-NL4 do DNA das levedurasaidat, o que visou aumentar a base de
dados genéticos desses organismos, potencializ&ndoos empregos biotecnoldgicos,
sobretudo, na reducdo do risco a saude. Como looigiies, buscou-se trazer no ambito do
conhecimento e, sobretudo para a Saude Publicepétodo para estudo, e o entendimento de
relacdes entre as espécies ou grupos de levedmsagatores ambientais que favorecem seu
crescimento. As analises de leveduras poderda ewmplementar uma gama de analises
fisico-quimicas e biologicas, constituindo-se higadoras da qualidade da agua e assim,
ferramenta para gestdo da agua e dos riscos a gqaéddela possam advir. A colecdo de
isolados formada durante a pesquisa podera aintlaafmente, ser pesquisada para outros

fins taxon6micos e biotecnoldgicos.

1.8 AREA MODELO PARA O ESTUDO

Para tal, o Lago de Juturnaiba foi escolhido comdade hidrologica de estudo. Este
lago possuiafluentes com aguas de diferentes qualidades, &ya@s ndo sdo nem
muito poluidas nem muito limpas quando avaliadaavas de suas propriedades
organolépticas (Aguas de qualidades intermediaria®m do que, o lago possui
diversidade morfofisionbmica de ambientes. Em fonga variacdo na qualidade de

suas aguas, o lago constituir-se-ia em um bom raadglerimental para o estudo.

O lago situa-se entre os municipios de Silva JaeliAraruama/RJ (22° 33'S e 42°
18'W), e pertence a Bacia de drenagem do Rio S@o. Begundo Marinho & Huszar (67) o
lago se encontra em regido de clima quente e Unudm estacdo chuvosa no verdo e
estiagem no inverno, cujo més mais frio tem médfgesor a 18°C. O nome Juturnaiba &

originario da palavra indigena “Nhetoronoa-aba’“Nhetoranga-aiba”, que significa “lago
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medonho” ou “mal - Assombrado”. O nome foi dadoide\a presenca de urutaldygtibius
griseus nas matas: aves noturnas de grande porte cujo nalancolico provavelmente era
temido pelos indios Tamoios (68). Originalmenteagol media cerca de 1.600 m de largura
por 3.700 m de comprimento e profundidade méaximd,8em, perfazendo 6,0 Krde area.
Com esta conformagédo, o lago abrigava um volum2QdeiilhnBes de metros cubicos, que
afluiam principalmente dos Rios Bacaxa e Capivaaribora recebesse os efluentes também
do Rio do Ouro, o Rio da Onca, de menores vazi@s, @de inimeras valetas. Neste periodo,
o rio S&o Joao recebia o eflavio da porcédo Sulago lde Juturnaiba (69). O Departamento
Nacional de Obras e Saneamento (DNOS) construite €879 e 1984, um dique-barragem
no rio Sdo Joao, formando um lago maior, para begia rio, agora, também aflui(68).

Os principais objetivos do DNOS ao construir a d&gem eram: acumular maior
volume de agua para garantir 0 abastecimento dieamiei industrial na Regido dos Lagos,
controlar as cheias na baixada do rio Sdo Jodoenba a jusante da barragem e assegurar
agua para irrigacao de 31.800 ha de terras agsioak baixadas selecionadas pelo Pré-alcool
e outros diferentes cultivos (ibid). O novo lagmtdimensdes de até 4 Km de largura por 15
Km de comprimento, perimetro de 85 km e area d&m3 com volume final de cerca de
100 milhdes de metros clbicos. A area drenada [Belmincipais rios é de 1370 KmDe
acordo com dados da FEEMA, quando cheio, o nivélgla atinge a cota de 8,4 m acima do
nivel do mar. A profundidade maxima atinge 8,0 nguanto que a média € de 2,3 m. A zona
litorAnea € ocupada por uma vegetacdo baixa deimgas) com exemplares isolados de
arvores como ingaélnga ingoide, |. affinis e I. fagifolla Vem em seguida uma zona de
plantas flutuantes e, ja nas areas um pouco a#astdd margem, notam-se as plantas
submersas. Dentre as plantas litoraneas destacainysieis (Cyperus giganteQs tabuas
(Typha dominguensise outras comdscirpus cubensjsBacopasp eHydromystiasp. As
flutuantes sé@o representadas por aguapéshdrnia crassipese E. azurea em grande
quantidade. Das submersas, mencionam-se cabon@asoniba sp e Myriophyllum
brasiliense(ibid.).

O regime dos trés principais rios (Rio Sdo Joapj\@a e Bacaxa) € marcado por um
periodo de aguas altas entre os meses de novemhrar@, com as maiores vazdes

ocorrendo em fevereiro. As menores vazdes ocorneine ®s meses de junho a outubro,
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sendo a mais baixa vaz&do registrada em agosto. dlanadual é de 29 {fs. Outro fator
importante envolvido se refere ao tempo de residé@aagua. Na represa ele é de 38 dias, ou
seja, elevado. Um tempo de residéncia alto favoraceoncentracdo de nutrientes,

estimulando a proliferacéo de plantas aquaticad.)Ib

Durante a formacdo da represa e nos seus primaimos, houve um aumento
consideravel de plantas aquaticas, que chegararmmaif ilhas flutuantes, e um decréscimo
consideravel de oxigénio. Apds vinte anos de setierento, o problema da proliferagdo de
plantas aquaticas persiste podendo ainda ser alogerhoje, (2010), provavelmente
estimulado pelos nutrientes dos esgotos que Ihgaometravés dos rios. Atualmente o lago
esta sujeito a intensa acédo antropogénica e frezgidloracées de cianobactérias (67). O
fechamento da barragem causou mudancas morfolég@dago, que assumiu uma forma
dendritica, e alagou extensas areas com formacéoeftes (69). Segundo Primo & Volcker
(68), entre os principais processos suscetiveiscoerer devido a inundacédo da vegetacao

durante a formacéo de reservatorios, destacam-se:

- A decomposicao da matéria organica;

- A dissolucdo de nutrientes oriundos da vegetagdalos solos alagados,
principalmente dos macronutrientes nitrogénio &fas

- O aumento da cor e da turbidez da agua pelaalBe de substancias fendlicas,
taninos e ligninas;

- Mudancas na composicdo de espécies de algas mrgaicismos aquaticos,
decorrentes dos processos acima descritos, emofalacdeu papel fundamental nos ciclos do

fésforo, do nitrogénio, do enxofre, do carbono & demais elementos na represa.

Além desses processos, existe o problema do agmesgotos domeésticos:

Chegam a represa de Juturnaiba as sobras dosssgdotaepurados pelos rios ao
longo de seus trajetos. ... sdo lancados os esgetalivdrsas localidades como
Gavides e Correntezas. ... da cidade de Silva Jadims povoados de Varginha,
Boqueirdo e Imbaud. ... povoados de Lavras, Rio VéimeCatimbau Grande,
Prainha, Boa Esperanga, Nova Cidade, Bacaxa, Jaclwadino Melo e Morro
Grande, além da parte oeste da cidade de Rio E68)to
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Ainda segundo esses autores (68), em fungcao déeag@mutrientes, principalmente
nitrogéncio e fosforo, classifica o reservatérioncomesotrofico. A quantidade de solidos
totais recebida pelo reservatorio € da ordem demi@Q dos quais 35% constituem residuos
organicos. Por esta razao, a transparéncia da@gaiaxa, da ordem de 0,75 m em média,
inferida pelo disco de Sechi. Ainda este autorabestos principais usos dos recursos hidricos
da Bacia do rio S&o Jodo: Abastecimento Publicigralcdo; Consumo Industrial; Extracdo de
Areia; Criacdo de Peixes e Pitus; Dessedentacadanidrais Domeésticos; Manutencdo da
Biodiversidade; Pesca; Recreacdo; Navegacao. Quaotcabastecimento publico, s&o
beneficiadas as populacdes das cidades de RiodB(parte), Silva Jardim, Casemiro de
Abreu, Araruama, Sao Pedro da Aldeia, Cabo Frie, fggaem parte da Bacia do Sao Joéo,
além de Armacao dos Buzios, Iguaba, Iguaba GraAdaejal do Cabo e Saquarema. Os
municipios de Cachoeiras de Macacu e Rio das Qst@s usam tais recursos no

abastecimento publico embora pertencam a bacia.
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVOS GERAIS

Desenvolver um método de cultivo que permita amma significativas (acima de

30 colbnias por placa) de leveduras em aguas-ddoafieadas.

Avaliar o desempenho das variacdes do meio BIL stade de leveduras em agua
doce.

Realizar uma avaliacdo preliminar do potencial eésigécies de leveduras isoladas

como indicadoras da qualidade da agua.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Testar o potencial de significancia das contagemdededuras obtidas nos meios
BiLglici, BlLgalci, BlLetanol e BIlLvbc em &guas-dec eutroficas em culturas de
enriguecimento pelos métodos do numero indicadeembmana filtrante sobre os suportes

(pads)

Testar as correlacbes das contagens de levedunasootyos parametros nos oito

pontos de coleta do lago de Juturnaiba e seustdhie

Estudar a distribuicdo das leveduras isoladasaquatro meios BIL em aguas

eutroficas e aguas poluidas por esgotos domésticos.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1COLETA DE AMOSTRAS

Foram obtidos dados biolégicos e fisico-quimicgsarir de amostragens da agua nos
diferentes pontos do lago de Juturnaiba. Foramasfaeis campanhas de coletas, em julho,
agosto e setembro/2009 e fevereiro, abril e juriid@2 Foram coletadas amostras de 08
pontos. Estes pontos foram escolhidos em avalipgdgda, quando buscou-se pontos sob
diferentes condicbes ambientais como fozes de (postos 1, 2 e 3), proximidade a
povoados (ponto 5), areas de aguas lénticas (pnto meio do lago (ponto 6), além de
pontos-controle positivo de poluicdo (ponto 7) gaieo (ponto 8), acrescentados a partir das
trés campanhas de 2010, em funcdo da discussdesldgados nas trés coleta de 2009. Em
busca de maior representatividade da coleta, era padto foram coletadas quatro sub-

amostras de aproximadamente 2L cada, distantes®ertl0 metros.

Figura 01: Desenho esquematico do lago de Juturnaiba eacémijias




25

3.2.1Descricédo dos pontos de coleta

O primeiro ponto é situado no Rio Capivari, nasdiagdes da ponte da rodovia RJ
140, e junto ao entroncamento da estrada de Jilharfa2°38°'29.29"S e 42°23°46.40"0).
Neste ponto coleta-se a agua antes de ser dileiddggo. Neste local as aguas apresentam
coloracdo escura e cheiro forte, talvez em fungestjotos e fezes de gado que pastam as
margens, a excecdo de momento de enxurradas, gaaratpuas se tornam barrentas. Outro
dado importante é que, 30 metros a montante, l@da slos efluentes d&etlandde Silva
Jardim, que, no entanto, sdo constituidos de umergi de vazdo bem pequena e clarificado.
No local, percebem-se ainda atividades de reticedareia por métodos ndo mecanizados

(bracal).

O segundo ponto € situado na foz do Rio Bacax&{2@7.07"S e 42°19°53.68"0). O
rio percorre extensas &reas agropastoris. A foaracterizada por densa vegetacdo de
macrofitas, que séo especificadas por Primo e Vd®). Estas chegam a formar ilhotas, e
por vezes, bloqueiam a passagem do barco. A agnaotlor objetavel, embora ndo se

apresente escura.

O terceiro fica situado na foz do Rio Sao Jodo, dgsigua no lago junto a Reserva
Ecoldgica de Poco das Antas (22°35°25.13”S e 424188"0). O rio Sao Jodo percorre areas
agropastoris antes de entrar na reserva. A foa-sguentre margens densamente vegetadas
por macrofitas e gramineas terrestres. A apar@&bi@a, com coloracdo amarelada, mas sem

cheiros.

O quarto ponto fica préximo a estrada da barragaenformou o lago (22°37°15.20"S
e 42°15°46.6070), onde o represamento levou a el de &reas entre morros, formando
um braco do lago, cujas aguas tém menor mobilidEaicas). Numa coleta prévia este

ponto apresentava intensa floracao de algas deepigigéio verde.
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O quinto ponto de coleta fica proximo a pousadaxéeivo” e a antiga estacao
ferroviaria de “Juturnaiba’( 22°37°06.78"S e 429B05"0). Este ponto é rodeado pela
comunidade de Juturnaiba, e fica a 50 metros dig”“das barcos dos pescadores. Deste,
partem as embarcacbes motorizadas para ativida@esta comercial e esportiva. Como
observado pessoalmente, ali sdo despejados restesides ndo comercializados. Embora a
comunidade néo seja beneficiada com rede de esgédtose observa encanamentos ou valas
negras. Segundo depoimentos dos moradores, as diagpdem de sistema Tanque-séptico
(fossa séptica) e sumidouro. O aspecto local égda @oluida, escura, possivelmente pelo
lancamento de residuos de pescado, ou esverdeadagsido de floracdes de algas.

O sexto ponto de coleta fica proximo a estacAaatarhento de agua da “Aguas de
Juturnaiba”(22°38°07.21"S e 42°18°00.18"0). Estetpdica mais para o meio do lago, onde
a hidrodindmica se apresenta mais forte. Nao retdix de vegetacdo neste ponto. Ndo se

percebe cheiros ou poluicao evidente.

O sétimo ponto fica no Cérrego "valdo das caixaeh a ponte que leva a Secretaria
Municipal de Agricultura(22°39°17.34"S e 42°23 ' 1B0). O ponto é situado dentro do
perimetro urbano da Cidade, no qual se observameras canalizacdes para lancamentos de
efluentes, principalmente domésticos. Percebendsees caracteristicos de aguas poluidas
por esgotos, podendo ser entendido como pontoatenpositivo para o tipo de polui¢ao

mencionado.

O oitavo ponto fica na saida da Mata do boquei22636 06.21"S e 42°23°40.48"0),
guando ainda nao passou por nenhuma residénceseampando agua sem odores e aparéncia

cristalina. Este ponto foi incluido para constitwin controle negativo de poluicéo antropica.
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3.2.2Procedimentos de coleta

As amostras dos pontos 1, 7 e 8 foram colhidasta gda margem. As dos pontos 2 a

6 foram colhidas em embarcacao. Foram utilizadessegsintes procedimentos:

- Desinfecc¢éo da garrafa #an Dorne Balde de coleta com alcool (92%);

- Enxaguie desses utensilios com agua do proprim plencoleta;

-Imersdo da garrafa d&an Dorn (2L) no primeiro sub-ponto, aberta, até
aproximadamente 30 cm da superficie;

- Fechamento da garrafa e recolhimento da mesma,;

- Passagem da sub-amostra para o balde de coleta;

- Repeticédo do procedimento em mais trés sub-ppntos

- Transferéncia do balde para os frascos, 0s ge&i® numerados e identificados.

- Acondicionamento dos frascos em bolsas térmicasgelo.

Concomitantemente a coleta da agua, os paramelmmperatura da agua, pH,
Concentragdo de Oxigénio Dissolvido, Saturacao xigénio Dissolvido, Total de Sélidos
Dissolvidos, Condutividade, Salinidade e Altituderaim aferidos com uma sonda

multiparamétrica (Hanna Instruments modelo HI 98@&rsa.

Nas amostragens feitas a partir da margem fa feita Unica sub-amostra no ponto
01 e duas no ponto 07, em funcao da dificil acéskile, e no ponto 08, em funcédo da baixa
vazao (pequeno corrego). Nesses pontos, a amastfeith sem o uso da garrafa de Van
Dorn, utilizando-se, porém, o lancamento do baklealeta, ou o préprio frasco de coleta, no
caso do ponto 08.



28

3.3 ANALISE LABORATORIAL

3.3.1Anélise das amostras

As amostras foram mantidas refrigeradas em solagia e gelo até chegarem ao
laboratério, sendo analisadas em seguida. As aasoftram conduzidas diretamente aos
laboratérios.

3.3.1.1 Analise de coliformes totai€ecoli

Foi utilizado um volume de 100 mL de cada pontoetemlo para aplicagdo nidit de
quantificacdo COLILLERT-18. Apos 18 h. de incubag@o37°C, foram contados 0os pogos com
crescimento. Considerando-se, cor amarela parasemga de coliformes totais e cor fluorescenteosob

ultravioleta para a presencamecoli.

3.3.1.2 Analise d®seudomonas aeruginasa

Foram semeados 100 mL da amostra de agua no maigadeCetrimide, apos foi feita a
incubacdo por 18h, com observacdo e contagem neegjainte de colbnias de coloracéo
esverdeada ou incolor sugestivas Be aeruginosa.As colbnias foram repicadas para
identificacdo bioquimica.
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3.3.1.3 Analise de Enterobactérias e bactériasdiedficas:

Foram semeados 100 microlitros da amostra de aguaneios de Agar Nutriente, Agar
Eosina-azul de metileno e Agar Bile Esculina acdesde Azida sodica as 0,025%, apés foi
feita a incubac&o por 18h a 37°C, com observacé@ontgagem no dia seguinte. As colbnias
foram repicadas para identificacdo bioquimica.

3.3.1.4 Analise de leveduras

3.3.1.4.1 Meios de cultura

O isolamento das leveduras foi feito com o empg duas variantes do meio BIL

(Base de Isolamento de Levedyrasja composicdo consta no anexo 10, e foi aptaden

por Garcia, (42) e Carvalho, (44). As variantes sao

a) — BIL + glicose(0,5%) + extrato de levedurad$) e,

b) — BIL, sem a utilizacao de glicose + 0,1% deairtde leveduras + 0,5% galactose

Estas variantes foram suplementadas com difer@mtedores, como se segue. Esses
meios foram empregados nas andlises em membraaatél e em tubo (pH 5,5), & excecgéo

do ultimo, BlLvbc, utilizado apenas em Membranadihte:

- BILglici = Bilglicose Cicloeximida (BIL + 0,5 %lgose + 1 mg/L cicloeximida.);

- BlLgalci = Bilgalactose cicloeximida(BIL + 0,5 #alactose + 10 mg/L cicloex.;

- BlLetanol = BlLetanol 4%( BIL+ glicose (0,5 %)etanol (4 %);

- BlLvbc = BlLvbc pH 4,0 (BIL + 0,5 % glicose + kae bromocresol 0,01%+ acido
propiénico 0,05%).
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Em Junho/2009 foi feita uma coleta ensaio, cuja®samas foram processadas e
incubadas a 28°C, com o meio GYP+cloranfenicol 4)Qmamoxicilina 500mg/L.

3.3.1.4.2 Processamento das amostras em membtiamad

As amostras foram homogeneizadas 25 vezes manuelnemes de serem
aliguotadas. Sobre as membranas, primeiramentnfeertidos aproximadamente 30 mL de
agua destilada estéril, para tornar mais uniformeéisé&ribuicdo das células, contidas na
amostra, sobre a membrana. Em seguida foram pgsetsialiquotas de 0,1 mL, 1 mL e 10
mL das amostras sobre as membranas-filtrantes, porosidade 0,8 pm, pretas e
guadriculadas (o meio BlLvbc foi empregado em meméas brancas 0,8 um).

As aliquotas foram filtradas com o auxilio de umstesha bomba-de-
vaquo/Kitassato/funil-inox, e sobrepostas em platasetri 60mm, contento 2,6 mL dos
meios de cultura em caldo, além de suporte abswrvéornecido pelo fabricante.

Posteriormente, as placas foram incubadas em esfifa/- 0,5°C por 48h.

Apés 48 horas, as placas foram lidas, e as corgages Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC) foram convertidas para o0 numeroesmondente para UFC/100mL, e as
colonias representativas dos diferentes morfotifmsam repicadas em meio GYP (2%
glicose, 0.5% extrato de leveduras e 1% peptona) gdatencao de culturas puras, e posterior
identificacao.

3.3.1.4.3 Processamento das amostras em culle@sriquecimento

Aliquotas de 0,1 mL, 01 ml e 10 mL de cada amodstram inoculadas em tubos

contendo 9,9 mL, 9 ml e 10 ml de BIL(glicose, etamgalactose), concentrados 1x, 1x e 2x
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(nos inéculos 0,1 mL, 1,0 mL e 10 mL, respectivai@erPara os indculos de volumes 0,1
mL e 1,0 mL foram usados tubos de 10 mL (16 x 1B0),ne para os in6culos10mL foram
usados tubos de 20 mL (18 x 150 mm).

Apéds 07 dias de incubacgdo a 28°C, foi feita a edium do namero indicado (N.I.)
(46,53, 62). Para tal, entende-se que tenha sidculado, juntamente com a aliquota da
amostra,ao0 menos uma célula de leveduranos tubos que apresentaram crescimento
positivo. O crescimento tipico de leveduras € ewdelo pela turvacdo do meio,
prescipitacdo de massa celular tipica e formacaootteas de gas, muitas vezes formam-se
hifas de fungos filamentosos, principalmente naedige. A formacdo de gas representa
mais a fermentacdo do tipo de acucar utilizado reonde cultivo. Quando os tubos
mostraram crescimento positivo, converteu-se, asrae uma regra de trés simples, o nimero
deao menos uma célula de leveduraresente no volume da amostra que foi inoculaai@ p
0 namero correspondente em 100 mL da amostra. kex@m conta o resultado positivo

obtido na leitura do menor indculo empregado ena @awostra.

No mesmo prazo, estriou-se uma algcada de cadaraudmm meio GYP para
isolamento das colbnias e obtencéo de culturas plos diferentes morfotipos de colbnias e

posterior identificacao.

3.4 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

As culturas foram analisadas fenotipicamente dedaccom caracterizacao
preconizada por Yarrow (70) e Carvalho (44), e sbiusnas etapas apresentadas nas secoes
3.4.1.a3.4.6.
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3.4.1Andlise da morfologia da col6nia

Cada colonia isolada foi analisada quanto as sai@steristicas macromorfologicas,

segundo critérios descritos por Yarrow (70):

- Cor do pigmento da colbnia;

- Pigmentacdo do meio de cultura;
-Tamanho da col6nia;

- Caracteristica da margem;

- Caracteristica da superficie;

- Textura;

- Brilho;

- Forma da superficie.

3.4.2 Andlise da micromorfologia da célula

Foram feitas laminas das culturas e analisadaga@aamorfologia da célula, segundo

critérios descritos por Yarrow (70):

- Forma da célula;

- Existéncia e tipo de hifa;

- Posicéo do brotamento;

- Divisao por fisséo celular;

- Formacéo de balistosporos;
- Formacao de artrosporo;

- Formacgé&o de Ascosporo;

- Forma do ascosporo;

- NUmero do ascosporo;

- Forma do ascus.
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3.4.3Andlise de assimilacdo de fontes de carbono

As anadlise de assimilacdo de fontes de carbonamfqueocedidas conforme os
trabalhos de Yarrow (70), Carvalho (44), Garcia) @XRibeiro (47). As culturas obtidas na
etapa de isolamento foram esgotadas por um pededodias em 2 mL de meio contendo
0,7% de YNB(Yeast Nitrogen Base - Difco) e 0,1%gtleose, de forma a consumirem toda a
reserva de acgucares endogenos. A fim de se andliaar fontes de carbono as leveduras em
cultura poderiam utilizar, aliquotas dos esgotaogefdram transferidas como inéculo para os
testes de assimilacéo. Esses testes também foaimad®s com o meio 0,7% de YNB (Yeast

Nitrogen Base — Difco), acrescido 2% de agar e @B%ma fonte de carbono.

Ao todo foram testadas 34 fontes de carbono (Ambuticelobiose, citrato, D-
arabinose, D-glucito, ID-manitol, eritritol, Etanogalactitol, galactose, glicerol, glucose,
glucosamina, Inulina, lactato, lactose, L-arabinasaltose, melezitose, melibiose, Metanol,
mio-inositol, rafinose, ramnose, ribitol, ribosacarose, salicina, sorbose, succinato, trealose,
xilitol, xilose, a-D-glucoside). A inoculacéo foi realizada utilizand técnica deréplica—
plateg’, que consiste na inoculagdo simultanea de 32u@dtcom o auxilio de um multi-
inoculador de aco inoxidavel em placas, as quada cma, contém um meio de cultivo com

um tipo de acucar diferente.

3.4.4Andlise de assimilacdo de fontes de Nitrogénio

Ainda com base nos mesmos trabalhos, a fim deb&s gqaais fontes de nitrogénio as
leveduas em cultura poderiam utilizar, estas foesgotadas por um periodo de 5 dias em 2
mL de meio contendo 0,7% de YCB(Yeast Carbon Baddco), de forma a consumirem
toda a reserva de nitrogénio enddgeno. Aliquotasedgotamentos foram utilizadas como
in6culo nos testes para verificacdo de quais fostes assimilaveis. Esses testes foram

realizados utilizando o meio contendo 0,7% de YEBakt Nitrogen Base — Difco), 2% de
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agar e 0,5% de uma de duas fontes de nitrogérigtong nitrato. A inoculagdo seguiu o
mesmo procedimento exposto na sec¢ao 3.4.3

3.4.5Andalise de tolerancia a inibidores

Os testes de tolerancia a inibidores foram reatiza@mpregando-se 0s mesmos
procedimentos descritos na secdo 3.4.3. Neste cdiiapu-se meio GYP como base,

acrescido, em cada placa, com um dos seguinteslaorgs: cicloeximida 0,1% e 0,01% e
cloreto de sodio 10% e 15%.

3.4.6Andlise de crescimento em diferentes temperaturas

Os testes de crescimento em diferentes temperdturean realizados empregando-se
0S mesmos procedimentos descritos na secdo 3etrb,0s inibidores, e incubando-se as
placas sob as temperaturas de 28 °C, 37 °C e 408oladas (1,0 °C).

3.5 AGRUPAMENTO FENOTIPICO E IDENTIFICACAO DAS
CULTURAS

Os resultados das etapas analise de assimilachotidentes, analise de tolerancia a
inibidores, analise de crescimento sob diferenéesperaturas, analise da morfologia da
coldénia e analise da micromorfologia da célulaamororganizados em uma tabela para
agrupamento fenotipico das culturas obtidas nadassolamento. Os agrupamentos foram

feitos por semelhanca baseada nos resultados dmsdbses e, a seguir, empregou-se as
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chaves de identificacdo de Barrettal. (71) e as chaves de identificacdo polifasicpagna
eletronica da CBS (72).

As identificagcdes foram checadas com as descrigéesspécies de Kurtzman & Fell
(41) e CBS (Knaw Fungal Biodiversity Centre) (72). partir de entdo, culturas

representativas de cada grupo foram escolhidasapaaeacterizacdo molecular.

3.6 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CULTURAS

3.6.1Extracao de DNA

Apos a identificacdo, foi procedida a extracdo #ARJas culturas representativas de
cada grupo fenotipico. A extracdo seguiu o protmotimizado por Ribeiro (47) constante no

anexo 11.

3.6.2Amplificacédo das regides génicas estudadas

A partir das extracbes de DNA, procedeu-se a aitgpii@io das sequéncias-alvo para a
identificacdo. A  amplificacdo foi  procedida com  osiniciadores ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG) de forma a
polimerizar a regido que contém essas sequéne@idorD1-D2 do gene codificador das sub-
unidade maior do ribossoma (LSU), as regides edpags intergénica (ITS1 e ITS2) e o
gene codificador da sub-unidade ribossomal 5.8zait-se o protocolo de amplificacdo de

Ribeiro (47), constante no anexo 12.
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3.6.3 Sequénciamento da regido D1/D2 do gene da sub-unitagrande do

ribossomo

O PCR foi purificado para retirada de iniciadoresngimas utilizadas na reacao de
amplificacdo. A purificacdo foi realizada com oteisa de purificacdo llustra GFX PCR
DNA & Gel Band da G&E Healthcare, conforme oriedago fabricante, e também de
acordo com o trabalho de Ribeiro (47).a@pliconda regido em estudo foi distribuido em
placa de 96 pocos (Applied Biosystems- PN.:N801p5j6A0tamente com 0s respectivos
iniciadores e agua deionizada (quando necess@edgpzendo um volume final 7,8 por
poco; e enviado para sequénciamento e posteriontifidagcdo das amostras, na
PLATAFORMA DE SEQUENCIAMENTO DE DNA PDTIS/FIOCRUZSgquenciador 48-
Capilar ABI3730, que emprega kit ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction 3

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Em busca de correlacdes que permitam entender meshomontagens e a distribuicéo

das leveduras obtidas no estudo, foram conduzitises de dados:

3.7.1 Tabela de médias paramétricas

A tabela de médias paramétricas consistiu nas ségiamétricas das contagens de

microrganismos e médias aritméticas dos resultsias-quimicos por ponto de coleta.
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Os dados dessa tabela foram analisados utilizana@todo de Regressédo Mdltipla
(RM) e correlacdes deearson(P).

3.7.2 Tabela de frequéncia dos isolamentos das ldueas

Foram montadas tabelas das frequéncias das |lesediwididas pelos pontos
de coleta, e também pelas frequéncias das levegalas espécies mais isoladas
durante o estudo, assim como nos pontos que seamawstdistintos em termos de

poluicéo.
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4. RESULTADOS

4.1 CONTAGENS DE LEVEDURAS EM MEIOS BIL, E OUTRAS
VARIAVEIS DE QUALIDADE DA AGUA.

Em Junho/2009 foi feita uma coleta ensaio, cujassairas foram processadas e
incubadas a 28°C, com o meio GYP + CloranfenicOhdg/L + amoxicilina 500mg/L. Nao
foram obtidas leituras com contagens significateasfuncdo do crescimento excessivo de
fungos filamentosos. A tabela 01 mostra os resodtadas contagens de leveduras em
enriguecimento (N.l. celulas/ 100mL) e em membrftrante em (UFC/100mL), com as
variacbes do meio BIL (glicose, galactose, VBCanel), realizadas de acordo com a secéo
3.3.1.4.1. Também sé&o apresentados os resultadoatides variaveis biologicas e fisico-

quimicas.

As coletas de Agosto/2009, foram feitas sob sol. detembro, periodo de menor
vazao dos rios, a coleta foi feita sob chuva matierds coletas de fevereiro/10 (verao),
Abril/10 (ap6s periodo de inundac¢des em todo odestid Rio de Janeiro) e Junho/10 (final
do Outono), foram realizadas sob sol. Em junho/2@&@ficou-se intensa floracéo
fitoplanctonica nos pontos 04, 05 e 06. O NMHEdeoli estiveram sempre abaixo de 1000

células/100mL, nos pontos amostrados (anexo 05).

O pH (anexo 02) variou entre 6,1 na amostra 036en@ amostra 05, ambos em
junho. A Demanda Bioquimica de Oxigénio medida émeacdias (DBQ) variou de 3,16

mgO/L na amostra 08 em junho a 54,7 na amostrar@bém em junho (tabela 01).
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Tabela 01: contagens de leveduras e outros pa@snetr

= L
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E) o @ E) 2 | @ o¢ wi
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g2 g 2
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8 8 S| OE | OE | OE |0g-|29,|5|<| CE | OF
— — =1 L O L © L O LL ‘9' c|lo2d > D L © L O
S 3 %3 59 | 38 | 53 |5 = E|E| 29 | 22
© D ©
e L e
Amostra
Ago P1| >=10 >=10 <10 na |1,70 x1§ 1,20 xl& na 9,44 78| 9 | 8,86x196,30x 18

Ago P2{>=1000 >=10 >=100 |2,18 X103 2,16 xl§ 1,69 xlé” na 17,33 6,7 46 | 2,93 x19| 3,0x 16
Ago P3|>=1000 | >=10 | >=100 |4,50 x10|330x10 |3.60x10| na | 727 40| 35| 243x19] 3,1x10

Ago P4|>=1000 | >=10 | >=100 |8,00x10|9,10 x10'|8,00x16| na 12| 567 18| <10 <10
Ago P5|>=1000 | >=10 | >=100 |4,70 x10|4,50 x10'|2.50 x16°| na | 9.69| 7,44 195 <10 <10
Ago P6|>=1000 | >=10 | >=100 |4,50 x10|550 x10'|550 x16| na | 574] 657|185 <10 <10

Set PI'(>=1000 | >=10 | <10 |121x10| 18210 |1.12x10| na |[37.4910.18 12 | 4,82x16|62x16
Set PF"[>=1000 | >=10 | >=100 |546 x10'|7,08x10'|6.11x10| na |38,84925| 42 | 52x16 | 1,0x18
Set PF">=1000 | >=10 | >=100 |574x10'|1,00310|1.62x16| na [11,69925| <1 | 62x18 | 41x148

Set P4"(>=1000 | >=10 | >=100 |1.80x10|4,0010 | 30010 | na | 141f[1019 18 | <10 <10
SetPS"| =>10 | >=10 | >=100 |512 x10'|6.24 x10'|4.43x15| na | 11,9(11,3¢( 19 | 8.4x16 | 20x18
Set PE"| >=100 | >=10 | >=100 |474x10'|3.68 x10'|454x16| na |[13541109 19 | <10 <10

FevPl| =>10 >=10 >=100 | 3,90 xl(? 1,50 xl§ 1,70 xl(? 201 xl& 4 | 3,85 11 | 9,85x16 (2,00 x 16
Fev P2 <10 >=100 >=100 | 3,00 xl(? 30 x102 4,00 Xl& 3,80 xl& 48,95 5,5 29 | 6,30 x19| <10
Fev P3| >=1000| >=100| >=100(241 x103 270 xl& 8,10 xl& 1,70 xl& 17,15 7,8 | <1 | 4,62x1®| 1,0 x 16
Fev P4| <10 >=100 >=10 (9,00 xl(? 9,00 xl& 5,30 xl(? 4,40 xl& 4,46| 47| 16| 7,0x1b <10
FevP5| >=100 | >10 | >=10 |2.50 x16|8,00 x16 | 2,40 x16 3,00 x16|23.88 55| 16 | 1.31x18 <10
Fev P6| >=1000 >10 >=100 | 6,00 xl& 6,00 xl(? 7,00 xl& 4,20 xl(? 14,19 5,2 15 | 1,0x18 <10
Fev P7| >=1000 | >=100 | >=100]2.70 x16'|7.00 x10' | 1,57 x16| 2,10 x16'| 12,23 1.73| 53 | 5,34x16|1,42 x 16
FevP8| <10 <10 <10 (4,10 xl(? 4,00 xl§ 2.00 xl(? 6,00 xl(} 5,74] 3,25 20 | 1,86x18| 3,1 x 10
Abri P1|>=1000 | >=100 | >=100 | 4,00 x1p1,40 x16|9,00 x106|3,00 x1§ 7,62 7,33| 15 | 5,28x16|2,00x 18
Abri P2| >=100 >10 >=100 |4,00 xl(? 6,00 xl& 4,10 xl(? <1 15,6| 6,72| 28 | 9,59x18 | 2,0 x 16

Abri P3[>=1000 | >=100 | >=100 <1 |8,00x16 | 1,70 x16| 1.80 x10°| 49,36 2.96] 8 | 8.6x18 | 2,0x 10
Abri P4| >10 <10 <10 <1 <1 <1 <1 | 34®34] 22 | 41x18 [ <10

Abri P5| >10 <10 | >=10 <1 |1,00x10 2,00 x10| 1,00 x16|42.71] 6.65| 17,5| 4,.81x16 | 1,0 x 18
Abri P7| =100 | >=100 | >=100 |4,00 x10|5.12 x18| 2.9 x1& |1.80 x15|28.98 4,57 2° | 1,01x10 | 8,1 x 10
Abripg| >=10 | <10 | >=100 |100x16| <1 <1 <1 | 463| 7,74 19|292x10 | 4,1x 16

Por simplificagéo, as leituras dos enriquecimentefgrem-se aos limites da ordem de grandeza aajuespondem, situando-se
de fato, na faixa de valores que ndo chegam arodgegrandeza seguinte.Na= ndo analisgtio.coleta realizada sob chuva moderafia.
= coleta realiza em momento de floracéo algal.
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Tabela 01(continuacéo): contagens de levedurastresgparametros.

- = © - = g % Q
S 3} S . o 2 < S o = Eg S
= E c = 8 =W © LL 2.u S [a) = o
25|56 |g8| 35| 35|35 |83 |8 525 | &
[ m o [ o 0 3 g8 °
=] -~ = -~ = -~ = - - =
@ 3 8 8 OE OE OFE |0g=|92, S| < S SE
o d o = €Lg L9 |LSE| 2= | & 2 o Lg
<E( % % % 23 23 23 o2 e 8 23
e o K )
Jun P1| >=10 <10 >=10 | 1,63 X1@,00 x1G|2,10 x1G|8,00 x16| 9,67 | 8,67 2,00
- = , y , y , , 18 4,43X16 X102
Jun P2| <10 <10 >=10 |8,14 x16|1,00 x1G|1,00 x1G|1,08 x1G| 48,25 | 8,29 44 | 1.89x16 |10 x1¢
Jun P3| <10 <10 >=100 (2,10 x16| 9,00x1G | 5,00 x1G|7,60 x16| 17,64 | 7,43 11 | 7.4x10 |10 x1¢
Jun P4 B B
FA <10 >=10 >=10 | 1,00 x£01,00 x16|1,70 x1G|4,10 x1G| 34,64 | 8,01 50 | 1L.ox16 | <10
Jun P5
EA <10 <10 <10 3,00 x#01,00 x16|2,00 x16 (1,50 x1G| 54,77 | 9,56 5 | 1.0x10 | <10
Jun P6| __ _
Fa | >=100 <10 >=10 <1 <1 2,10 xi[1,10 x1G| 33,83 | 8,67 24 <10 <10
_ _ _ 5,00
Jun P7| >=1000 | >=10 >=100| 6,00 X1@,70x1G |5,50 x1G|5,40 x1G| 43,86 | 5,64 51 | 1,01x10 | 102
Jun P8| >=10 <10 >=10 |2,00x16 <1 |5,00x16|1,20x16| 3,16 | 9,03 25 | a0x10 | <10

Por simplificagéo, as leituras dos enriquecimentefgrem-se aos limites da ordem de grandeza aajuespondem, situando-se
de fato, na faixa de valores que ndo chegam arodgegrandeza seguinte.Na= ndo analisgtio.coleta realizada sob chuva moderafia.
= coleta realiza em momento de floragdo algal.

O Oxigénio dissolvido esteve entre 1,73mg/O/L nastna 07 em fevereiro a 11,4
em setembro na amostra 05(tabela 01). O Sodlidosoidos Total (SDT) variou de O
(zero) mg/L no ponto 03 em Setembro e fevereird]l ang/L em junho, ponto 04 (tabela
01). As demais variaveis microbioldgicas utilizadasestudo encontram-se no anexo 01. As
demais variaveis fisico-quimicas encontram-se nex@rD2, e a relacdo das bactérias
potencialmente patogénicas no anexo 03. Os ressltdds analises de Caracterizacéo

fenotipica encontram-se nos anexos 06 e 07.

As analises dos dados brutos retornaram poucodta@ss significativos ou
elucidativos. Um resultado a se destacar foi agéelando linear das contagens de leveduras
em BlLgalci/MF com a DB@ como se vé no grafico do tigmantile-quantile(fig.02), a
baixo. A curvado, que se inicia paralela ao eix@iXo das abscissas), comec¢a uma inflexao
apos os valores da DB®assarem de 20 mgO/L, e se torna ainda mais egidgods os
valores o valor de 40 mgO/L, o que poderia sigarfigma correlacédo do tipo exponencial

entre as variaveis.
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Figura 02: Grafico de Dispersaguantile-quantile leveduras BlLgalci/MF/ DB@

Quantile-quantile scatterplot of BilGalcy against dbo
Spreadsheet5 in Workbookl 2v*37¢
dbo:BilGalcy: y=6815,9763 - 88,6295*x;
r=-0,1589; p = 0,3618

BilGalcy = 125,8678*exp(0,1082*X)

4.2 ANALISE ESTATISTICA DOS PARAMETROS

MICROBIOLOGICOS E QUIMICOS

Tabela 02: médias geométricas das contagens microbiolégicagdias aritméticas
das variaveis fisico-quimicas.
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p3 63 | 25| 63| 666/ 3708 1321 1325 135 [9 14310 20,6 |43 | 6.4
p4 4 | 10| 25| 1897 239p 2156 425 15 |5 15849 199 188 | B®
p5 4 | 4| 10| 448| 468 254 165 48 8 5653 286 194 (81 |7.2
p6 18 | 2| 32| 598 590 778 215 9 6 9960 1B4 18,0 |75 |7.0
p7 1000| 63| 100 6157 6190 4450 4326 8171 {179 1000 [28:3| 4,0/ 6.6
p8 16 | 2| 10| 218 16| 31| 46 601 36 79 45 243 [67 |7.1
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A tabela 02 mostra as médias geométricas dos par@meicrobiolégicos e as médias
aritméticas dos parametros quimicos, por pontotitac O ponto 07 teve as maiores medias
entre as contagens microbiologicas, exceto [Pm@udomonas aeruginosa E.coli . As
menores médias colimétricas foram encontradas no dw lago. O ponto 08 obteve as
menores contagens de leveduras em MF com os mHigalBi, BILVBC e BlLetanol.

As andlises de Correlacdo e de Regressao Multgléalela 02 encontram-se nos
anexos 04 e 05. A tabela 03, abaixo, resume o#tades dessas analises realizadas com as
médias geométricas dos dados microbiologicos eameédias aritméticas dos dados fisico-

quimicos.

Tabela 03: Resumo dos resultados das andlisefststest, realizadas com as médias geométricas dos
dados microbiolégicos e as médias aritméticas ddsslfisico-quimicos

Meio de cultura R Pearson Regressdo Multipla
BlLglici enr + C.totais p<0,04 + C.totais p = ,00198
BlLgalci enr -0, +C. totais p<0,05 +temperatura = 0030
BlLetanol enr - O, - pH p<0,05 -
BiLglici MF + coliformes totais + coliformes totais,
-0, p<0,08 + Pseudomonasp.
p=,001491
BlLgalci MF - pH p<0,05 - ,0,+Pseudomonas sp.,
+DBOs , +E. coli p=,001491
BILVBC MF +coliformes totais  p<0,05 -
- 02
BlLetanol MF +coliformes totais ~ p<0,05 - Condutividade p = ,017589
-0,

4.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS LEVEDURAS

Os isolados de todas as amostras identificados cosnoesultados das analises
morfologicas e fisiolégicas encontram-se listadas mnexos 06 e 07. Nas fotografias
constantes no anexo 08, foram destacados em Bletsef em gel de agarose 1,75%, os

ampliconsdos isolados de leveduras que seguiram para aaphb (PCR), juntamente com
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0s padrdes de peso molecular 100 pb e LML. No,tfiedm identificados 236 isolados de 47

espécies, dos quais 25, apds agrupamento fengtfpremn seqtienciados e identificados por
biologia molecular. A tabela 12, que mostra astileacées dos isolados sequenciados, a
percentagem de similaridade com as espécies refas, assim como os meios de cultura

utilizados, consta no anexo 09.

4.4 FREQUENCIA DOS ISOLAMENTOS DAS LEVEDURAS

Como pode ser observado na tabela 04, abaixo, g@lemmCandida famatdC.
guilhiermondiifoi predominante, e presente em todas as amakiggontos internos ao lago
(4,5e€6).

Tabela 04: Frequéncia das leveduras de maioreséoomas no estudo e ponis.

Pontos: 01 e 07, Locais que apresentam contamiragraesgoto doméstico. Pontos 2-3: Fozes de rimslon
lago. Pontos 4,5 e 6: localizados dentro do Lagdutiernaiba. Ponto 08: aguas comparativamente $ingud
fragmento bem conservado de mata atlantica.

Pontos de coleta A&7 .2-3 4-6 .8

NuUmero de amostrag 7 10 15 2

Espécies Frequéncias
Candida famata/C. guilliermondii
? 5 8 14 0
Candida krusei 5 0 1 0
Candida tropicalis 2 0 0 0
Candida valida 2 3 2 0
Candida parapsilosis 2 0 2 0
Rhodotorula sp. 4 3 1 1
Kloeckera sp. 3 0 3 1
Candida intermedia 1 1 2 0
Trichosporon dermatis 0 5 7 0
Candida norvegica 0 0 0 2

Espécies Frequéncias relativas

1-7 2-3 4-6 8

Candida famata/C. guilliermondii ? 0,71 0,80 1,00 0,0(
Candida krusei 0,71 0,00 0,07 0,0(
Candida tropicalis 0,29 0,00 0,00 0,0(
Candida valida 0,29 0,30 0,14 0,0(
Candida parapsilosis 0,29 0,00 0,14 0,0(
Rhodotorula sp 0,57 0,30 0,07 0,5(
Kloeckera sp. 0,43 0,00 0,21 0,5(
Candida intermedia 0,14 0,10 0,14 0,0(
Trichosporon dermatis 0,00 0,50 0,50 0,0(
Candida norvegica 0,00 0,00 0,00 1,0(
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Trichosporon dermatigoi o segundo em frequéncia. Ambos 0s quais, no
entanto, ndo ocorreram no ponto @.norvegica presente apenas no ponto 08) nédo foi
encontradas nos pontos mais poluidos, (1 e 7).0Bascorréncias d€andida krusei05
foram nos pontos 1 e CTandida tropicalistambém foi isolada no ponto mais impactado por

esgotos.
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5 DISCUSSAO

A intensificacdo das atividades antropicas, a didade de usos que demandam a
agua, assim como o0 adensamento populacional, aosrsegnente impactam os mananciais
aquaticos, e levam a continua e crescente necdssta monitoramento e gerenciamento
deste€3,4,11 14), o que requer, entre outras coisas, um sistienfigoindicadores que confira

informacgBes mais seguras a vigilancia ambientgbe@palacdo (12, 13, 227).

As aguas de mananciais bem conservados, devido sel@sn cristalinas, séo
geralmente consideradas proprias pela populacd@e, &l aspecto que ndo é raro alguém
utilizarem-nas diretamente para o consumo, dunamig caminhada ou excursdo, o que, por
vezes, pode significar risco a saude, o que jadbservado por Silva Filho (73). Também
nao sdo para as aguas mais poluidas a maior aréadnformacdo pois, para estas, 0s
sentidos do olfato e da visdo podem ser suficigpéea causar objecdo ao banho e a outros
contatos primarios. Evidentemente, ndo se esta epusiderando questfes sociais que
impliquem a que muitas vezes pessoas permanecarobtato com aguas nitidamente
poluidas; trata-se da existéncia de conhecimemtdoemacdes sobre ser a agua propria ou
nao para 0 consumo, contato primario ou até secdenddortanto, seriam as aguas de
qualidade intermediéaria, aqui entendidas como aguglie ndo se encaixam em nenhum dos
casos anteriores, que poderiam representar rigapparceptiveis aos nossos sentidos, ou ndo
conhecidos por pessoas leigas, a0 menos em parnteanibos 0S casos, a existéncia de
informac&o pode representar uma significativa difea nas taxas de incidéncia de doencas

infecciosas veiculadas pela agua (8, 74).

Concomitantemente a isto, potenciais bioindicaddeegjualidade da agua aguardam
mais estudos que os entenda como tal, e que o$iquesl ou ndo, para este fim (22). Este
seria também o caso das leveduras, que ha muitpotesfio citadas como potenciais

indicadores de qualidade da agua (13, 51, 53, B&nbém para este grupo, e para sua
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utilizagdo adequada e significativa, sdo necessaiiudos que, agregados a outros ja
realizados (15, 24, 44, 48, 49, 50, 51, 55, 576@1,63) possam ajudar a responder questdes
como, meios-de-cultura adequados, inibicdo defertamtes, protocolos de analises, aléem de
mais inventarios microbiolégicos nos diversos Bisnmmasileiros e massa de dados que
sustentem andlises conclusivas quanto a espécigaipas de espécies bioindicadoras. Este
projeto buscou situar-se na intercessao dessassig@ees, de forma a contribuir em algumas
das lacunas referidas, principalmente em relac8onasos de cultura, a bioprospeccao de
espécies potencialmente indicadoras e a buscarddagdes entre as contagens de leveduras

nesses meios com outros parametros de qualidagiguda

O lago de Juturnaiba, e cole¢cbes aquaticas adgcgrareceram boa alternativa como
um sistema hidrico modelo, em funcdo de sinteterarsi uma complexa diversidade de
microambientes, que coexistem aos variados usoégies e dos solos em seu entorno (68).
Além disso, hipoteticamente, as aguas do lago sabariam na condicdo de ndo ser a
avaliacdo dos sentidos, da visdo e olfato, sufieipara classifica-las como proprias ou néo
ao contato, mas, significativamente diferentes &qali, para uma abordagem analitica. Ou
seja, teoricamente, tal diversidade poderia ras@ta diferentes “qualidades” de aguas,
formando um gradiente que interessaria a pesdeig@om base nessas premissas que o lago,
e 0s pontos de coleta, foram escolhidos. Iniciandocoletas, a andlise das variaveis
descritoras (demais variaveis excluidas as consagereveduras) constatou que a qualidade
da agua nao variava tanto, na mesma amostragene, @mntpontos, 0 que contrariou a

premissa que orientara a escolha dos pontos.

Durante o estudo, o NMP descherichia colinas amostras do lago néo ultrapassou
107 células/100mL(tabela 01), o que atenderia ao padedbalneabilidade estabelecido pela
CONAMA 274/00, caracterizando no minimo aquelasa&gromo “satisfatorias”, embora nao
tenhamos “realizado um conjunto de amostras obt@tascada uma das cinco semanas
anteriores” como preconiza a norma. No mesmo peri@$ bactérias potencialmente
patogénicas variaram de 2 atéatabela 07). A existéncia de 2 a 3 das referidas,
concomitante a baixa colimetria do lago, reforca nacessidade de indicadores
complementares aos tradicionais (22,74). A andisgsco a saude representado pelo contato

com essas bactérias nao foi alvo deste trabalh® asnahances de um banhista ou trabalhador
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entrar em contato com essas bactérias, provavedméiat seriam menores que as chances de

serem elas recolhidas em uma amostra de 100 mtedeni.00 milhdes de*wo lago.

Sendo assim, como o0 lago recebe esgotos de diviesaglades através de seus
afluentes (68), a pequena colimetria observada was aguas, talvez se dé em funcéo da
diluicdo dos efluentes em um grande volume de afyssim, esses resultados podem refletir
que a entrada de esgotos em Juturnaiba seriavaehatnte alta, ao contrario do que possa
parecer, e que a pesar da diluicdo, o indicadde dip® de poluente ainda alcanca a ordem de
magnitude citada. Além disto, o tempo de residédoialuturnaiba que, ainda segundo os
mesmos autores, seria de 38 dias, €, portantodgram relacdo ao pequeno tempo de
viabilidade dos coliformes em aguas doce, igualnmnor que 58 horas para 90% dos
coliformes totais (74), o que € um dos motivos pglal este indicador é tantas vezes
criticado (17,22-27). Em magnitudes diferentesesedatores estardo presentes nos muitos
lagos e represas que servem ao consumo, a agrcultpesca e ao lazer no Brasil, forcando
a reducdo colimétrica, mas ndo necessariamentdugae de outras bactérias. Nestes casos
organismos que respondam melhor a eutroficacdo,ocas leveduras, seriam mais

representativas da qualidade ambiental que o®ookfs.

A escolha do lago, como modelo de estudo, mos&oaegrtada, visto serem suas
aguas reconhecidas como mesotréficas, tanto ptdeatlira, quando pela analise dos
resultados de DB§) e ainda em vista da exuberéncia da vegetacaotiGmua das
propriedades organolépticas observadas pessoalmetdeal, 0 que esteve de acordo com o
tipo de agua a que se pretendia trabalhar, cometaaro capitulo “Objetivo”, aléem da
importancia do lago por ser o manancial que abasieta regido balneéria, a Regido dos
lagos, e pelos multiplos usos a que se prestamagues. NO entanto, em razao da pequena
variacdo nos niveis de poluicdo dentro do lago,tmesse inconsistente a premissa que
orientara a escolha inicial dos pontraostrados. Em funcéo disto, decidiu-se pelo aicnés
de dois pontos cujas aguas eram de qualidadesamiigte “muito” e “pouco poluidas”
respectivamente: os pontos 07 e 08. Nesse aspegmnto 07 apresentou a carga de
contaminacgdao prevista, e foi descrito pelas vaisds@mo o de piores aguas no estudo, mas as
amostras do ponto 08 evidenciaram que duranteacassbes e excursdes a cOrregos em

ambientes bem conservados, ndo se deve ter tamézaesobre a qualidade da agua, ao
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menos para consumo, pois ali encontramos atél@0mL coliformes totais. Esses nimeros
nao devem ser surpresa, dado que nos ambientestidos, a fauna residente visita 0s
corpos hidricos, as margens dos quais também dedtra de remexer o sedimento (73).
Portanto, poderia ndo ser desprezivel a carga bira de origem animal, ou a que
colonizaria a matéria organica oriunda do dosdebrap, da serrapilheira e do sedimento.
N&o obstante a carga microbiolégica, as amostragodto 08 mostraram média de DBO
muito menores, e nenhum aspecto de floracdes algaigue talvez sejam os fatores
responsaveis pelo 6timo aspecto visual dessas @®o6bra os resultados advindos do ponto
07, os resultados dos outros pontos ndo mostravearentas claras e significativas. Isto
decorreria de ser a qualidade da agua no ambidgte rdio estatico, mas dinamico e
transiente, 0 que em cada caso se expressa comaunaieenor intensidade. Se a microbiota
reflete tal qualidade, e com ela se correlacionticeeprovavelmente com ela também flutue.
A andlise dos dados de agua baseada em pontodede pode ser prejudicada por essas
flutuacdes, que por si, seriam um fator de confuedito nos dados microbiolégicos (30, 74).
Sendo assim, ao menos em regifes de estacOesiadisnpbuco pronunciadas, as variacdes
da qualidade em curto prazo, decorrentes de ptapias pontuais, ou da simples lavagem de
um chiqueiro de porcos dezenas de metros acim@onpaderiam suplantar os efeitos das

variacOes sazonais, e exacerbar a variancia dos @adostrais.

Os primeiros ensaios do estudo mostraram queiaagfilo do tradicional meio GYP,
em membrana filtrante e espalhamento em placdtaealem placas repletas de filamentosos
e, nas poucas areas visiveis, observavam-se pegeensgagens de leveduras, que nao
ultrapassavam uma ordem de magnitude deURC/ 100mL. Isto poderia ndo significar
apenas que a populacdo acessada teria sido pequesitgmbém que a fracdo da comunidade
acessada teria sido muito pequena. Naturalmerde, interessaria a um estudo de
bioprospeccédo e pesquisa de bioindicadores, quevebhssem isolamentos quali-
quantitativamente tdo pobres. Uma alternativa plagir dessa interferéncia seria a
diminuicdo do in6culo; porém, menores inoculos éontmenos células, e, geralmente,
resultam em nameros nao significativos de colorfas. outro lado, a simples inibigdo de
filamentosos, embora resulte maior expressdo numélas leveduras, ndo elimina a
competicdo entre suas diferentes espécies. Buckidu@s (75), enfrentaram esses mesmos

fendbmenos, de interferéncia de filamentosos e cbgdgeinterespecifica, ao tentar isolar
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Candida albicaneem aguas naturais, o que foi superado pelo desgmemto de um meio
seletivo para esta espécie.

Em nosso estudo, a busca de outro meio de cutiiviadilitada pela pré-existéncia da
Base de Isolamento de leveduras (BIL), meio quempero cultivo generalista desses
organismos, mas que, porém, também os filamentososp visto no trabalho de Carvalho
(44). A vantagem encontrada foi a facil supleméados meios BIL, com diferentes
inibidores, acucares e formas de cultivo, que enjucto renderam sete variantes, as quais
puderam favorecer diferentes grupos de leveduedsizimdo a competicdo que, nos métodos
tradicionais, eliminava parte das espécies da aendstante o cultivo, semelhantemente ao
descrito por Bubucis & Buck (75) ao mesmo tempogem® inibiram os bolores. Os detalhes
das formulacdes das variantes BIL empregadas nmleegtodem ser consultadas na sec¢ao
3.3.1.4.1. Em linhas gerais, a cicloeximida, umbigor de filamentosos amplamente
conhecido, foi associada a galactose, para formariante BlLgalci. A mudanca para este
tipo de acucar visou conferir seletividade ao mdmgando as leveduras do clado
Debaryomycesque incluiC. tropicalis C. parapsilosisC. famatae C. guilliermondii Por
outro lado, a variante BlILglici, utilizou também popriedades inibitérias da cicloeximida,
em menor concentracdo, associada a um acgucar lefiesen glicose, obtendo-se assim, uma
variante mais generalista. No BlLetanol tambémtseau a glicose, porém associada a um
inibidor de fungos filamentosos, bactérias e diwsroutros microrganismos, o etanol. Ao
mesmo tempo, com esta formulagdo, buscou-se seteoispécies fermentadoras resistentes
ao etanol, com&Candida kruseie outras do clad®ichia membranifaciensPor ultimo, o
BILvbc, combinou a glicose com o verde de bromaake acido propiénico, como forma de
tamponar e indicador o pH préoximo a 4, quando paea verde. Colbnias de leveduras que
reduzam o pH do meio tornam-no amarelo, ou, senfaaementar o pH, tornam-no azul.
Desta forma, facilitou-se a diferenciacdo das daa partir da fisiologia. Nesta faixa de pH
proximo a 04, o meio é apropriado para um numeandg de leveduras, mas inibe muitas
bactérias e alguns filamentosos. No geral, conseggialcancar maior expressado quantitativa

das espécies selecionadas por cada variante do meio

Mais especificamente, em relacdo as levedurasnléecao que as populacdes destas

podem ser divididas em dois tipos: o das levedoradativas estritas, e 0 daquelas que
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também podem fermentar (25, 44). Meios ricos eptexos favorecem o isolamento de
leveduras ascomicéticas, fermentativas e de crestimrapido(44). Da mesma forma, aguas
eutréficas, enriquecidas naturalmente ou artificeite por esgotos ou fertilizantes; salvo
pelas floracdes algais, ou ainda, as partes pratidd lagos que permanecem estratificados
por longos periodos, apresentam menores conceesrat® Q (4) e poderianfavorecer as
leveduras com capacidade fermentativa, que passariprevalecer sobre as oxidativas. Tal
vantagem ndo haveria em aguas com crescente sasdv@ de Oxigénio. Assim, também,
as condicoes de cultivo em tubos de enriquecimantwreceriam a anaerobicidade dos meios
e as fermentativas, enquanto que o cultivo em mamabdaria chances ao crescimento de
ambos os tipos.

As contagens de leveduras em Juturnaiba, com as B#i, mostraram a alternancia
destes dois perfis metabdlicos. Em nosso estudopraiagens em meios de enriquecimento
foram sempre menores que seus correspondentes embrama filtrante. Ou seja,
provavelmente, os enriquecimentos refletiram peuvamente as leveduras fermentativas
presentes nas amostras. Por este raciocinio, rmammetagens de leveduras nos meios
BlL/enriquecimentos refletiriam indiretamente que @amostras se originaram em locais

proporcionalmente colonizados por populacdes adapta aguas eutréficas (49, 51).

Em relagdo as analises em membrana filtrante, hge diestacar o bom rendimento
quali-quantitativo dos cultivos realizados com estétodo. As variantes dos meios BIL
apresentaram placas com pouca interferéncia degsolisto foi mais evidente para BlLetanol
e BILvbc, um pouco menos para BlLgalci, e por GitiBiILglici, o que era esperado por ser,
este Ultimo, o menos seletivo dos meios testadars & trés primeiros, houve casos de ser
visualmente quase imperceptivel a presenca dedsplorque implicou em maior facilidade
de discernimento, caracterizacdo, contagem e isolondas colénias. A utilizacdo de
membranas pretas também contribuiu muito nestecespexceto para BlLvbc, que resulta

em muitas colbnias verdes e azuis, as quais ctartnaselhor em membranas brancas.

Poderia ser esperado que a utilizacdo de inibidores mudanca de tipo de agucar,

no caso de Bilgalci, resultaria em pequeno numeroaiibnias, em funcdo do efeito seletivo
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dos meios. No entanto, o efeito observado foi geieespécies selecionadas, sob menor
competicdo na placa, puderam se expressar meksultando em contagens de até 10

UFC/100mL, algo que n&do é muito comum neste tipwatalho (13,49).

As médias de contagens em MF (membrana filtrasteforam relativamente baixas
no ponto 08, onde ocorreram médias menores queJEWW100 mL, exceto em BILglici,
onde chegou a 200 UFC/100 mL. Ressalta-se queudstea pode ser considerada uma
contagem alta, para um local bem conservado, soésth e que tende ao estado oligotrofico.
Para este tipo de agua, geralmente a literatuagarghlores menores que 100 UFC/100 mL
(49). O ponto 08 foi o de menor média de BBO suas amostras obtiveram contagens que
muito se contrastaram com aquelas dos pontos 0Z.e Bs contagens médias em
BILgalci/MF para o ponto 08 chegaram a ser 80 vememores que as do ponto 02, e até
quase 400 vezes menores que as do ponto 07. Deafatoontagens em BlLgalci/MF ja
mostravam correlacdo (ndo linear) com a RBE&s primeiras andlises estatisticas, ainda com
os dados brutos (Figura 02), o que veio a sergaffor na analise de Regressao Multipla (RM)
(anexo 04). A RM apontou, aléem da DB@ambém af?seudomonasp., eE. coli como
variaveis que corroboram as contagens em BlLgalei/dlém de OD (Oxigénio Dissolvido),
com o qual haveria correlacdo negativa. Um aumeot® valores dessas variaveis, em
conjunto, podem apontar para a eutroficacdo da. &gias resultados, aliados ao fato de que
a filtragem em membrana ja € uma técnica conheeidage as analises foram realizadas com
aproximadamente 2,5 mL de meio liquido, sobre g®res fornecidos em conjunto com a
membrana, deu ao método o rendimento, praticidadeeniente as necessidades de um

sistema de monitoramento.

Essas vantagens propiciaram as mais de duas cemtensolamentos representativos
dos morfotipos de colbnias visualizadas, assim comwanco da pesquisa no sentido de se
estudar o potencial de espécies indicadoras dadgdal da dgua no complexo hidrico de
Juturnaiba. Por outro lado, o agrupamento destésdiss baseado nos meios BlLdiferenciais
descritos por Garcia (42) deu resultados diferepéea todos os isolados. Isto provevelmente
se relaciona ao fato de que se originaram rexhitat fluido em que nao teria havido
desenvolvido colbnias representativas de um ur@wec E mais provavel que em urabitat
assim, as populacbes sejam continuamente mistyraasvez de formarem colonias

discretas.
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A identificac&o polifasica permitiu encontrar vgbas fisioldégicas entre as descricdes
padrbes de algumas espécies e aquelas observalasssws isolados. O estudo da regido
D1/D2 do DNA ribossomal mostrou por exemplo, queisatado teve 100% de similaridade
com Debaryomyces polymorphusnquanto que as andlises fisiol6gicas demonstrayze
este fermentou fortemente glicose, galactose, ssea maltose, 0 que ndo esta de acordo
com a descricdo padrao para esta espécie, queearntacao lenta a fraca ou negativa (41).
Outras espécies, cujos isolados apresentaram rijegdisiologicas em relacédo aos padroes
especificos seriam Candida guillermondji Wickerhamomyces onychis@andida
peltata Candida rhagi? Candida aff. sorbophilae Candida dajiaensigalactose(+), cujas
caracterizacbes podem ser vistas no anexos 06, & @ue precisam ser confirmados

posteriormente.

No entanto, o que mais chamou a atencdo, foi unpogrde isolados com
caracteristicas que ora os tornam similar€3aadida famataanamorfo deDebaryomyces
hansenij ora similares &andida guilliermondii TipicamenteC. famatando cresce a 40°C.
Muitos dos nossos isolados, similares a esta espémsceram nessa condi¢cdo, 0 que, no
entanto, € comum nas descrigcbes (L. guilliermondii Por outro lado, um isolado que
demonstrou alta similaridade (100%) com a cultipa de C. guilliermondiij fermentou
maltose, o que nao é tipico. Além do que, nenhusrigidados, os quais demonstraram 100%
de similaridade com esta espécie, cresceu a 4@€alforma, para a maioria desses isolados,
a separacao entre as duas espécies foi impratidamabém nao foi possivel afirmar se trata-
se aqui apenas de variacOes fenotipicas de uma éspecie, caracteristicas das populacdes
acessadas, 0 que demonstra uma limitagdo dasglescpadronizadas, e indica necessidade
de mais estudos de cunho genético dos isoladosiestap. Deste modo, para fins de analise
de frequéncia, esses isolados foram contados sdderdificacdo deCandida famata/

guilliermondii (Cfg)

Justamente, este foi o grupo de maior frequéncrantiel o estudo (tabela 04].
famata, C. guilliermondie C. famata/guilliermond{iCfg), em conjunto, foram encontradas
dos pontos 01 ao 07, mas ndo no ponto 08. Em estiaino este, com pequeno nimero de

amostras e alta diversidade de espécies, a oc@mrédacum organismo em um ponto, ou
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amostra, deve ser levada mais em conta que a @us@nqual pode decorrer de varias
deficiéncias, desde a coleta até o cultivo. Assiigjalmente, a auséncia do grupo no ponto
08 pode néo ter tanto significado, principalmemtefencdo do pequeno nimero de amostras
colhidas, das quais se fez isolamentos. A freqa&etativa (0,80) do grupo Cfg no ponto 01,
a montante do lago e nos 02 e 03 (0,80), nas fiaesios para o lago foi um pouco menor
gue a dos pontos internos ao lago, pontos 04 addile chegou a 100% das amostras(tabela
04). Seriam necessarios mais estudos de campe@amender melhor, e com maior acerto,

a autoecologia destas espécies.

Apenas teoricamente, poderiamos formular um quadroocorréncia temporal e
espacial dessas no complexo hidrico de Juturn&bea tal, precisa-se considerar que as
maiores contagens obtidas no lago foram em BlLdal/Rbmo também, as correlacdes
exponenciais das UFC neste meio com a BRCperfil metabdlico de parte das populacdes
acessadas, assim como a distribuicdo geograficsalasnentos identificados. A partir dessas
consideracOes, seria possivel que este grupo,sedo na nascente (ponto 08), crescesse
melhor a partir dos trechos de planicies dos mmmtps 01, 02 e 03), onde as algas e
macrofitas sdo comuns (68), e 0os exudatos ricoa@mares, ganham relativa importancia
tanto na composicdo da matéria organica biodisphniquanto para as leveduras
ascomicéticas (49X. famatae C. guilliermondii estdo entre as espécies mais encontradas
associadas a algas, em varias partes do mundd@dfro do lago, além da matéria organica,
eventos, como o regime de chuvas (57) e as flosagigais (59,60) influenciariam
fortemente tais populacdes. Assim, como no trabaleo Almeida (57),D. hansenii
(Teleomorfico deC.famatg teria sido removido do lago de Juturnaiba noogerichuvoso de
abril de 2010.

Além desse grupo, outras espécies menos frequéatebém se destacaram pela
distribuicdo de suas ocorréncias. Neste cas&ruseifoi isolada seis vezes, das quais cinco
nos pontos 01 e 07, que sao aqueles que alcangaeaones contagens de coliformes e
também foi isolada uma vez no meio do lagokruseindo foi isolada em BILgalci, o que era
esperado em funcédo de que esta espécie ndo paadaasgalactose. Essa, no entanto, foi
isolada em MF, com os meios BlLvbc e BlLetanol, rgiquecimentos, com BlLglici. A

literatura consta inumeras alusdes a ocorréncia&Cd&rusei em locais impactados por
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poluicéo fecal (13,37,49) o que apdia os achadegine Capivari(p 01) e valdo das caixas(p
07). Sendo sua origem ligada a contaminacgao feaalfrequéncia no lago tornar-se-ia rara

em funcéo da diluicdo e da nédo adaptacédo ao meio.

C. intermediando ocorreu no ponto 08, mas em funcdo da babquéreia de
isolamentos nos rios e no lago (Tabala 04), serigedesperar que se requeresse mais coletas
para se verificar sua presenca na nascente (e Q8sim, poder fazer-se alguma inferéncia
sobre as espécies. Inversame@tenorvegicdoi detectada nas duas amostragens do ponto 08
das quais se buscou fazer isolamentos, mas n&bfada nos outros pontos, apesar de neles
serem feitas 31 outras amostras. Parece entadC.quervegicase beneficia das condicbes
prevalentes no ponto 08. O que nao foi possivdiapmelhor, requerendo mais dados para
tal. No entanto, segundo Allen Hadlersta espécie assimila bem celobiose, estando

associada a degradacgdo da celulose nos ecossidtermsisis.

Kloeckerasp., que ocorreu bem distribuidamente, mas emab@equéncia (tabela

04), e mais concentradamente nas amostras de Kbelckerasp. ocorreu nos pontos mais
poluidos e também no controle negativo de poluiPaoece assim, que sua dinamica também
foi mais influenciada pelas chuvas do verdo, epurgos aparentemente mais influenciaveis
pelodeflivio superficial Este foi 0 caso dos pontos 01 e 07, cujas marggensostram muito
alteradas pelo homem; do ponto 05, que fica nuroradouro em uma pequena enseada; do
ponto 04, que fica proximo a estrada de chdo quee debarragem e do ponto 08, estreito e
com pequeno fluxo de agua. No entanto, o géRéseckerando ocorreu no meio do lago,
ponto 06, e nem nos pontos 02 e 03, cujas margeasnEam-se apos um trecho consideravel
de cobertura vegetal e macrofitas litoraneas. RBtnodado, aKloeckerasp. também estdo

associadas a celobiose, e seriam esperadas nesses.

Trichosporon dermatifoi isolado em 12/24 amostras dos pontos 02 aoras, ndo
ocorreu nos pontos controles (07 e 08), nem noopdht PorémT. dermatisambém néo foi

isolado em nenhuma amostra de Fevereiro a Abr8irdssua auséncia nos pontos controles

2 Comunicagdo do Dr. Allem Hagler do IMPPG (UFRJ) Rio de Janeiro.
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nao deve ser considerada, visto que estes foraoduidos justamente a partir de fevereiro.
Destaca-se qué&. dermatisformou colbnias faceis de serem percebidas egdidas nas
leituras das membranas. As principais mudancas\aus entre setembro e fevereiro, foram
o aumento da DBO5, o aumento da temperatura e quoase reducdo do OD. A média das
temperatura das amostras das quais esta espédsolfmla até setembro, foi de 24 °C, s6
ficando uma vez em 25 °C, enquanto que a temparabédia entre todos 0s pontos em
fevereiro foi de 31°C, com minima de 29°C no pdiip e maxima de 32°C, nos pontos 01,
07 e 08. Porém]. dermatiscresceu bem a 37°C nos testes de temperaturaid€arslo
Hagler (13) citando Hinzelin(76), este basidionmicseria esperado nos pontos 01 e 07, em
funcdo da poluicdo por esgotos ricos em materiaeaginosos, substrato com o qual tem
afinidade. OsT. dermatisisolados mostraram nao fermentar glicose, mesnas dpes
semanas em nossos cultivos/testes, poderiam emi@ama dindmica menos ligada ao
deflivio superficial, e, autoctones, seria maigjdiente nos periodos secos do ano, 0 que
concordaria com os trabalhos de Rosa (24) e Matas (25). OutrosTrichosporonspp.

foram isolados nos pontos 01 e 07, inclusive enh. abr

Também foram isolados outros basidiomicetos, praloiente Rhodotorula
mucilaginosa e Cryptococcuspp. e no periodo chuvoso. Visto serem os basidé&ios
comumente encontrados sobre vegetais e no soleripodter chegado aos rios em funcéo do
deflavio superficial apés as chuvas naquele per{d@p44, 49,51 e 77). Nao teriam, assim,
sua ocorréncia ligada a poluicdo organica, e adicdes propicias a fermentacédo (44), de
modo que maiores frequencias relativas destas jpodendicar aguas de boas qualidades
(13,51). No entanto, o préprio deflivio superficlava para dimnon nutrientes dos solos, os
quais contribuem com a poluicdo e consequentements, a eutroficacdo (4,22,74). Por
outro lado, sendo o Juturnaiba considerado um tagsotrofico (68), o grande nimero de
ascomicetos isolados com os meios BIL durante ndesestda em consonancia com sua

associacdo com ambientes aquaticos poluidos périmatganica(49).

Outras espécies foram encontradas, mas com fregaémada menores, o que torna
dificil tecer consideracdes plausiveis. Algunsadok sequenciados, e guardados em colecao,
nao foram suficientemente correlacionados as d@sgide nenhuma espécie conhecida,

obtendo percentuais de similaridades menores de @89%0as espécies mais proximas, e
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poderdo resultar na descricdo de novas espéciestdasbeém € o caso dé. rugopellocosa
com 99,3% de similaridade, mas que apresentoe pestitivo para metanol, o que ndo € o
padrdo da espécie. A proporcdo do numero de isolt® e 0 de espécies identificadas (5/1),
além de muitas espécies serem representadas pamiamisolado, leva a considerar que nao
se alcancou toda a fracdo da comunidade do comgkdaturnaiba, cultivavel com os meios
BIL. Novas campanhas na regido, com maior esfoegoadeta e isolamento, poderéo render
maior riqueza de espécies. As coletas nessa regi@ocaram a idéia do potencial da
biodiversidade de leveduras nos ecossistemas a&ispde aguas doces, o que instiga e
justifica novos inventarios semelhantes (14, 42). desma forma, o pequeno numero de
coletas realizado, permitiu vislumbrar correlagGaes corroboram a idéia de que, com mais

estudos, as leveduras poderao ser usadas comdibaaiares de qualidade da agua.

Nao se pretende que as leveduras venham a subattalimetria como bioindicador,
mas propde-se que sejam complementares a esta. (Wist as comunidades de leveduras
aquaticas refletem em seu perfil as condicbes deasgbiente, um método que permita
caracterizar qualitativa e quantitativamente greglge reconhecidamente relacionados a
determinados tipos de contaminantes, poderé retatacondi¢cdes a curto e médio prazos.
Com os meios BIL seletivos em membrana filtrantemds agora, este método.
Necessariamente, deverdo ser feitos outros investém rios e lagos nos diferentes Biomas
do Brasil a fim de aumentar e robustecer a basdades e o conhecimento sobre estes
organismos e suas relacbes com os diferentes ftilgocontaminantes. Também sera
necessario testar os meios BlLseletivos em amlsiemi&inhos, visto serem estas muito
utilizadas para o banho e outras atividades de kzmofissionais. Assim que obtivermos
uma quantidade suficiente de dados que represdyganma diversidade ambiental brasileira,
possivelmente poderemos oferecer a sociedade maigauramenta para o monitoramento de
nossas aguas e gestdo dos riscos a saude que plessan advir. Leveduras sdo um grupo
supra-taxonémico, que compreende em torno de dubhsespécies, e ndo podem ser
entendidas com uma coisa s0, ou como se fossentniceespéecie, ou ainda, como se todas
as espécies de leveduras tivessem as mesmas Katigete Com mais estudos poderemos
também estar mais habeis a responder quais lewegw@dem vir a ser utilizadas como

bioindicadores, e ndo mais se as leveduras o podem.
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6 CONCLUSOES

O método de contagem de leveduras em agua aguseapado, e que consiste em
filtrar as amostras em membrana filtrante (MF) @ib&-las em placa com uma das variantes

dos meios BIL seletivos, permite efetivamente coleizeduras em aguas eutroficadas.

As variantes de BIL foram avaliadas quanto ao ssangial emprego no estudo de
leveduras em agua doce. Utilizando os meios Blets@ls, conseguimos obter contagens
significativas, acima de trinta col6nias, e, atéteras ou mais por membrana filtrante, com
pouca interferéncia de fungos filamentosos, o qu& nrhaviamos conseguido,
preliminarmente, empregando o meio GYP. Além disgeequeno volume de meio utilizado
torna 0 método mais econdmico e pratico que o egopale meio liquido em tubos. O uso do
meio em caldo sobre o suporte de celulose paranabna@a fornecido juntamente com as
membranas, permitiu a preparacdo desses meiossepdy acidos, normalmente causariam
problemas de néo solidificacdo do agar. A menerfieténcia de filamentosos tornou factivel

a contagem, isolamento e caracterizacao das cel6nia

As diferencas qualitativas nos isolamentos de lensesdem amostras de aguas com
caracteristicas diferentes reforcaram a idéia diengtal destas como bioindicadoras da
qualidade da &gua. A eutroficacdo, e o decorreesenyolvimento intenso de algas e
macrofitas observado em Juturnaiba, provavelmen@décem o crescimento das leveduras.
De acordo com nossos resultad@andida guilliermondiie espécies similares do clado
Debaryomycesincluindo D. polymorphusCandida tropicalise Candida parapsilosisque
sdo comuns em agua poluida por compostos orgéoicesitroficacao, foram isoladas com
sucesso por BlLgalci e BlLvbc. Também houve comagggnificantes em BlLetanol, o qual
selecionou leveduras do cladRichia, incluindo Candida kruseique é comum em aguas

poluidas por esgotos domeésticos.
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Portanto, os meios BlLseletivos usados neste trabakenderam resultados
estatisticamente mais confiaveis que uma contagenewkduras em geral ou total, e com
foco em grupos de leveduras conhecidas e asso@adapoluicdo organica e eutroficacao.
Isto em funcdo de as contagens serem mais sigiiisa e do isolamento de espécies
conhecidamente relacionadas a diferentes tiposohlécfo, além da menor interferéncia de
bolores. Assim, o método demonstra potencial agicano monitoramento de aguas

eutroficadas.

Outras formas de analise de dados poderiam seradtis e comparadas com aquelas
mais comumente empregadas. Por exemplo, em trabdlitaros poderia ser feito o
agrupamento dos resultados ndo sO por pontos d&@spmas, paralelamente, também pelas
amostras com caracterizacdo da qualidade da &gualhsmtes. Isto poderia reforcar
correlacdes entre contagens em uma determinadaiedo meio BIL e a qualidade da agua

analisada, ou entre estas e espécies de levedaradgntes.

A continuagdo da pesquisa realizada no mestradgistoa em testar os meios
BlLseletivos em agudes, em outros rios e lagossstado do Rio de Janeiro. Posteriormente,
baseado nos dados regionais, deve ser avaliadasibiidade de testar aguas de outras
regides, como nos rios do Pantanal, no semi-andaggidao amazoénica, no Cerrado, assim

como nos Campos do Sul, e nos lagos e lagoasodal litrasileiro.

E importante avaliar o método em aguas sob pauigdustrial de diversas naturezas,
como da industria petrolifera e detritos dessadatile. Também Industria da cadeia produtiva

de mineracéo; Industria alimenticia e agricola

As amostragens nestes ambientes aumentardao adaselas, permitindo resultados
mais significativos das analises de leveduras, iernpassibilidade de recomendacéo futura

destas como parametro de qualidade da agua.
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ANEXO

Anexo 01.Tabela 05: condigdes locais no dia da coleta&npetros microbioldgicos

Coleta/oonto BlLglici BlLgalci BILVBC BlLetanol PseudomonagEnterococcus Sp
Observacdes P UFC/100mL| UFC/100mL | UFC/100mL| UFC/100mL| sp UFC/100mLNMP/100mL
dia de sol - Enxurrada no momernto
da coleta, >volume, agua barrenta Ago R1 na 170 120 na 2000 0
Dia de sol Ago P2 2180 2160 1690 na 11000 0
Dia de sol Ago P3 4500 3300( 36000 na > 50000 0
Dia de sol Ago P4 8000 9100 8000 na > 50000 0
Dia de sol Ago P5 4700 4500 2500 na 42000 0
Dia de sol Ago P6 4500 5500 550 na > 50000 0
Coleta realizada sob chuva 12105 18210 11215 na 16000 0
moderada. Set P1
periodo de menor vazao afluente
durante as coletas(dados prolaggs) Set P2 5460 7080 6110 na 11000 0
Coleta realizada sob chuva 5740 10930 1620 na 6000 0
moderada. Set P3
periodo de menor vazao afluente
durante as coletas(dados prolagas) Set P4 18000 40000 30000 na 20000 50000
Coleta realizada sob chuva 5120 6240 4430 na 11000 0
moderada. Set P5
periodo de menor vazao afluente
durante as coletas(dados prolagas) Set P6 4740 3680 4540 na 7000 0
verdo - dia de sol Fev P1 390 1500 170 201 8000 0
verdo - dia de sol Fev P2 300 300 400 380 20000 0
verdo - dia de sol Fev P3 2410 2700 810 1700 PG00 0
verdo - dia de sol Fev P4 900 90( 530 440 > 50000 0
verdo - dia de sol Fev P5 250 800 240 300 25000 0
verdo - dia de sol Fev P6 600 60(Q 700 420 40000 0
verdo - dia de sol Fev P7 2700 7000 1570 2100 09GO 16000
verdo - houve resuspensao de | 410 4000 200 60 5000 3000
sedimento no momento da coleta Fev B8




Anexo 01.Tabela 05: condigdes locais no dia da coleta@&npetros microbioldgicos

Observacdes sobre o dia da BILglici BiLgalci BILVBC BiLetanol Pse“ggmonas Egtemcocc“s

coleta Coleta/pontc UFC/100mL| UFC/100mL| UFC/100mL| UFC/100mL UEC/100mL | NMP/100mL

coleta realizada ap6s as enchentes e

abril Abri P1 400 140 90 300 1000 0

coleta realizada ap6s as enchentes e

abril Abri P2 400 600 410 0 5000 0

coleta realizada ap6s as enchentes fe

abril Abri P3 0 800 170 1800 > 50000 0

coleta realizada ap6s as enchentes fe

abril Abri P4 0 0 0 0 50000 0

coleta realizada ap6s as enchentes e

abril Abri P5 0 10 20 100 1000 0

coleta realizada ap6s as enchentes fe

abril Abri P6 na na na na 7000 0

coleta realizada ap6s as enchentes fe

abril Abri P7 4000 5120 2900 1800 0 > 5000(

coleta realizada ap6s as enchentes e

abril Abri P8 100 0 0 0 1000 1000

final do outno -sol Jun P1 1628 400 210 800 0 9000

final do outno -sol Jun P2 814 1000 100 1080 0 5000

final do outno -sol Jun P3 2100 900 500 760 0 7000

final do outno - intensa floracdo

fitoplancténica verde - sol Jun P4 100 100 170 410 0 2000

final do outno - intensa floracdo

fitoplancténica verde - sol Jun P5 300 100 20 150 0 500

final do outno - intensa floracéo

fitoplancténica verde - sol Jun P6 0 0 210 110 0 3000
Jun P7

final do outno - sol A 6000 4700 5500 5400 0 > 50000
Jun P7

final do outno - sol B 15000 7600 8400 9900 0 > 5000(
Jun P7

final do outno - sol C 9100 7100 8300 7500 0 > 5000(
Jun P8

final do outno - sol A 200 0 50 120 0 44000
Jun P8

final do outno - sol B 100 300 100 150 0 44000
Jun P8

final do outno - sol C 600 0 30 190 0 44000




Anexo 2. Tabela 06: condi¢cBes locais no dia dataa parametros fisico-quimicos .

Saturagao
Coleta DBOs Condutivida | Temperatura Oxigénio
Observacgdes sobre o dia da coleta pH (mgOIL) de (mS/cm) (°C) (%)
dia de sol - Enxurrada no momento da coletg, 90.5
>volume, agua barrenta Ago B1 7,21 9,44 19,00 2,4 '
Dia de sol Ago P2 6,86 17,33 93,00 24,17 79,6
Dia de sol Ago P3 6,64 7,27 4,00 23,26 47,2
Dia de sol Ago P4 7,06 12 36,50 23,93 67,5
Dia de sol Ago P5 7,24 9,69 37,50 23,33 90,95
Dia de sol Ago P6 7,29 5,74 36,50 24,24 79,05
Coleta realizada sob chuva moderada. Set|P1 7,04 42 37 24,00 22,89 118,6
periodo de menor vazédo afluente durante as 1121
coletas(dados prolagos) Set B2 6,88 38,82 84,00 2125, '
Coleta realizada sob chuva moderada. Set|P3 6,56 ,68 11 0,00 24,66 111
periodo de menor vazédo afluente durante as 122
coletas(dados prolagos) Set B4 6,92 14,1 36,00 4245
Coleta realizada sob chuva moderada. Set|P5 7,35 ,86 11 37,50 25,74 139,1
periodo de menor vazédo afluente durante as 1341
coletas(dados prolagos) Set P6 7,22 13,56 38,50 25,19 '
verao - dia de sol Fev P1 6,56 4,00 22,00 32,49 4 53
verao - dia de sol Fev P2 6,93 48,94 57,00 30,04 3 7
verdo - dia de sol 6,28 17,15 0,00 30.33 104,1
Fev P3
verdo - dia de sol 7,07 4,46 32,00 29 61,1
Fev P4
verdo - dia de sol 7.4 23,88 32,50 31,37 74
Fev P5
verao - dia de sol na 14,19 30,00 29,31 68,2
Fev P6
verao - dia de sol 6,64 12,23 105,50 32,48 24,1
Fev P7
verdo - resuspensdo de sedimento durate a 45 8
coleta Fev P8 6,66 5,74 39,00 32,17 '
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Anexo 04.Tabela 08: Resultados das analises de Regressé@pl&(RM)

Multiple Regression Results (Step 4)

Dependent: BlLglici enr  Multiple R = ,99907801F = 406,1651

R2= 99815686 df= 4,3

No. of cases: 8 adjusted R2= ,9956993b= ,000198

Standard error of estimate:22,697554641

Intercept: 251,03452884 Std.Error: 102,2951 3j = 2,4540 p = ,0914

O (% sat) beta=-,09Coli totais beta=1,78 E coli beta=-1,0
Condutividade beta=-,08
(significant betas are highlighted

Multiple Regression Results (Step 3)

Dependent: BlLgalci enr  Multiple R = ,99799122 = 330,8767

R2= ,99598647 df= 3,4

No. of cases: 8 adjusted R2= ,99297638= ,000030

Standard error of estimate: 1,749564229

Intercept: 306,32618592 Std.Error: 17,96901 4§ = 17,047 p = ,0001
O D (mgOlL) beta=,061Temp (°C) beta=-,40 O (% sat) beta=-1,2
(significant betas are highlighted)

Multiple Regression Results (Step 7)

Dependent: BlLetanol enr Multiple R = 1,0000000¢ = --
R2=1,00000000 df= 7,0

No. of cases: 8 adjusted R2= 1,000000Q0= --

Standard error of estimate: -

Intercept: 781,94630897 Std.Error: 0,000000 @f = 0,0000 p =1,0000

O D (mgOlL) beta=,361 DBO5 (mgO/L) beta=-,45  pH beta=-1,1
E coli beta=-2,9 Coli totais beta=3,75 O @f beta=,874

Temp (°C) beta=-,04

(significant betas are highlighted)




Anexo 04.Tabela 08 (continuagdo): Resultados das anales&edressédo Multipla

Multiple Regression Results (Step 4)
Dependent: BiLglici MF  Multiple R = ,996448 F =104,7877
R2= ,992883 df= 4,3
No. of cases: 8 adjusted R2= ,982418 p = ,001491
Standard error of estimate:249,78285
Intercept: -1195,417066 Std.Error: 514,2015 3} =-2,325 p = ,1026

Coli totais beta=1,31 E coli beta=-,36Pseudomonas beta=,398
Condutividade beta=,268
(significant betas are highlighted)

Multiple Regression Results (Step 5)
Dependent: BlLgalci  Multiple R = ,99902307F = 204,4240
R2= 998007 df= 5,2
No. of cases: 8 adjusted R2= ,998664 p = ,004875
Standard error of estimate:173,92320
Intercept: 9673,8320598 Std.Error: 745,1022 2j = 12,983 p = ,0059

O D (mgOl/L) beta=-,88 Pseudomonas beta=,2&B0O5 (mgO/L) beta=,383
E coli beta=,219 TDS (mg/L) beta=-,18

Multiple Regression Results (Step 7)

Dependent: BILVBC MF  Multiple R =1,000000 F= --
R2=1,000000 df= 7,0
No. of cases: 8 adjusted R2=1,000000 p = --
Standard error of estimate:  --
Intercept: -11265,91824 Std.Error: 0,000000 @) = 0,0000 p = 1,0000

O (% sat) beta=-2,3 DBO5 (mgO/L) beta=,368eudomonas beta=,525
pH beta=,519 E coli beta=,38D (mgO/L) beta=1,14
Coli totais beta=-,07
(significant betas are highlighted )




Anexo 05.Tabela 09: Resultados das analises de Correlagr lile Pearson

Correlations (tabela lll.sta)
Marked correlations are significant at p <,05000
N=8 (Casewise deletion of missing data)

Coli totais C. term. Pseudomonas DBO5 |Condut. ( TDS oD Sat 02 pH Temp
Variable NMP/100 | NMP/100mL | sp. NMP/100mL | (mgO/L) | mS/cm) | (mg/L) |(mgQO/L) (%) (°C)
BlLglici/enr 0,89 0,59 -0,37 0,33 0,60 0,60 -0,91 -0,91 -0,47 0,23
BlLgalci/enr 0,81 0,53 -0,15 0,36 0,41 042 -0,94 -0,94 -0,68 0,17
BlLetanol/enr 0,58 0,25 0,03 0,48 0,42 043 -0,87, -0,86 -0,75 0,22
Bilglici/mf 0,89 0,63 -0,26 0,35 0,60 0,60 -0,86 -0,88 -0,47 0,20
Bilgalci/mf 0,67 0,40 0,11 0,39 0,29 0,29, -0,89 -0,89 -0,76 0,14
BilVBC/mf 0,71 0,40 0,05 0,38 0,46 047 -0,87 -0,88 -0,54 0,21
Biletanol/mf 0,85 0,57 -0,20 0,31 0,41 042 -0,94 -0,93 -0,61 0,19




Anexo 06.Tabela 10: Morfologia da colénia dos isolados dardaiba
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espécies o
1,01 | Candida guilliermondii? 0|l 0] 0] 11 O 0 11 0 1 1| 0| 1| O
1,02 | Candida krusei fermentation - 0| O 0 0 0 0] 0] O
Trichosporon dermatiSugita, Takashima, Nakase et
1,06 | Shinoda 0 0] O 0] O 0 0 0
1,07 | Candida intermedia -like
Trichosporon dermatiSugita, Takashima, Nakase et
1,08 | Shinoda 0 0] 1| 0] 1 0] 0] 1] O 1 1] 0] 0] O
1,09 | C parap 0 0| 0| 1] O 0| 1| 0| O 0 0] 0| O O
1,10 | Candida intermedia -like 0| 0] 0] 1 0| 0] 0] O 0 0] 0] 0| O
Trichosporon dermatiSugita, Takashima, Nakase et
1,13 | Shinoda 0| 1| o] O] 1| 0] 1] O 1] 0] O 1] O 0] 0] 0| 0] 1
Trichosporon dermatiSugita, Takashima, Nakase et
1,14 | Shinoda 0O| 0| 0| 1| O 1| 1| O O] 1| Of 1| 1 1| 0| 0| 0] 1
1,16 |Candida famata 0of 1 0| 0| 1| O 1| 0] 1| O] O] 1] O 0] 0] 0| 0] 1
1,17 | Candida famata O| 1| 0| 0| O 21| 1| Of 0| O] O 1| O 0| 0| O 0| 1
1,18 | Candida dajiaensiggalactose+ 0| 1] 0] O] 1) O 1| O] 1] 0] O] 1] O 0l 0 0] 0] 1
1,20 | Candida famata 0| 1 0| 0| 1| O 1| 0] 1] O] O] 1] O 0] 0] 0| 0] 1
1,21 | Candida sorbosalike N2 positive fermentation - 0o| 1| 0| 0| 1| O 1| 0] 1| 0| O] 1| O 0l 0 0] 0] 1

0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesgnmte / 0,5= Duvida quanto a presenca da caiistiiter’ ND = dado néo disponivel



Anexo 06(Continuacédo). Tabela 10: Morfologia débnia dos isolados de Juturnaiba.

cultura

espécies

Margem inteira

Margem erodida

Margem filamentosa

Superficie lisa

Superficie rugosa

Textura cremosa

Testura mucoide

Brilhosa

Textura filamentosa

Achatada

Convexa

Ponto central elevado

“Radiating ridges”

“Geotrichum like worms”

Pigmento preto

Pigmento creme

Pigmento Rosa

Branca

1,22

Candida rhagii? C19 C39

1,23

Saturnispora hagleri -like C.A. Rosa et al. trebalo

1,24

Kloeckera apis

oo |o Pigmento vermelho solubilizado

1,25

Trichosporon dermatiSugita, Takashima, Nakase et Shing

da0

1,26

Saturnispora haglerilike C.A. Rosa et al. trehalose

1,27

Candida boidinii?

1,28

Candida boidinii?

1,30

Candida famata

1,30

Candida famata

1,32

Torulaspora delbruckii

1,32

Torulaspora delbruckii

1,32

Torulaspora delbruckii

o |O |O |0 | |o |o (o

R |k |k |k |k |o|o ook |k |k~

o O |0 |0 |0 |0 |o |o|o|o (o (o

o |Oo |0 |0 |0 |+ |O |0 |- |0 |0 |O

PRk k|, |ok |k |o|k |k |k

o O O O |0 |+ |0 |0 |+ |O (O (o

G G R

o |O |0 |0 |0 |0 |o |o|o o |o |o

Rk |k |k |k |o|lo ook |k |~k

o O |0 O |0 |+ |O |0 |+ |0 (O (o

o |O |0 |0 |0 |0 |o |o|o|o |o |o

N GG

o O |0 | |0 | |0 |o |+ |Oo (o (o

o |O |O |0 |O |o

o |©O |0 O |0 |+ |JO |Oo |- |0 |0 |Oo

o O |0 |0 |0 |0 |o |o|o|o (o (o

o O |0 |0 |0 |0 |o |o|o|o (o (o

o |O |0 |0 |0 |0 |o |o|o|o |o |o

N GG

1,33

Pichia anomala

1,34

Candida pseudolambicaM .T. Smith & Poot

2,01

Rhodosporidium sphaerocarpum

2,02a

Rhodotorula mucilaginosa (A. Jérgensen) F.C. Hamivar.
mucilaginosa

2,02b

Candida pseudolambica ? M .T. Smith & Poot

0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesepte / 0,5= Davida quanto a presenca da caistitar’ ND = dado ndo disponivel



Anexo 06(Continuacéo)Figura 11:Tabela da Morf@ada coldnia dos isolados de Juturnaiba.
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= 3 © S g
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2181215 |8|8|8] 2] | |2|B|2|3|E|3
212822 |2|5|8|«|E|a|e|®|2e|E|E|E
o 2IEIS|E|e (T |02 |8 lElT|X|g|E|8 2|0 x|,
5 5 —_- | ('__U O | o B Elo ® E g E|lo = 8 o 9 8
= ElEIEIFIE|C|a|cs|E|E|B|E|E|E|E|E|E|S |
3 518(c|le|d|E|5|I5IE|c|G|S|Q|R|S|8|2|8|5
© ¢I®2lo|5|alg|2|2|m|5||0|°|8|E|E|E|E @
c|8 |8 2|3 |2|5|9 é 2IB|L 2|22
£E12(2 |5 A l-|F @ S| |5 |*|a|®
£ = o 3
L ) ]
espécies o )
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,03a | Nakase et Shinoda 0|1/ 0|/ 0|2/ 0|0]2|1|]0]0/1]0]0/0/]0]1250/0
2,03b | Candida famata 01/ 0/ 0| 1| 0| 2| 0|12]0[0|]1]0[0/0[0|0 012
2,06 |Candida famata 0|1/ 0/0|,12|0|2/0]12]0[]0]1]0/0/0[0/0012
2,08 | Rhodosporidium sphaerocarpum 0|1/ 0/ 0| 1| 0|12|0/0[0]0]1]0/0/0]0]010
2,09 |Candida famata 0Ol 1/ 0/ 0| 1| 0|2|0|]12]0[0|]1]0/0[/0[0]0 012
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,10 |Nakase et Shinoda 0|0l 0| 10| 1|2|0|/0|1]0]1]0[0l/10/0H 012
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,11 |Nakase et Shinoda 0 0] 1, 0|1 0] 0] 0|0 0] 0] 0] 0] 0|O
2,12 | Candida famata 0 0| 0| 1| O 0| 1| 0| O 0| 0| 0| 0| 0] O
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,13a | Nakase et Shinoda 0|0l 0] 1]0/1]10/0|]10/1]0]0/1|]0{05 0|1
2,14 |Candida famata 01/ 0/ 0| 1| 0| 1|/ 0] 1| O] O] 1] O] O| O] O| O] 0|1
2,15 | Candida famata 0 0] 0 0 0 0] 0 0] 0] 0] 0]0|O
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,16 | Nakase et Shinoda
2,17 | Candida famata 0 0 0| O 0] O
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,18 | Nakase et Shinoda O 1/ 0/ 10| 1|2/ 0|/0|0]0|]1]0/0/0[0]0 012

0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesgnmte / 0,5= Duvida quanto a presenca da caiisiit@r’ ND = dado néo disponivel



Anexo 06(Continuacéo)Figura 11:Tabela da Morf@ada coldnia dos isolados de Juturnaiba.

AP o g1 TE
s|g|el«|8]8|18| |8 HREEIEE:
c2|8|2|12|BE|8|4|Elala|®|B]|al2|E|L
S| |9 |E 2 © S|IZ|8B|le|la|ls |X
© c S |5 @ Q(3|p 1T | X < | = |x o ]
5 N O 8 Slo|c|E|lo|8[8|Y (S| a|=|8|0l2]|2
= ZIE|Ie|FIE|T ]| SE|l=|s|2|E|lcle|E|E€|S |
o 3225 |al5|2|2|a|S|E|0|°|8|E|E|g|E D
2 8s|o|lale|d|8] |2 2182|2128
=233 |F || |3 Slx |8 |2 |a|>
S - [ (]
espécies o
2,19 | Candida famata 01/ 0/ 0/ 1,0/,1,0/1]0/0]1,0/0/0/0]0]0]1
2,20 | Candida famata 0O 1/ 0/ 0| 1)/ 0| 1/ 0] 1] 0| 0| 1] 0| 0|]0|]0|]0]0]1
2,21 | Candida famata 0/ 10/ 01,0/, 1,0]/1]0/,0]1],0/,0]0]0]0]0]1
2,22 | Cryptococcus sp p0O| O| 1| O] 1| 1| O| O 1f O] 1| O| O| 1| O] O| O 1
2,23 | Candida famata 0 0| O 1| O] 1|/ 0| 1|/ 0| 0| 1| 0| 0] 0] 0] 0] O] 1
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,24 | Nakase et Shinoda 0] 1] 0 1/ 0] 0] 0| O] 1| O] O 0| 0] 0| 1
2,25 | Candida famata 0 0] 1 0 11 0 0] 1
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,26 | Nakase et Shinoda 0 0| 1 0 0 0| 0 0| 0] 0] 0] 0] O
2,27 | Candida famata 0 0| O 0 0 0| O 0| 0] 0| 0] 0] O
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,28 | Nakase et Shinoda 0| 0] 0] 1] 0| 1 0| 0] 1] 0 0| 0] 1/ 0] 0] O
2,29 | Candida famata 010, 0/ 1|0 0| 1/ 0| O 0| 0] 0] 0] 0] O
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,30 | Nakase et Shinoda 0 0 0| O 0 0] 1
2,31 | Candida famata 0| 0 0 0 0
2,32 | Candida famata 0| 1] 0| O 0] 1|0 0| 0] 1] 0 0| 0] 0| O
Trichosporon dermatiSugita, Takashima,
2,33 | Nakase et Shinoda 0| 0] O 1| O 2| 1] 0] O] 1] O] 1|1 11 0] 1| 0] 1
2,34 | Candida famata 0/ 1/ 0/ 0/ 1,0/,1,0/1,0/,0]1,0/0/0/0]0]0]1
2,35 | Pichia kluyveriBedford var. kluyveri 0| 1| 0| O] 1| O] 1| O] O] O| O] 1| O| O] O] O| O] O] 1
2,36 | Candida famata 0/ 1,0/ 0/ 1,0/,1,0/1,0/0]1,0/,0/0/0]0]0]1

0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesepte / 0,5= Davida quanto a presenca da caistitar’ ND = dado ndo disponivel



Anexo 06(Continuacdo)Figura 11:Tabela da Morfaigda col6nia dos isolados de Juturnaiba.

cultura

espécies

Margem inteira

Margem erodida

Margem filamentosa

Superficie lisa

Superficie rugosa

Textura cremosa

Testura mucoide

Brilhosa

Textura filamentosa

Achatada

Convexa

Ponto central elevado

“Radiating ridges”

“Geotrichum like worms”

Pigmento preto

Pigmento creme

Pigmento Rosa

Branca

2,37

Candida famata

o |[Pigmento vermelho solubiliza

[

o

o

[N

o

[

o

[N

o

o

[

o

o

o

o

o

o

[

2,39

Candida colliculosalike fermentatiorn

2,40

Candida famata

2,42

Candida guilliermondii

o

2,43

Candida famata

2,44

Candida famata

2,45

Candida famata

2,46

Candida famata

2,47

Candida famata

2,48

Candida famata

2,49

Candida guilliermondif?

2,50

Candida guilliermondir?

2,51

Yarrowia lipolytica

3,01

Candida boidinii?

3,03

Candida famata

3,04

Candida famata

3,05

Candida famata

3,02a

Candida famata

O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |o (o

RlRr|lkr|lP|lOIRP|IR|R|L|O|FL [P [P |F|O|FR |k

o |00 |0O|Fr |O|O|O|O |k |O |0 |0 |0 |+ |O|0o

O |O|0O|0O|0O|0O|0 |0 |0 |0 |0 |0 |Oo|o |o|o|o

RlRr|lkr|kr|lOo|lO|Rr|O|FR |O |k |O |k |k |O|Fk |k

o O |0 |0 |- (k|0 |k |0k O |k 0|0 (k|0 |O

RlRrlRrIPIRPIPIRP|IRP|P|RP [P |P[FP|FP (P[P |F

O O |0 |0 |0O|0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |o|o

RlRr|lkr|kr|lOoO|lO|R|O|F |O|F |O |k |0 |Oo |k |-

O |O|0O|0O|0O|0O|0 |0 |0 |0 |0 |0 |Oo|o |o|o|o

O |O|0O|0o|0O|0O|0O |0 |0 |0 |0 |0 |Oo|o |o|o|o

RlRrlRr|lP|IRPIP|IR|IR|IP|FP PP [P, |FP [P, |k,

O |O|0O|0O|0O|0O|0 |0 |0 |0 |0 |0 |o|o |o|o|o

O O |00 |O|Fk |k |O|0O |0 |k |O |0 |0 |k |k |O|0O

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

O O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |o|o

O |O|0O|0O|Fkr |O|O|O|O |O|O |O |0 |0 |0 |Oo|o

O |O|0O|0O|0O|0O|0 |0 |0 |0 |©O |0 |o|o |o|o|o

RlRrlkr|lP|lOIRP|IR|IR|IFL|FP P[P [P|FP|FP|FPR |k

3,02b

Rhodosporidium sphaerocarpum
;Rhodotorula mucilaginosa

o

[N

0

0

[N

0

[

0

[N

0

o

[N

0

0

0

0

0

o

3,06

Candida famata

0

1

0

0

1

0

1

0

1

0

0

1

0

0

0

0

0

o (k-

0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesgpte / 0,5= Duvida quanto a presenca da caiigictar’ ND = dado néo disponivel



Anexo 06(Continuacdo). Tabela 10: Morfiidoda coldnia dos isolados de Juturnaiba.
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ES| 28| 8|=|3|€E|¢o o sl a2l
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= o~ O/ 8/ G|le|Cc|E|S8|8|8|2|8| o =|2|a|g|e
= 5| S| E|F|E|o|s|c|SE|E|8|2|E|E|E|S|E|S5|S
3 525 S E18|5|3|2|5(8|g|3|8|B|l2|e|lg|lE|a
2| 5|52 38 5|8 2| < 2|5|g| 2 5|2
» == 3 @ (/3) Ll é g x| 5 o ||
= = al|l’ | @
espécies O
Debaryomyces vanrijakke C8, C18,
3,07a |C26, C31 0of 1y 0 0| 1| 0| 1| 0] 1| 0| O] 1| 0| O] Of O] O] O 1
Trichosporon dermatiSugita,
3,07b | Takashima, Nakase et Shinoda 0] 0] 0| 1 1] 1 0| 1| 0] 1] 1 1] 0] 1, 0] 1
3,07bb | Candida guilliermondir? 1] 0| 1 0
Trichosporon dermatiSugita,
3,07bc | Takashima, Nakase et Shinoda 1] 0] 1 0 0
(3-7BC) Trichosporon dermatiSugita,
3,07d | Takashima, Nakase et Shinoda 0| 0| O 1| Of 1| 1} O O] 1| O] 1| 1 1/ 0| 1| 0| 1
3,10 |Candida famata 0of 1 0 0| 1| 0| 1| 0| 1| 0| O] 1| 0| O] Of O] O] O 1
3,11 | Candida famata of 1| 0| 0| 1| O 1| O| 1| 0| O] 1| 0| O] O 0| O] O 1
3,13 | Wickerhamomyces onychis ? C12 Al 01| 0| O| 1| O 1| O] 1| O| O| 1| O| O Of O Of 0] 1
3,14 | Candida famata 0of 0| 1y 0| 1| 0| 1| 0| 0| 1] 0Of O] O] O] 0] O] 1
3,15 |Candida famata 0 0| 0] 1 0| 1) O] 1| Oof O] 1| O] O] O] O] 0] 0] 1
3,16 |Candida famata
3,17 | Candida famata 0of 1 0| 0| 1| 0| 21| O] 1| 0| O] 1| 0| O] 0| O] O] 0| 1
3,18a | Kloeckera api® 0 0| 1] O 0 0 (
3,18b | Candida krusei O 1| O 1| 1| O 1| 0| O 0| 0| 1 0] 0] 0] 0] 1
3,19 | Candida famata 0of 1 0| 0| 1| 0| 1| 0| 1| 0| O] 1| 0| O] Of O] O] O 1
3,20 | Candida catenulata O 1| 0| 2| 1| 0| 1| 0] O 2] O] 1| O] 1] Of O] O] 0O 1
3,21 | Candida guillermondii - like N! 1/ 0| O 1| 0| 1| O] 1| 0| O 1| 0Of O] O] O] O] O] 1
3,22 | Candida sorbosalike N1 N2 positive of 1, 0| 1| 1| 0| 1| 0| 0] O] O 1| Of 1| 0] O] O] O] 1
3,23 | Saturnispora hagleri -like C.A. Rosa et pl aLf of o 1| 0| 1| O| 1| Of Of 1| 0| O| O] O] 0| O 1




Anexo 06(Continuacédo). Tabela 10: Morfologia débnia dos isolados de Juturnaiba.
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ESe| 8| 2|=|3|E|8|g|C|s|a|®|BE. 5|2
© e |E| g Q| T QIS RIE|T|IXIB| B O s
5 > N ' 8/ c|lw|Cc|E|o|I8| 8|2 S| o8| 8|
5 SEIE|E|F|E|C| | c|E|E| 8| 2|SE|EBE|SEIE| S|
= c5 |2 o s|lE|=|=|ES|c|Sloloel=E2|2|a| 2|5
© s o/ E|la|lS5|2|2|a0|E|&|O0|°|852|E|e|E|D
EAS| 8|S 28X = 2|8k |25 2
g 21252 a|F|F S ElgpP |a|a|a
esDEC = = o’
pécies
3,24 | Candida famata
3,25 | Candida guilliermondii? 1] 0| 1] 1 11 0 0 0| O 0| 0] O
3,26 | Candida famata 0 0| O 0 0 0] O 0] 0/ 0] 0] 0] O
3,27 |Candida famata 0 0| O 0 0 0| O 0| 1| 0] 0l 0] O
Trichosporon dermatiSugita, N
3,28 | Takashima, Nakase et Shinoda D
Trichosporon dermatiSugita,
3,29 | Takashima, Nakase et Shinoda 0/0| 1| 1| 0| 1| 1| 0| O 1| O 1| 1| O] 1|0 0] 0| 1
Saturnispora hagleri -like C.A. Rosa et
3,30 |al. trehalose D Q (
3,31 |Candida famata 01 0| 0| 1| O 1| 0| 1| 0| O 1| Of O] 0|0 O] O 1
Saturnispora hagleri -like C.A. Rosa et
3,32 | al. trehalose
Trichosporon dermatiSugita, N
3,34 | Takashima, Nakase et Shinoda D
3,35 |Candida famata o1 0| 0| 1| O 21| Of 1| O| O 1| Oof O] 0|0 O] O 1
3,36 |Candida famata 01 0] 0| 1| O 2| O] 1| 0| O 1| Of O] 0|0 O] 0| 1
3,49 | Candida guilliermondi? 0j1| 0| 0| 1| O] 1| 0| 1| O] 0| 1| 0| O] O] 0] O] 0] 1
3,51 |Candida famata o1 0| 0| 1| O 21| Of 1| O| O 1| Oof O] 0|0 O] O 1
Saturnispora hagleri -like C.A. Rosa et
3,52 |al. trehalose D1| O O| 1| O| 1| 0| 1| 0| O] 1, 0| O 0| 0] O] O] 1
3,54 | Candida guilliermondii? 0 0| 0| 1) O 1 Of 1} O] O] 1] 0] O] 0j 0] O] O] 1
3,55 |Candida famata 0 0| 0] 1] 0| 1| O] 1] 0| O] 1| o] Of 0| 0] 0] 0] 1
3,56 |Candida famata 0 0| 0/ O] 1| 1| 0| O] O O 1| 2| 1| 0| 0] 0| O] 1
3,57 | Candida guilliermondii? 0|0 1| 1] 0| 1| 1] 0] 0] O] O 1] 0O 1 1/ 0/ 0| 0| 1
0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesgpte / 0,5= Davida quanto a presenca da caistictar’ ND = dado n&o disponivel



Anexo 06(Continuacédo). Tabela 10: Morfologia débnia dos isolados de Juturnaiba.
® ® S 2
(n m =
2 |o|8l2| o888 |2 AREEIEE:
() =151 Sl o D Q|5 c Ll > 2|0 o | O
ES| 2|8 gl=|2|E|lo|w|2|8|c|%|T|e|lald|a
o oc | E| 5 LT Q2| | EIRB|I S| ®| =X o 8
5 > N I 8|Sl ow|G|E|o|8| 8|2 S| =|L8e|8]|2
= 2E|§IE|T|E|C|o|c|=|E|B|E|E|IE|E|S|E|G|S
o 52| o &|E|& 5|2 2/5(2/%|8|8|8|2|e|g|g|o
Eo| 3| 3| S22l x|2 2 2| Bl &2 2
g |Z2|=|58|”|3|°|F ) c|lg|E|a|la|l
S = o = (0]
espécies ©
3,58 | Candida famata
3,59 | Candida guilliermondif? 0of 1 0| 0| 1y O 1f Of 1| 0| O] 1| 0| Of O Of O] O] 1
3,60 | Candidasp
3,61 | Candida guilliermondi? 0 0 0 0 0| O 0| O
3,62 | Candida famata
3,66 | Candida guilliermondif? 0 0 0 0 0| O 0] O
3,67 | Candida famata
3,69 |Candida famata
3,69 |Candida famata
3,70 | Candida famata
3,71 | Candida famata
3,71 |Candida famata
3,73 | Candida famata
3,74 | Candida famata
4,01 | Candida krusei of 1| 0| 1| 1| 1| 1| 0| 0| O 0| 1| 0| 0| 0| O O] 1
4,01 | Candida famata 0| 1| o] 0] 1| o] 1] 0] 1] O 1| 1| 0] 0] 0] 0] 0] 1
4,02 | Candida famata 0Of 1| 0] 0] 1| 0| 1| 0| 1] 1 1| 1| 0| 0] 0| 0] 0] 1
4,02 | Candida famata 0Of 1| o] 0] 1, 0| 1] 0| 1] O 1| 0| 0] 0] O] 0] 0] 1
4,03 | Candida famata 0| 1) o] 0] 1| o] 1] 0] 1] O 1| 1| 0] 0] 0] 0] 0] 1
4,03 | Candida famata 0Of 1| 0| 0| 1| 0| 1| 0| 1| O 1| 0| 0| 0| O] 1| 1| O
0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesgnmte / 0,5= Duvida quanto a presenca da caiistiiter’ ND = dado néo disponivel




Anexo 06(Continuacéo). Tabela 10: Morfologia débnia dos isolados de Juturnaiba.
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espécies
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4,04 | Candida famata
4,04 | Candida famata
4,05 | Candida famata
4,06 | Candida famata
40,7 | Candida krusei
4,08a | Rhodotorula ?
4,08b | Pseudozyma?

4,09a | Candida humilis
4,09b | Kloeckera apis

4,11 |Candida famata
4,12 | Candida famata
4,13 | Candida famata

4,14 | Candida guilliermondii

4,15 | Yarowia lipolytica
4,16 | Candida krusei
4,17 | Candida famata
4,18 | Candidasp.

disponivel

dado nao

Duvida quanto a presenga da caisitterr ND =

Caracteristiesepte / 0,5=

Caracteristica ausente / 1

0=



Anexo 06(Continuacéo). Tabela 10: Morfologia débnia dos isolados de Juturnaiba.

cultura

espécies

Pigmento vermelho

solubilizado

Margem inteira

Margem erodida

Margem filamentosa

Superficie lisa

Superficie rugosa

Textura cremosa

Testura mucoide

Brilhosa

Textura filamentosa

Achatada

Convexa

Ponto central elevadg

“Radiating ridges”

“Geotrichum like

worms”

Pigmento preto

Pigmento creme

Pigmento Rosa

Branca

4,19

Candida famata

[

o

[

o

o

o

o

[

4,21

Candida famata

o

o

o

o

o

o

o

4,22

Candida krusei

o |O

P e

[

P e

o

o

o |O

P |-

= O

o

o

o

o |O

o

e

4,23

Candida norvegicdReiersal)
S.A. Meyer & Yarrow

o

4,25

Kloeckerasp. ?

(@)

4,27

Candida famata

4,28

Candida famata

4,29

Candida famata

4,32

Candida famata

4,33

Rhodotorula

4,34

Candida famata

4,35

Cryptococcus

4,36

Candida famata

o |O |O |0 O |0 |0 |Oo

N N N e

o |O |0 |0 | |o|o|o |o (o

o |O |0 |0 | |o|o|o |o (o

R N N e L I

= |O |O |O |0 |0 |0 |0 |Oo O

N G G R GEEEEET

o |O |0 |0 | |o|o|o |o (o

N T e e e =)

o |O |0 |0 | |o|o|o |o (o

N R

O |k |O O |k |O|O |0 |0 (-

o |O |0 |0 | |o|o|o |o (o

o |O |0 |0 |0 |o|o|o|o (o

O |O |0 |0 |0 |o|o|o|o (o

4,37a

Trichosporon?

o O |0 O |0 |+ |O|0 |0 O (o

o O |O O |—» |O |0 |0 |0 O (o

PRk, |o|o|k |k |k |k |k

4,37b

Cryptococcus

4,38

Candida famata

4,41

Pseudozyma ?

4,42

Candida guilliermondii

4,43

Rhodotorula

4,44

Rhodotorula

T T F= R T

o |O |O |+ |O

o |O |O |0 |O

R o |k |o |-

O |k |O [k |O

e [ [T

o |O |O |0 |O

o |O |O O |-

o |O |O |0 |O

N = (==

o |O |k |O |O

o |O |O |0 |O

o |O |O |O |Oo

o |O |O |O |o

o |O |O |+ |O

[k O O |O

o |O |k O |k

0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesgmte / 0,5= Duvida quanto a presenca da caiisiit@r’ ND = dado néo disponivel



Anexo 06(Continuacéo). Tabela 10: Morfologia débnia dos isolados de Juturnaiba.

cultura

espécies

Pigmento vermelho

solubilizado

Margem inteira

Margem erodida

Margem filamentosa

Superficie lisa

Superficie rugosa

Textura cremosa

Testura mucoide

Brilhosa

Textura filamentosa

Achatada
Convexa
Ponto central elevado

“Radiating ridges”

“Geotrichum like worms’

Pigmento preto

Pigmento creme

Pigmento Rosa

Branca

4,45

Candida albicans ?

o
[N

o

[

[N

o

[

o
o

o

o

o

o

4,46

Candida guilliermondii

=

o

o

=

o

o |-

o
o
o

o

o

o

o

e

4,47

Candida krusei

o

[

o

o

IR P T

o

[

o

o

o
o

o

o

o

o

[

4,48

Candida norvegicdReiersal) S.A. Meyer &

Yarrow

4,49

Candida boidiniiC. Ramirez

5,01

Candida valida

o

5,03

Cryptococcus

5,04

Kluyveromyces lactissar.drosophilarum ?

5,06

Candida famata

5,07

Trichosporon

o |O |O |0 [0 |O|O

5,09

Candida albicans ?

5,10

Candida parapsilosis

511

Rhodotorula

o |O |©O |0 |0 [0 |0 |0 |o|o

512

mold?

5,13

Trichosporon

514

Candida parapsilosis

5,15

Candida guilliermondii

5,164

Candida krusei

5,16b

Trichosporon

o |O |O |0 |0 |0 |O (o

N e (= R e e e N Y L e

o |©O |O |k |[O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |Oo |o|o |o|o

O |k |O O |k |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |O|o

Rlkr|lkr|loo|Rr PPkl |FP|FP|FP|F,R|F

clo|lo|r |2 o|lo|o|o | |o|lo|o |o|o|o

RlRrlRrPrIRPIRPIPIRP[RP[R|P|P|FP|FP (P~

o |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |o |o o |o|o

Rkl ORIFPIP[P|[FP[FP|F]|F][F][PF]F
olo|lo|lo|lo|lo|jo|jo|o|o|o|o|r |- |O|O
o|lo|lo|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o |o|o

o |O |O O O

5,174

Candida krusei

0

1

0

1

0

1

1

0

0
1
0
1
1
1
1
0
0
0
0
1
0

o |0 |©O |0 O (| |O |0 |0 O O |Oo

=
o

0

0

O |O |0 |0 |0 |0 |o|o|o o |o|o|o |o|o|o|o

o |O | |0 |0 |0 |o|o |o|o|o|o|o |~ |0 |Oo|o

o |O |0 |0 |0 |0 |0 |+ |00 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |o

S R E G R R

0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesepte / 0,5= Dlvida quanto a presenca da caistictar’ N

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
0
1
D

= dado nao disponivel
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Anexo 06(Continuacédo). Tabela 10: Morfologia débnia dos isolados de Juturnaiba.

epipoJa wabirep

0

eJ1o1ul wabre

01

opezijignjos
oyjawan ouawbid

espécies

einyno

5,17b| Kloeckera apis

5,18| Kloeckera apis

5,19| Candida tropicalis
5,2| Candidasp.

5,20| Trichosporon

5,21| Pseudozyma?

5,22| Candida guilliermondii

5,23| Rhodotorula

5,24 | Candida valida

5,25| Candida albicans ?

5,26| Candida humilis
5,27| Candida valida

5,28| Candida famata

5,29| Candida guilliermondii

5,30| Candida guilliermondii
5,31| Candida famata

5,32| Candida guilliermondii

5,33| Kloeckera apis
5,34| Rhodotorula

5,35| Candida guilliermondii

5,36| Candida guilliermondii

5,37| Candida guilliermondii

disponivel

dado ndo

Dlvida quanto a presenca da caisicter’r ND =

Caracteristiesepte / 0,5=

Caracteristica ausente / 1

0=



Anexo

06(Continuacédo). Tabela 10: Morfologia débnia dos isolados de Juturnaiba.

cultura

espécies

Pigmento vermelho solubilizadp

Margem inteira

Margem erodida

Margem filamentosa

Superficie lisa

Superficie rugosa

Textura cremosa

Testura mucoide

Brilhosa

Textura filamentosa

Achatada

Convexa

Ponto central elevado

“Radiating ridges”

“Geotrichum like worms”

Pigmento preto

Pigmento creme

Pigmento Rosa

Branca

5,38

Kloeckera apis

5,39

Candida famata

5,40

Candida guilliermondii

541

Candida famata

5,42

Candida guilliermondii

5,43

Candida guilliermondii

5,44

Candida peltatgYarrow) S.A. Meyer & Ahearn

5,45

Candida parapsilosis

5,47

Rhodotorula

5,48

Cryptococcus

o |O |Oo|o |0 |0 |o |o |o |o

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

5,49

Pichia heediiPhaff et al.

55

Candida famata

5,50

Kloeckera apiculata

5,51

Kloeckera apis

o |O |0 |0 |0 |0 || |0 |0 |o |0 |o o

OlRr|kr|Ikr|IkR|ILP|IFP|lO|FP|F [P [P |k |k,

— |O|O |00 |0 || |0 |o|o |o|o |o

R |lo|lo|lo|Y9 |o|o|r |O|o|o |o|o |o

R lRrlRr|IRr|lolFr|IFPIFP|IFP|IFF[FP|[FP|[RF

o OO0 |0O |k |O |O|O O |0 |0 |0 |O |O

e I T N PN P N T T P T T T T T

o |O|0O |0 |0 |k |O|O |0 |0 |0 |Oo|o o

R |krlojlo|lo|r |FR|lO|FR|FP [P [P |k |k,

o|lo|lo|lo|V o |lo|o|o|o o o |o |o

Rl lr|lolRr|IFP|IFP|FP|FP|FI[F[F|[F|[RF

P O |O0O|O |k |O |O | O |0 |0 |0 |0 |k

o O |00 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |o|o |o |o

o |O|0O |0k |O|O|O |O |0 |00 |0 |Oo o

o |O [0 |Oo

o |O |0 |Oo

OOOOOI—‘OOOOOOOO

[ PR P N | e L= T e e e T T e ]

5,52

Candida norvegicdReiersal) S.A. Meyer &
Yarrow

o

[N

o

o

[N

o

[

o

[N

o

=

o

o

o

o

o

[

5,53

Candida boidiniiC. Ramirez

1

0

0

1

0

0

1

1

0

1

0

0

0 = Caracteristica ausente / 1 = Caracteristiesgnmte / 0,5= Duvida quanto a presenca da caiistiter’ ND = dado néo disponivel




Anexo 07: Tabela L1Resultados dos testes de assimilacdo, tolerarr@seimento

EE :
EEE 5
= > g 9 9 3 9
E dg5es 2 | |y - 8349
© ) =RC TR ' 2 g ] qd & & 3 4 123 = ¥d4d99 383
g [ @ e 399 o84 d d39d83998 4839498 dd3 S99 48 Jo S838d9943°%9
9515 |% e EN R R E LR FEREEEEE R R RS R L EEL NN
g5 |¢ g Bd948J9993e549485549 9599889983443 88453 0899933898585
1|10 | BlLglici Candida aff. 0 w/3(3(3|2|1(3|1|3|3|3|3|3|3|3]|3 w{3|2|3|wll|w[3|2|3|3|2|w/wfl|[1{0(3|w/w/0lO0|w|O 0|1{w|0O]|O
Intermedia e
5|5
3|21 | BlLvbc Candida aff. 0|0 w|3[|3[3|3|w|3[3|3|1[3[3|3|3[3|1 3|w[3|3|3[3|w|3[3[3|3|3|w|w|1{1|0|3|w|3|3[3|w|w 0|1[3|1|w
guillermondii- , , ,
like NO3 - 5 5 5
1|7 BlLglici Candida aff. 0 nfn{1l|w{3|3[3|2(1|3[1|3|3[3|3(2|3|3]|3 wi3|2(3|wll{w|3|2{3|3|2|wlw[l|1{0|3|wfw|0|0|w|O0 0O(1{w|0]|O
Intermedia , e
5 5|5
5|14 | BlLgalci | Candida aff. 0(2|3|1|w|0|3|3|3|1|1|3|1|3|3|3|3|3|3|3(3|2|0|2|1|3|0(2|1|3|3|3|3(2|0|1|1(2|0|3|0|0|3|0|0|0O(3]|0 0 n
intermedia . . . ,
5 5 5 5
4130 | BlLvbc Candida aff. 0(3|2|w|0|0|3|3|2f1|1|3|3|1|0|3|3|3|3|0|0|0|0|0(3|3|1|3|0|3|2|3|3|0|0|1|1|1|0|2|0|0|3|2(|1]|0 0 2 0
parapsilosis , )
5 5
4134 | BlLglici Candida aff. 0|3|w|w|0|0|2]|2|3|2|2|3|3|1|2|3|2|3|3|1|{0(0|2|0|1|3|0(3|0|3(3|3|3(3|0|2(|1(0|0|1(0|0|3|3|1|0(n|O 2 0
parapsilosis , d
5
1|27 | BlLgalci | Candida aff. 0 wi3|wlwwll[3|wwwwwlw 3 ww wiwwwwl2[3|3[3[3|3|{wjwll{ww3|32(3|0(0[1]|1 0(1{0|?|0
rugopelliculosa , ,
5 5
1|28 | BlLetanol | Candida aff. 0 w3 (w03 |w wwlw w w w wfwlwlw wlw wwlwlwwww wwww1l|{wOf3NwwO|0|0|O0 0[1(3|?]|0
rugopelliculosa , D
5
31 BlLglici Candida aff. 0 w3 |wlww|l3|[3|wjwwll|lwlw 3 ww wlwiwwlwi2|3[3[3|3[3|w|w|l|wjfw/3|3[3|3[0({0|w|1l 0of1{0|0]|0
rugopelliculosa , ,
5 5
4|49 | BlLetanol | Candida aff. 0|3 0o(3(0j1|0(3|1|3|0(1|0|0|0O|3|0|0|0|0|O|O(0|0O|3[3|3|3[3|3|1({0|2]|2|2|3|3|3|3|1|0(3|3|n|0 0 0
rugopelliculosa , d
5
5|53 | BlLetanol | Candida aff. 0|3 0o(3(ojo|3(3|0|j0|0|1|0|O|0O|3|0|0|21|{0|0O|0O(0O|O|3[3|3|3[3|3|0(0|2]|1|1|3|3|3|3|1|0(3]|2|2]|0 0 0
rugopelliculosa .
5
2|39 | BlLgalci | Candida aff. 0 w3 |3|3|wlwiwwww 31l wwwl wiwiwwll{llwl[1|2{3|wwwwwoO|3 ww3| 0l ww 0o[1(2|0]|0
sorbophila ) B
5 5|5
5|2 BlLetanol | Candida aff. 0|3 0o(3(0|0|3(2|0|1|0f1|0|O|OfO|O|O|2|0O|O|OfO|O|O|O|O|O|O|O|O|O|2]|2|2|0|3|0|0O|0O|O|O|O|N|O 2 0
valida S d

Foram considerados positivos os crescimentos Zrac®s 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oerd)z



Anexo 07: Tabela 11(continuacéo): Resultados etes de assimilacdo, tolerancia e crescimento

= é 8§ S g o _ wooggég
o 3 3 +ngw Jd 8y g EEWVQJ’?g 289 595 dd3 EB% ~§u° §mm§28’5
85125 |g g8 8dsso e 99922<5358999¢4885888¢392 48880044
g5 |25 g 397895993253 4de855499999958539R8443 8979343993383 853§5
3(20 | BlLglici Candida 0|0 w 3|3(w/lf{1|1l|{w/wlwll|3|w|w w wiwl2{ww3lwll[wl{3|ww2|1{1{0|3|w/wl3|l|lw/w 0(1{3|w|O
catenulata , , , ,
5 5 5
59 BlLglici Candida 0[{0|0|n|0|0|3|3|1 313(2|1(|1|2|3|2|1 1(2(0f0f1f1(0(3|0f1(1({3|3|1({0(2|0|2|0|2|0|0|3|3|2|3|2]|0 3 n
catenulata g ?1. - .
5 5|5 5[5
1|18 | BlLglici Candida 0 w3|3|1{w|w[3]|3[2|3|3|3|w|1l 2 wlwiw{ 2 wf3|wl3[w|3[3|wwl2|1l{w/O|NfwwlOfwlfl of1{1|0]0
dajiaensis ? , , D
5 5
5|49 | BlLetanol | Candida 0|0 0 0(3(1({0|0|0|3|0|0|0|3|0|0]|O ojo|o|oj0|O0|O|O|O|O|O|0O|O|0O|0O|2|2|1|0|3|3|0|0|0O|O|O|1|0O 3 3
ethanalica ,
5
5|28 | BlLglici Candida 0[2|w|3|0|0|3|3|3|2(1[3|3|3[|2|3|3|3|3 3(3(3[|0(3(3|3(3|2|3(2|3|3|3|{0(|1|2|2|0|3|0|0|3|3|3|3|2|0 3 0
famata/Candida .
guilliermondii ? 5
23,0 |BlLgalci Candida 0 Olw|3|3|w|l|w|2{w|2(w|w[3|3|3 2 2(w|3|3[3|3[w|2|3(3|3|3|1|wjw|2(0{3|wlw|3|0(1|w 0(1{3|w|O
2 famata/Candida S
guilliermondii ?
2|27 | BlLvbc Candida 0 O|lw|{3|3|1|1|w|3|2|2[1|{w|3|3]|3 2 2|w|3|3|3|3|1|3|3|3(3|2|1|w|w|[2{0|3|w|w|3[1[1|1 0|1|3|w|0
famata/Candida , ,
guilliermondii ? 5 5
2|29 | BlLglici Candida O|w|3[3|1|2|(w[3]3]|2]|3|3|3|3|3 1 2|w|3|3|3|3|w|3|3|2(3|2|w|lwf1|{1]{0|3|w|w|3|2[1]|1 0|1|2|w|0
famata/Candida ,
guilliermondii ? 5
3|69 | BlLglici Candida w|3|3|wll|w|3[3]|2]|2]|3]|2|3|3 3 3lw|3|3[3|3|w|3|3|3[3|3|1|w|w|1|{0[3|w/w|3|0[|1|w 0|1 ofo
famata/Candida s, ,
guilliermondii ? 5 5
4129 | BlLvbc Candida 0[3|w|2|0|0|3|3|2|3|1]3|3|3[|2|3|3|3|3 212(3[/0(3(3|3(3|2|3(3|3|3|{0|{0|1|1|1|0|3|0|0|3|2|2|3|2]|0 2 0
famata/Candida
guilliermondii ?
5|31 | BlLgalci | Candida 0[2|w|3|{0|1|3|3|3|3|0[3|3|3[3|3|3|3|3 3(3(3[/0(3(3|3(3|3|3(2|3|3({3|{0(|1|2|2|0|3|0|0|3|3|3|3|3|0 3 0
famata/Candida , ,
guilliermondii ? 5 5
5(41 | BlLglici Candida 0(2|1|2|{0|1|3|3|3|3(0[3(3|3(3|3|3|3|3 3/1(3(0(3(3|3|3|1|3(3|3|3({3|{0(|2|2|2|0|3|0|0|3|3|3|3|3]|0 3 0
famata/Candida , , ,
guilliermondii ? 5 5 5
5(29 | BlLglici Candida 0[1|{w|2|0|1|3|3|1(3|0[3|3|3(3|3|3|3|3 3/3(3[/0(3(3|3|3|3|3(3|3(3{1|{0|2|2|2|0|3|0|0|3|3|3|3|3|0 3 2
famata/Candida , , ,
guilliermondii ? 5 5 5

Foram considerados positivos os crescimentos Zrac®s 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oerd)z



Anexo 07: Tabela 11(continuacao):

Resultados elkte$ de assimilacdo, tolerancia e crescimento

coleca
cultura

meio de
cultura

espécies

aalactose
SUCIOSE
maltose

alicose

qalactos
sorbos

alucosamin

ribose
xilose

ramnos

sacaros

trealos:

celobiost
salicine

lactost

rafinose

melezitos
Inulina

ali

eritritol

ribitol

xilitol
@] D-lucitol

@| D-anitol

@ 0 qalactito

1

lactatc

succinat
citratc
©| Metano
| Etano

nitrite
©] N1 Nitrate
@] 10%NaC

@| 15%NaC

“| 0.01 Ciclohe

®| 0.1Ciclohey
“| haxadecar

©| Formacio di

28C
@l 37C

38C
N| 4a0c

[¢)]
w
o

BlLglici

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

©| DBB 4+wk
@| ferment

w

w

o

| 0YNB

w

w

w

w

w

w

@| | -arabinos
@| D-arabinos

o

w

@] 1maltos

w

9| D-alucoside

w

w

@| Arbutina

o

w

w

w

[y

w

w

N

[y

[é)]

N

o

(&)]

32

BlLetanol

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

w

(o1~

o -

w

o

w

w

w

w

w

w

w

w

w

w

N

o

o

w

w

w

w

w

o

w

BlLglici

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

[

=

BlLgalci

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

[

[l K20

BlLetanol

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

(o™

(o~

o1

BlLetanol

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

(o™

[

BlLgalci

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

(o~

[l k20

o1

BlLetanol

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

[t (20

o1

BlLglici

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

[y

[y

BlLgalci

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

o1

o~

o1

[l (20

[ (%20

BlLvbc

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

w

[l (20

2|14

BlLvbc

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

[N

[l (20

[y

o

[l (20

2|15

BlLgalci

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

2119

BlLgalci

Candida
famata/Candida
guilliermondii ?

Njo -

o

o1 -

o

Foram considerados positivos os crescimentos Zracds 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oer@jz



Anexo 07: Tabela 11(continuag&o): Resultados elste$ de assimilagéo, toler&ncia e crescimento

X é 33 = o e %85?
a 3 I a9 | o 4 | e - = = 403993
. [} o 4 3 oy 2 19 g 3 o aQ O o 8 = a5 9 8 5 s = g g 9 O
s | T 2 9 9 ¥ @ v 9 o g 9 g 9 X = N5 9 9 15898 o9 4 589 g 3
45158 |8 8988289899999 99995959295¢889885842399498¢Edd
9% |23 3 8978959839519 8594d958589982382R4435945342495353985FS
2(21 | BlLvbc Candida 0 w3[3|2[2|w[3]|3|3|w|w|3|3]|3 2 2(w|3|3[3|3[1(|3|1(2|3|2|{w|w{w|l[0{w|wlw|/ 3|3[1|w 0(1(3]|2|w
famata/Candida , , ,
guilliermondii ? 5 5 5
5(22 | BlLglici Candida 0{3(2|3(0{0|3|3|3(2|1(3|3(3(|2|3|3|3]|3 3/2(3[(0|3(3|1|3|1|3|3|3|3(3|0|0|1|2(0|3|0|0|3|1|3|3|1]|0 3 n
famata/Candida . . . ,
guilliermondii ? 5 5 5 5
2|25 | BlLgalci | Candida 0 w3[3|1{2|w[3]|3[3|w|3|3|3]|3 2 1|w(3|3(3[3|1(3[3|3[3|3|1|w|w|[1|0|3|w|w|3|2|1|w 0(1(3]|2|w
famata/Candida , , ,
guilliermondii ? 5 5 5
4132 | BlLglici Candida famata? 0| 3|1 |3 0({2|0(0|2|0|3(3|3|1(3|3[3]|3 213(3[(0|3(3|0|3|1|3|3|3|3(3|0|2|2|2(0|2|0|0|3|3|2|2|n]|0 2 0
S d
4|6 BlLglici Candida famata? 0|3 |w|w|0|0(3|3|1|2|1|3|3|3|3(3|3(2]|3 2|2(3[(0|3(3|1|3|1|3|3|3|3|2|0|1|1|1(0|3|0|0|3|2|2]|3|1]|0 2 0
5 5
413 BlLglici Candidafamata? 0|3 |(w|3(0|0(2|1|0|2|1|2|2|3|1({3|3|2]|3 2|0(2|0|2(3|2|1|1|2|3|3|3|0|0|1|1|0(0|3|0|0|3|3|1|3|1]|0 ? 0
5 5
4|19 | BlLetanol | Candidafamata?2 0|3 |w|3|0|0|{3|3(1]|2(1|3|3|3|2(3|3|3]|3 3{1(3[(0|3(3[2|3|1|3|3|3|3(3|0|1|1|1({0|3|0|0|3|3|2]|3|1]|0 2 0
5 5 5
4|21 | BlLetanol | Candidafamata?2 0|3 |w|2|0|0|{3|3(2]|2(1|3|3|2|2|3|3|2]|3 3/2(3[(0|3(3|2|3|2|3|3|3|3|0|0|2|1|1({0|3|0|0|3|3|3|3|1]|0 3 0
5
4140 | BlLgalci |Candidafamata? 0(3(2|3|w|0|3|3|3(3[1(3|3|3[2|3|3|3|3 213(3[(0|3(3[2|3|1|3|3|3|3(3|0(2(3|3(0|3|0({0|3(3|2|3|n|0 3 0
) d
5
5[5 BlLgalci | Candidafamata? 0{3(1(3|0(0|2|3|1({2|0(3|3(2|0|3|3|3]|3 212(3[(0|3(3|2|3|0|3|3|3|3(3|0|3|2|2(0|3|0({0|3(3|3|3|n|0 2 0
S d
5[6 BlLetanol | Candida famata? 0 w|3[0{0|2|3|2[2|0(3|3(2]|2|3|3|3|3 2|2(2(0|3(3|2|3|0|3|3|3|3(3|0(3|2|2(0|3|0({0|3(3|3|3|n|0 2 0
d
414 BlLglici Candida famata? 0|3 |w|3({0|0(3|2(1|2|1|3|2|3|3(3|3(2]|3 2|2(3[(0|3(2|3|3|1|3|3|3|3|3|0|1|1|0(0|3|0|0|3|2|2]|2|1]|0 2 0
5
4|17 | BlLetanol | Candidafamata?2 0|3 |w|3|0|0(3|3(2]|2(2|3|3|3|2(3|3|2]|3 3|2(3[(0|3(3|3|3|1|3|3|3|3(3|0|2|1|1({0|3|0|0|3|2|2|3|1]|0 2 0
5
4136 | BlLglici Candida famata? 0| 3|3 |3 0({3|2(3|0|0|3|3|2|3[3|3[3]|3 213(1(3|2(3|0|3|1|3|3|3|3(2|1|2|3|1({0|2|0|0|3|0|1|0|n]|O 0 0
s , d
5 5
1|16 | BlLglici Candida famata | 0 wiw|3[3|3[2|1(3]|1(3|3|3|3|3|3 3 w333 |wfl|wl3[1]|3[3|1l|wjw|1l{1|{0|3|w|w|3|w|wl0 0(1{3|0]|0
5 5 5 55




Anexo 07: Tabela 11(continuacéo):

Resultados elste$ de assimilacao, toleréncia e crescimento

X é 33 = o e %SEE
n E = a9 | J 4 | @ e — = = Hdo0odS 3«
_ ) 9] 99 o o 9 1o 3 a0 Q © = a = 9 45 © [ 9 9 O
d © | o S 99 d o o 9 0 99 99 d 4 9 Mg 4N 9 9 135 8 & o g = H383 g 3
95 g2 |t g8 8dsso e 99922<5358999¢4885888¢392 48880044
= o= e == [& 9 =3 Y Pt . = g b= =g 3335 4 Y o o 9 — S AR e I 5
g 3 €3 ] DE%%EO%%%%@?J—'DﬁggbO g<EESEEU‘”@XDDOHEa‘-’E'—“'EESﬂooEE%E%%
1|17 | BlLgalci |Candidafamata |0 |0 113|3|3(3|w|3|2|w|2|3|3|3|3 3 3{11(3|3|3[1(3|3[3(3|3|3|w|w|w[1|0O|Nfwjw|3fwll]|2 0|1{w|0O]|O
) D )
5 5
2|36 | BlLgalci | Candida famata 0|0 w|3|3[3[1|1{3|3|3|1|n|3|3|3 3 3|1(3|3|1(2(3|3[3|3|3|3|w|2|w[1|0|3[3|w|3[3|w|O0 0|1({3|0]|0
, i ,
5 5
2|43 | BlLgalci | Candida famata | 0 w/3[3[3|1|w|2(w|2|3[{3|3|3]|3 3 w{3|3|3|wl2|w[3|w|3|3|2|w/wf2(1{0(3|w|/w|[3|0|w|0 0|1({3|0]|0
3|7,0 |BlLgalci | Candida famata | 0 nfw|3|3{1{1|n|3|3(2|3|3|3(3]|3 2 313(3(3|1(3|3|w[1|1|2|3|2|2|w|w|0|3|w|w 0O|lw|O 3|13 0
1 g s |
5|5
3|27 | BlLglici Candida famata | 0 w/3[3[3|2|w|[3|w|3|w[3[3]|3]|3 2 wi3|2|2|wl2|w[3|2|3|3|2|w/wfl|1{0(3|w/w[2|0[|0|0 0o|1({0|0]|0
5
2|17 | BlLglici Candida famata? | O Olw|{3|3|1|1|w|3|3|2(1|w|3|3|3 3 1|w(3|3(3[3|1(2(3|2|3|2|1|2|1|1|0|3|w|w|3|w|lwlw 0(1{3|w|O
5 5|5
2|20 | BlLvbc Candida famata? 0 | O wi3|3(2|2|w|3|2|3|w[3]|2[3]|3 2 1|w(3|3(3[3|1|3[|3|2|3|2|wjw|w|[2|0|w/wjwl3|2 ww 0(1{3|w|O
5
2|31 | BlLgalci | Candida famata? w3|3|1{2|w[3]|3(2|1|3|3|3]|3 2 2(w|3|3[3|3[w|3|3(3|3|3|{w|wfl1|1(0|3|wlw|3|3[w|w 0(f1{0|1|0
5 5
2|32 | BlLgalci | Candida famata? 0 | O w(3[3[3[2{1|3|3|2|1|3(3|3]|3 3 3lw|3|3[2(2(3|3|3|3|3|wjw[2[{1]|2|0[3|3|w|3|3|w|w 0/1|3|0|0
5
2|44 | BlLgalci | Candida famata? w3[3|2[1|w[3]|3(3|1|n|3|3|3 3 3w 3|3[3|3[w|3|2({3|3|3|w|w(1|1{0[3|wlw|3|3|w|0 0(f1{3|1|0
i
2|48 | BlLgalci | Candida famata? w3[|3|2[2|w[3]|3(3|1|3|3|3]|3 3 3w 3|3[3|3[w|3|3(3|3|3|{w|wfl1|1|0|3|w|lw|3|2{w|w 0(1{3|0]|0
5
3|10 | BlLgalci | Candida famata? wl3[3|3[2|w[3]|3[3|3|3|3|3]|3 2 3w 3|3[3|3[w|3|3(3|3|3|{w|wfl1|1|0|3|wlw|3|3[w|w 0(1{3|w|O
3|11 | BlLvbc Candida famata? wl3[3|3[2|w[3]|3(3]|2|3|3|3]|3 2 3w 3|3[3|3[w|3|3(3|3|3|{w|wfl1|1(0|3|wlw|3|3[w|w 0(1{3|w|O
3|14 | BlLgalci | Candida famata? 0 w{3|3(3|2|w|3|2|3|w[3]|3[3]|3 2 3w 3|3[3|3[w|3|1({3|3|3|{w|wfl1|1|0|3|wlw|3|3[w|w 0(f1{3|1|0
5
3|31 | BlLgalci | Candida famata? O|lw(3]|3(3|3|w|3|3[3|2(3|3|3]|3 3 3(w|3|3[3|3[w|3|2(3|3|3|{w|wfl1|1(0|3|wlw|3|3[w|w 0(f1{3|1|0
3|35 | BlLglici Candida famata? O|lw(3]|3(3|3|w|3|2|3|1(3|3|3]|3 2 2(w|3|3[3|3[w|3|3[3|3|3|w|w|1l O[3 |wlw|3|3|w|l 0(f1{3|1|0
5
3|36 | BlLgalci | Candida famata? wl3[3|3[3|w[3|3(3|3|3|3|3]|3 3 2(w|3|3[3|3[w|3|3(3|3|3|w|w[1|1({0[3|wlw|3|3|w|l 0(1{3|w|O




Anexo 07: Tabela 11(continuacéo): Resultados etes de assimilacdo, tolerancia e crescimento

X é 4q 38 k= w O %85-2
0 3 % a9 | o 4 | @ — = = EUO_SQIW
N [0} O H o= D % 9 | g =23 o @ o oY 1y 8 - = R © e [ 9 9 s
©c |o® S 99 9 9 9 9 9 9 999 3. = g 9 9 15 8 8 o9 d H399 g 2
95 |2 |% 42 s gy 592853989398 2935885685883 8349¢8¢84d4dd
8% |83 | ¢ Bd978J9993e54948554995c9988998344388453 899933898585
3|54 | BlLgalci | Candida famata? O w(3(|3|2[3|2[3|3(2|w|3|3|3]|3 2 3w 3|3[1|3(w|3|3(3|3|3|w|wfl1|1(0|{3|w[n|3|wlww 0(1{3|2]|0
) i
5
4|5 BlLglici Candida famata? 0 (3 (w|2|w(0|3|2|3|1|1|0|0(0|0|3|3(2|3 3(2|0|0|2|0|0(3|0|3(0|3|3|0|0|1|1(0|0O[3|0|0|3|3|0|0(3]|0 2 0
5
4|10 | BlLgalci | Candidafamata? 0|2 |w|3|0|0|{3(3|1|2|1|3(3|3|1({3(3|3]|3 3(2|3|0(3|3|2(3|1|3(2|3|3|2|0|1|1(1|0|3|0|0|3|2]|2|3|1|0 2 0
5| |5
4|11 | BlLgalci | Candidafamata? 0|{3|1|3|0|0|2|2(1|2|0|3(3|3|1({3|3|3]|3 2(3|3/0(3|3|0(3|1|3(3|3|3(3|0|2|2(1|0[3|0|0|3|3]|2|2(n|O 2 0
) d
5
4|12 | BlLgalci | Candidafamata? 0|{3|2|3|0|0|{3|3(1|2|1|3(3|3|1(3(3|3]|3 3(2|3|0(3|3|2(3|1|3(2|3|3|2|0|1|1(1|0|3|0|0|3|2|2|3|1|0 3 0
5| |5
4|13 | BlLgalci | Candidafamata? 0|{3|1|3|0|0|{3(3|1|2|1|3(3|3|1({3(3|3]|3 3(1|3|0(3|3{2(3|1|3(3|3|3|2|0|1|1(1|0|3|0|0|3|2|2|3|1|0 1 0
5 5
4|20 | BlLetanol | Candida famata? 0|3 |w|2|0|0|{3|2(3|1{1|{1({0|1|{0|3|3|3|3 3(2|0|0|2|0|0(3|0|2(0|3|3|0|0|1|0|1|0|3|0|0|3|3|0|0(2|0 3 0
5
1|20 | BlLglici Candida famata? w3[3[1|3|w|[3|3|3|w[3|3]|3]|3 1 3|w{3|3|1[{3(w|3[3|3|3|1|w|w|1l{w|l0|3|w|w|3[3|1|1 0|1(3|2]|1
1|30 | BlLglici Candida famata? 0 O|w(3(3|3|2|w|3]|3|3[2|3|3|3]|3 2 3|w(3|3|2(3|1]|3[3(3|3|3|w|1|1{2|0|3|{w|n|3|3 0|1(3|2]|1
, i
5
3|51 | BlLetanol | Candida famata? O Ojw(3(3|2|2|w|3]|3|2[3|3|2|2]|3 2 3|w[3|3|2[3(2]|3[3|2|3|w|w|w|1{1|0|3|w|n|3|[3|w|w 0|1(3|2]|1
i
3|56 | BlLetanol | Candida famata? w3[3[1|1|w[3|2]|2|3(3|3|2]|3 2 3|w{3|3|3[3|w|3[3[3|3|3|w|w|1{1|0|3|w|n|3|[3|w|w 0|1(3|1|1
) i
5
3|49 | BlLgalci | Candida famata? O w/3[3[1|2|w|[3|3]|2|3(3|2|3]|3 2 3|w{3|3|2[3(1|3[3(3|3|3|w|1|1{1|0|3|w|n|3|3|1|w 0|1(3|2]|2
i
3|70 | BlLgalci | Candida famata? w;3[3[3|1|2{2|3|3|3(3|3|3]|3 3 3|w{3|3|w[3[1|3[3|3|3|3|w|w|1{1|0|3|w|n|3[0|1|1 0|1 2|2
) i
5
1|1 BlLgalci | Candida famata? 1 n|liwlw|3|3[1(2|1|{3|3|2|w|3|3|3|3 3 3|w{3|3|1{3(w|3[3|3|3|1|w|w|1{1|0|3|w|w|3[0|w|1 0|1(3|2]|2
5 5
3|25 | BlLglici Candida famata? 0 wlw{3[3[3|3{1|3|1|w|w[3|3|3]|3 1 wiw|2({3[2|1|w[3|2|3|3|wjw/wfl[1{0[3|w/w3|1l|wlw 0[1(3|3]|2
) , s
5 5
3|55 | BlLgalci | Candida famata? w|3[3[2|3|2[3|3|2|w[3|3]|3]|3 2 2|w(3|3|1(3|w|3[2(3|3|3|w|w|w[1|0|3|w|n|[3|[3|w|w 0|1(3|2]|2
i




Foram considerados positivos os crescimentos Zracds 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oer@jz

Anexo 07: Tabela 11(continuacéo): Resultados etes de assimilacdo, tolerancia e crescimento

o 5
n _E P é §g°’ g A 8 = = 3QQ€EEE
N ) 3 349 J o a | g £S48 2 I B © g 2 1 _] o o 5 o [ 9999
W s | T® S d 9 9 d 9 o S a g = 99809 ydagadiNg 9o 15 9 ¢ 49 dJd g 599 g 9
§5 |25 |2 dESgS5 8988952 9599539889459 z9:¢9889898¢432236¢98444
g3 |25 2 Hggd8d598299dc 959399 SES8EE95aRadJHE83499023995289859
3|58 | BlLetanol | Candida famata? 3 wi3|3[wjwl3|2]2|3|w 3|12(2|3(3|2 2|w|{3[3|w|3|w|3[3[3|3]|3 wiwfl1|0|3|w[n|[3|3|wlw 0|1 2|2
i
3(59 | BlLetanol | Candida famata? 0 w/3[3|w|l2[{w|3[3[3]|3 3|13(3|3(3]|2 3{w|3(3]|3(3[2(3[3|3[3|3|w|w|1{1|0|3|w[n|3|3|w|w 0[1]|3(2]|2
i
3|71 | BlLglici Candida famata? Olw(3|3|2[2|w|2|3|3]|2 3|13(2|3(3]|2 3({w|3(3]2|3[|1(3[3|3|3|w|wj/w|1{1|0[3|w[n|3|3|w|0 0|1 2(2
i
3|73 | BlLglici Candida famata? wl3[3[2|2|w|3|3[3(3 3|13(3|3(3]|3 3{w|3(3]|2(3[2(3[3|3[3|wlw|w(1{1|0|3|w[n|3|3|w|w 0|1 1|2
i
3|74 | BlLgalci | Candida famata? w/3[3[2|2[2|3(3[3(3 3|13(3|3(3]|3 2{w|3(3|wl3|wl3[3|3[3|3|wj/w|w|1|0|3|w[n|2|0|w|w 0|1 2(2
S i
3|61 | BlLglici Candida famata? 0 w/3[3[1|2|w|3|3[|3|2 3|13(3|3(3]|2 3{w|3(3|2(3[1(3[w|3[3|3|w|w[1{1|0|3|w[n|3|3|w|w 0[1|3(2]|3
) i
5
3|62 | BlLetanol | Candida famata? 0 wl3[3[2|2|w|3|3[|3|2 3|13(3|3(3]|3 3{w|3(3]|2(3[2(3[3|3[3|wlwj/w1{1|0|3|w[n|3|3|w|w 0[1|3(2]|3
i
3|66 | BlLglici Candida famata? 0 wl3[3[2|2|w|3|3]|2]2 3|13(3|3(3]|3 3{w|3(3]|2(3[2(3[12|3[3|3|w|w[1{1|0|3|w[n|3|3|w|w 0(1|3(2]|3
' i
5
3|67 | BlLgalci | Candida famata? w/3[3[2|2|w|3|3]|2]3 3|12(2|3(3]|3 3{w|3(3]|2(3[1(3[3|3[3|wlwj/w(1{1|0|3|w[n|3|3|w|w 0|1 213
) i
5
4146 | BlLetanol | Candidafamata? 0|3 |w|3|0(0]2|3(2(3|1|3|3|3|2 312(3|3(3|3(3(|3|0(3|3[0(3(2]|3|3(3|3[1|/0(2|3(2[|0(3|0|0(3|3(2|3|n|0 2 ?
) d
5
3|15 | BlLgalci | Candida famata |0 Olw(3|3|3[2|w|[3]|3|3|2s |3/3|3|3[3|2 3(2|3(3|3|3|w|3[3|3[3|3[1|w|1|1|0|3|w{w|3|3|w|w 0[1]3(1]|w|
5
2|23 | BlLglici Candida famata? 0 w|3[3[2|1{w|3|2|3|w w|3[3|3[3]|2 1|w|3|3[3|3[2|3|3|2|3|w|2({w|w[l|0(w|w|lw|3|1l ww 0[1]3|2]|w|
5 5 5
2|34 | BlLgalci | Candida famata? w|3[3[2|1({1]|3|3|2|w n(3[3[3[3|2 3({w|3[3]|2|3|w|3[3|3|3|w/wj/wl1{1|0[3|wlw|/3|1l|w|l 0[1]|3(1]|w|
i
2|37 | BlLgalci | Candida famata? w/3[3[1|2|w|3|3[|3(3 3|13(3|3(3]|3 2(w|3(3[|3|3|w(3[3|3[3|wlwj/wll1|1|0|3|wjw|3|3|w|lw o[1]2(1|w|
5
2|40 | BlLetanol | Candida famata? wl3[3[2|2|w|3|3]|2]|2 3|13(3|3(3]|3 1(w|3|3[3|3|w|3[3|3|3|w|w{w|1l[1{0(3|w|w|3|3|w|w 0[1]3(1]|w|
5
2|42 | BlLetanol | Candida famata? 0 Olw(3|3|2[3|2[3|3|3|15|3(3|3|3[3|2 1|(w|3|3[3|3|w|3[3|3|3|2|w|w|w[l1|{03|w|lw|3|2|w|w 0[1]3(1]|w|
5
2|45 | BlLetanol | Candida famata? w3|3[2[2|w|3]|3|3|15 |3|3]|3|3[3|3 3{w|3[3[1]|3|w|3|2|2|3|2|w|wjw|[l1]|0]|3|1l|w|3|2|w|w 0]11(3[1|w|




Anexo 07: Tabela 11(continuacéo): Resultados etes de assimilacdo, tolerancia e crescimento

. 94 .13
" E ' oldd 194 g 418 = PREEEE
a8 | 3o 2 188 ddds8ad 9219393984228 437993 g98% 48 J¢ S3s|gdg s
93 |25 |8 d8988285988|4S9c|95929835¢833595dz2 |95cd88888 4392 (d98¢ed
43 |23 2 BdgdEd99832|=sds|8893999E88899928% 4352453095 |98585F¢
2|46 | BlLgalci | Candida famata?| w 3|3[1|2|w [3[3|3]|1, [3|3|3|3|3]|3 3(w|{3[3|3|3|w|3|3 3|13|3 w{l{1({0|3|1|w|3]|3 |wlw 0|13 |w|W
5 ?
2|47 | BlLetanol | Candida famata? Ojw|3[3|w|w|l [3|3|3|w |[3|3[3[|3|3|3 3(w|3[3[|2|3|w|3|3 313|2|wjwjw(1|0|3|1|w|[3|3 |[w/w 011(3(1|w
5 ?
2|49 | BlLetanol | Candida famata? O w| 3|3[2|2|w [3[3]|2|1 [3|3|3|3[3]|3 3(w|3[3[|3|3|w|3|2 313|3|wjw|[1({1|0|3|w|w|[3|3 |[ww 011(3(1|w
2|50 | BlLgalci | Candida famata? O w 3|3[1|2|w [3[3|3]|1, [3|3|3[|3[3]|3 3(w|3[3[|3|3|w|3|3 313|3|wjw|1({1|0|3|w|w|[3|3 |[ww 011(3(1|w
5
3|2,0 | BlLglici Candida famata? w 3|3[3|2|w [3[{3|3|2 [3|3|3|3(3]|3 3(w|3[3|3|3|w|3|2 313|3|wj/w|1{1|0|3|1|w|[3|3 |[wlw 011(3|1|w
1 ?
33 BlLvbc Candida famata? w 3[3(3|2|w |3|3|3|1 |3|3|3|3|3]|3 3|w|3[3]2|3|w|3(3 3[3|3|wjwll|1({0|3|wlw|3|3 |wlw 0(1(3]|1|w
3|4 BlLvbc Candida famata? Ojw|3[3|2|2|w [2]2]|3|2 |3|3|3|3|3|3 3(w|3[3]|2|3|w|3|3 313 |wlwjw|1[1|0|3|w|w|[3|3 |[ww 0|1 1w
3|5 BlLvbc Candida famata? w| 3|3[2|2|w [3[3]|2]|2 [3|3|3|3[3]|2 2(w|2(3]|2|3|w|3[15|33|3|w|w|1l|1({0(3|1|w|3]|3 |wlw 011(3(1|w
?
3|6 BlLvbc Candida famata? w| 3|3[2|2|w [3[3]|2]|2 [3|3|3|3|2]|2 2(w|2(3|1|3|w|3[15|3|3|2(w|w|w|1[{0|3|1|w|3|15|w|w 0131w
?
3|7,2 | BlLvbc Candida famata? 1 Olw(3(3|3(2|w |3]|3]|3|1 |3|3|3|3|3]|2 3|w|3[3|3|3|w|3(2 3[3|3|wjwll|1{0|3|wj/wl3|3 |w 01|31 |w
2 w
3|16 | BlLglici Candida famata? w 3[3(2(2|w |3|3|3|1 |3|3|3|3|3]|2 3|w|3[3|3|3|w|3(2 3[3|3|wjwll|1({0|3|wlw|3|3 |wlw 0|1 wW| W
3|17 | BlLvbc Candida famata? w{3[3(3|2|w |3|3|3|1 |3|3|3|3|3]|3 3|w|3[3|3|3|w|3(2 3[3|3|wjwll|1({0|3|wlw|3|3 |wlw 01|31 |w
3(19 | BlLvbc Candida famata? w 3332w |3|3|3|3 |3|3|3|3|3]|3 3|w|3[3|3|3|w|3(3 3[3|wlwjwll|1({0|3|wlw|3|3 |wlw 0131w
3|24 | BlLgalci | Candida famata?| w 3|3[3|3|w [3{3|3]|1, [3|3|3|3[3]|2 3(w|{3[3|3|3|w|3|3 313|3|wj/w|1{1|0|3|w|w|[3|3 |[ww 0|1 1w
5
3|26 | BlLgalci | Candida famata? w| 3|3[3|3|w [3[3[|3]|2 [3|3|3[3[3]|1 3(w|3[3[|3|3|w|3|2 313(3|?|?]2{12|0|3|w|w|[3|3 |[ww 0|11(3|2|W
5
3|57 | BlLetanol | Candida famata? O w 3331|333 [3[2|3|3 [3]|2|3|3[3]|2 2(w|3[3|w|3|w|3|3 3133 |wjw|w(1|0|3|w|n|[3|3 |[ww 011(3|2|W
i
4|14 | BlLgalci | Candidafamata? n|3|1|3|0 03
d| S
4|18 | BlLetanol | Candida 0 0 0o|3|0|0|0|0 |[O|lO|O|O |3|0|2|0|0|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O o|/|0|0|0|O|O|O|O|O|0O|0O|2|0 |O|O|O]|O 3 2
glabrata
412 BlLglici Candida 0|3{2(3|2|0|3|1|3|2|1 |2|0|3|3 |3|3|3|3(3|3|2|0(3(2|3|0|1|0]|2]|2 3|/3(2|0|1|1({0|0|3|0|0|3|0 |[0O|0O(|3]|0 0 0
guilliermondii , ,
5 5
4|27 | BlLvbc Candida 0|/3|w(3|0|0|3|3|0(3](1, |3|3]|2|3 |3|3|3|3(3|2|1(3|0(3|3|2|3|2|3]|3 3/3{0|0|1{1({1|0|3|0|0|3|3 [3|3|1]|0 2 0
guilliermondii 5
4|28 | BlLvbc Candida 0/3{2(3|0{0(3[3(2(3(1, |3|3|3|1, |3|3|2|3(3|2|2(3|0(3|3(3|3(2|3]|2 3!3(3|0(1{1({2|0|3|0|0|3|2 [2|3|1]|0 2 0
guilliermondii 5 5
4|38 | BlLgalci | Candida 0/3{1({0|2|0|2|3|3(3|0 |3|3|3|1 |3|3|3|3(3(3|3(3|0(3|3|0(3|1|3]|3 3!/3(3|0(2|3(3|0|3|0|{0(3|3 [2|3|n|0 2 0
guilliermondii d




Anexo 07: Tabela 11(continuacéo): Resultados etes de assimilacdo, tolerancia e crescimento

X é 33 = o e %SEE
a 3 I 29 | J 4 |93 a5 e - = = 403993
_ ) 9] 99 o o 9 1o 3 a0 Q © = a = 9 45 © [ 9 9 O
d © | ow S 99 9 o u 9 o 99 99 d 4 9y g- 4N 9 9 15 8 8 o9 4 g H383 g 3
95 g2 |2 g8 8dsso e 99922<5358999¢4885888¢392 48880044
= [T o o g [ 2 d g {0 T = 2 s =g 359 A 9§ O =2 9 = H a8 H 9 g
g3 |3 3 D&gan%g8%@3—'0955500342&5SEEU“-’@XDDOHEa‘-’E'—“'EESﬂooEE%S%%
5(23b Candida
guilliermondii
539 | BlLgalci | Candida 0|3|{w|3|0({1|3|3|1({3|0(3|3(2|2|3|3|3|3|3(2|1(3|0|3|3|3(3|1|3(3|3(3|3|0|2]|2|2|0|3|0|0(3|3|3|3|3|0 2 0
guilliermondii ) ; ) )
5 5 5 5
419,1 | BlLgalci | Candida humilis |0({3|3|3|w|0|3|3|0|0|0|0Of0O|O|0O|3|0|2|0(0|0O|0O|O|0O|3|0|0O|0O|0O|O|O|O|0O|OfO|Of2|0|0O(0O|O|0O|2|0f2]|2|0]|O 0
5(26 | BlLgalci |Candida humilis|{0|3|{3|3|(0|0|3|3|0|0|0|0|0O|0O|O|3|1|3|0|0|0O|0O|0O|O|2|0|0|2|0O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|2]|0|3|12]|0]|O0 0
5
3|69 | BlLglici Candida 3 wi3[3|w|1l|w/3[3[3(3]|3|3|3|3(3|3 3(w{3|3[2|3[w|3]|3(3|3|3|w|w[l1|1|0[N|wln|3|3|w|w 0f1 1w
intermedia D i
3| ### | BlLvbc Candida krusei |0 w3 |wlwlw w1l wlw w w wlw w/ w| w wiwlwiw w|3|lwlwlwwwww 2lwwoO|3|wwlw0[0O0 0|1|3|2|3
4|1 BlLglici Candida krusei | 0|3 o|3({o|o0fl0|0O|O|O|0O|0O|2|0|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|1|0|O|O|O|O|O|O|O|1|0OfO|3|0O|0O|3|0|0O]|0O|O]|O 3 3
5
417 BlLglici Candida krusei | 0|3 0 o|3|ofo|0fl0O|O|O|O|0O|2|0|0O|OfO|OfO|O|O|O|O|O|3|0O|0O|O|O|0O|0Of0O|2|1|0|0(3|0|0|2|0f0|0O|0O]|O 3 3
4116 | BlLetanol | Candida krusei |0 |3 0 oj3|ofjo|0fl0O|O|O|O|0O|2|0|0O|OfO|OfO|O|O|O|O|O|3|0O|0O|O|O|O|Of0O|2|0|0|0O|3|0|0|3|0f0|0O|0O]|O 3 3
4|22 | BlLetanol | Candida krusei |0 |2 2 o|3|ofjo|0fl0O|O|O|O|O|3|0|0O|OfO|OfO|O|O|O|O|O|3|0O|0O|O|O|O|Of0O|3|1|1|0(3|0|0|2|0f0|0O|0O]|O 3 3
4147 | BlLetanol | Candida krusei |0 |n o|3|({o|0f0|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|3|0|0O|O|O|O|0O|0O|2|3]|1 0o(0|3|0f{0|0|n|O 3 3
d d
5(16. | BlLvbc Candida krusei | 0|3 ojo|o|3|0ofo0|0Of1|0|0O|O|0Of1|2|0|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|3|0O|0O|O|0O|O|O|0O|2|1|2|0|3|0|0|3|0|0|0O|0O]|O 3 n
1 .
5
5(17. | BlLvbc Candida krusei | 0|3 o|3({o|ofl0|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|3|0|0O|O|O|O|O|O|2|2|1|0|3|0|0O|2|0|0O]|0O|O0O]|O 3 n
1 .
5
1({1,0 | BlLetanol | Candida krusei |0 w3 |wlwlw| wlwlwfwj w wl wlw wl wl w wiwlwiw w|3|lwlwwwwwwllfwwoO|3|wwlO0fwoO|O0 0|1|3|3|3
2 fermentation -
4|23 |BlLetanol | Candida ni3 3 o(3|ofo|jofo0|2|0|0|0O|3|0|0|0O|3|3|2|0|0|1|0|0O|3|0|0O|3|0|1|0f0O|3|1|1|0(3|3|3|0|0f0|0O|0O]|O 0 0
norvegica d
4|48 | BlLetanol | Candida 0|3 3/0|3|0|0|0O|0O|1|(0|0Of2|3|0|0O|0O|3|3|3|0|0|0|0O|O|3|0|0|3|0|0|0|0O|2|3|2|0|3|3|3|0|0|0|0O|Nn|O 0 0
norvegica d
5(52 | BlLetanol | Candida 0|3 3 oj3|ofo|0f0O|0O|0O|0O|2|1|0|0|0O|3|3|3|0|0|0O|0O|0O|3|0|0|3|2|1|0f0|2|2|1|0(3|3|3|0|0f0|1|1]|0 0 0
norvegica
5|10 | BlLglici Candida 0({3(3|3|0|0|3|3|2|0|2(3|3(1|0|3|3|3|2|0({0|3|0|0|1|2|0({2|0|3|2|3(3|1|0|1|0|2|0|2|0|0|3|3|0|0]|3|0 3 n
parapsilosis ,
5

Foram considerados positivos os crescimentos Zracds 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oer@jz



Anexo 07: Tabela 11(continuacéo): Resultados etes de assimilacdo, tolerancia e crescimento

R é gg B! o o ga;?
0 3 b g g 1% I I B I A o = H o = o099 9
o ) o g9 wu o wg,m 389 o 3 a9 .Jd9d]H S a = 98949 JY o 98 d 99 3o
SIS |25 |3 ;égSﬁgezﬁémaé%SE%%ﬁééééﬁeﬁﬁgéasgﬁgzaﬁﬁgggﬁ%%:sgg
QL | =2 = o Lt = g9 g 9 o ; = 3 S 93282983 d =R H 45 8 g N S X 999y (
8|3 |83 |8 CEEEEREEEEEEREREEEEEEFERERELEEEEEEEEEEETE-ER =gk -k
5 |45 | BlLglici | Candida 0|3(1|w|0]|1(3|3(3|2(3|3(3(3(2|3(3|3|3|1|1|3|2(2|1({3|1|3(1|3(3|3|3|1|0|2|2|2|0({2|0|3|3|3|s|0[2]|0 3 0
parapsilosis ) )
5 5
5 |44 | BlLglici | Candidapeltata (0(3({3(3(3|1|3|3(3|2(3(3|3|3|2|3(3(3(3(33|3|1|1|1|3|1(3|1({3(3[3|3|1{0|2|2|2|0|3|0|0(3|s|3]|2|3]|0 3 3
5
1 1,3 | BlLetano | Candida w| 3 |{wjlwl3|wl2|wlwl wlwl wlw wlw w wiwlw wlwiwlwiwwwwlwi2|2wwO0|3|lww0[0|O0fO0 01 0|0
4 | pseudolambic@
2 2,0 | BlLvbc Candida 0 w3 |wlwll|wl2|wlwlwlw|lwf w| wlw w wiwlwwlwwlwiwwlwwlww|lwwO|3lwwO0[0|OO oj{1|{0(0]|0Q
2 pseudolambic® , ,
5 5
1 |22 | BlLetano| Candida rhagi? | O wl2|3|wl2{2[3[3|w|w|3|3[3[3[3]|2 wiw w|{3|w/3|wl3|3|3|3[wwwwwl0|3ww 3|3 ww of1(0(0{0
|
3 22 | BlLvbc | Candida sorbosal O w 3|wlwlwlwwlwiww/lfl wwlfw wiw wlwlwl3flwwwwwww| 2 ww0|[3|3|3|woO|wlw 011|13(2|w
- like N1 N2 ,
positive 5
1 19 BlLetano| Candidasp 0 2 w3 [3|wjwl1[3|1[{1|3(3|3[3|3|3]|3 wiwiw{3lwf3|3[2|1|2|3|w|w|2{1|1(0|3|3|3|3|w|0|0 O{1|w|0]|0O
| , e
5 55
3 | 60 | BlLgalci | Candidasp w 3|{3[3|w|lwl3|wf3[w[3]|3|3|3|1|2 wiww{3|w2|wllw3 3fwwwwlf03|wn{l/0lww o1 0|3
' ' i
5
4 | 45 | BlLetano| Candidasp 0[{3|2(w|n|0|2(3|2(3|1(2|3|0|1(3|2(3|2|0|0|0|0|0|0|3|0|3|0|3|3[3|3|1|0(2|2|2|0|1|0|0|3|3|2|0(|n]|O 2 2
| g d
5 25 BlLglici | Candidasp 0|2|3(0|0|0|3|3|3|0(0|3|3|2(2|3|3(3|1|{0|2(1|0|0|2(2|0|3|0|3|0f2|3|0|0f1|2|3|0|3(0|0|3(|0(f3|3|1]|0 3 n
5 5 5 5
5 |4 BlLvbc | Candidasp o/{3|o0fo|ofjo0|2(3|3|0|0f0O|0Of0O|0O|3|2|2|3|0|0|0|0|0|0O|3|0|3|0|3|3|3|3|0|0|3|0|1|0|3|0|0|3|0(3|3|n]|O 2 0
s d
5 19 BlLetano| Candida 0(3|3/1(3|{0|3|3(3|1|0(3(3|{0|0(3|3|2|3(3|3|3(0(1(1|3|0(2(1|3|3|3(3|1|0|2|2|2|0|3|0|0|3|0|3(|3(3]|0 c 2
| tropicalis . . ?
5 5
5 15 BlLgalci | Candida 0(3|3|2(3|0|3|3(3|1|1(3|1{2|1(3|3|3|3(32|3(0(02|3|0(3(1|3|2|3(3|1|0|2|1|2|0|3|0|0|3|0|3(|3(3]|0 3 n
tropicalis . . , . .
5 5 5 5 5
5 1 BlLvbc Candida valida |0 |w o|3|0(0(3|0|0f0|0O|O|OfO|O|O|OfO|O|0O|OfO|0O|O|3|0O|0O|0O|0O|0OfO|O|0O|0Of2(0O|0O|0O|0O|0O|0O|0O|O|Nn|O 2 (0
s d
5 24 BlLetano| Candida valida |0 |3 0 o|3(1/o0y0|0f(3|0|0|0f1|0|0flO|O|O|OfOfO|0O|O|O|3|0|0O|O|O|O|0O|0O|2|0|1|0|3|0|0O|3|0|0O|0Of0O]|O0 3 n
|

Foram considerados positivos os crescimentos Zracds 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oerd)z
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o|2/0|/0|0|0O|0O|O|O|OfO|O|O|0O|3|3|2|0(0|0O|0O|O|O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|0O|O|0O|3|2|0]|O0
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o|2/0f/0|0|0|0O|O|O|0Of1|0O|O|0O|3|3|2|0(0|0O|0O|O|O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|0O|0O|O|0O|2|3|0]|O0
o|2/0|/0|0O|0O|0O|O|O|OfO|O|O|0O|3|3|3|0(0|0O|0O|0O|O|0O|0O|2|0|0|0O|O|O|O|O|O|O|0O|0O|O|0O|2|2]|0]|0
o|3/ofj0|j0|0O|j0O|O|O|OfO|O|O|0O|3|3|2|0(0|0O|0O|O|O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|0O|3|3|0]|O0

o(j3|jofjojofo|3fo|o|0f2|0j0|0f3|2(2|0|0|0O|O|jO|O|O|O|O|O|O|OfO|O|O|O|OfO|O|O|O|Of3|3|0]|0

S5o1el

Ojw(3(3|3|1(3(3|2|1|3|w|3|3|3|3]|3

3S0I0NS

w

350JoE[eD

TUoWiIaf

o

DO

0

?

2

0

3

3
3
3
3
3

M+ gdd

10

10

?

1|0

0(3(2|3|3|0|2|3|3(3|2(3|3(3|2|3|3|3|3|3(3|3[3|3|3|3|3(3|3|3(3|3(3(3|0(2|3(3|0|3|0|0(3|2|3|3|n|0

0

0

0

n

0
0
0
0
0

n

salnadsa

Candida valida

Cryptococcus

Cryptococcus

Cryptococcus

Cryptococcus

aff.

rajasthanensis

Cryptococcus sp

Cryptococcusp

Debaryomyces
polymorphus

Kloeckera
apiculata

Kloeckera
apiculata

Kloeckera apis

Kloeckera apis

Kloeckera apis
Kloeckera apis
Kloeckera apis
Kloeckera apis
Kloeckera apis

Kloeckerasp. ?

einyno
ap oW

BlLetanol

BlLglici

BlLgalci
BlLglici

BlLgalci

BlLgalci

BlLgalci

BlLglici

BlLgalci

BlLgalci

BlLetanol
BlLglici

BlLglici

BlLgalci
BlLvbc

BlLvbc

einyno

27

35

48
3

22

37.
2

42

50

24

9,2

18
33
38
51

2b
25

———B59[07

5

4

5
5

23,0 |BlLgalci

2

4

4

5

3| ### | BlLvbc

1

4

5
5
5
5

5|17.

4

Foram considerados positivos os crescimentos Zracds 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oer@jz



Anexo 07: Tabela 11(continuacao):

Resultados elkte$ de assimilacdo, tolerancia e crescimento

w’\ -6
0 E % é §§ %- g o |2 = 3Qoggég
o © k3 +E§w& WE@“ 39 483a93 839 ,a8d 5 QEE :guo gmm&g&‘b
‘EREERE 4809 080 s q285558z0 3595698888 ¢3843¢984d44d
8% |83 | g 8878299221485 39998998355954495945805995J88888§
5|12 | BlLglici mold? 0|0 0|/0{1(3(3|3{2[3|3|3|2[3|3|3|3(3|3|2]|3 11312(1|3|1(3|3|3[3]|1 3({1|/2|{0(3|0|0|3|1|0|0(3]|0 2 n
5 5 5
1|33 | BlLetanol | Wickerhamomyce 1 O({3|2(w|wlw|{1{1|1|w[3|3[2]|3|3]|3 wiw3|1(3|3|1{2|1(3|1|w|2|1(1|0|3|2|3|3|0|0|0 0f1 ?10
s anomala , ?
5
2|35 | BlLgalci | Pichia kluyveri |0 wi3|wlw 3|lwlwwww 2|l lwwww wilwwlwl2|wwwwwwwlwwoO0|3wwO0[0|0O 0(1{3|0]|0
4|41 | BlLgalci Pseudozyma ? o} 0(2[2|3|3|1(2(3|3|3(3|2|2|2|2|3|3 3(3|2|0(3|1|2(3|3|3|3|3|2|0|2|0|0(3]|2|3|0|0|0|n|O 0 0
, , d
5 5
48,2 | BlLglici Pseudozyma? |10 0[3[(0|3|0|1(3|2|2|2|3|1|3|0(3|2|2 ofi1|o|0f0|0|3(0|3|3|3|0|0|0O|0O|0O|3|3|3|1|0|0|0O|O|O 0
5|21 | BlLglici Pseudozyma? |10 0/3[3|3|2|3[3(3|3(3(3|3|3|1|1|3|3 1|12|2(1|3|3|1|2|2|2|1|3|0|1|1|0|2|3|3|3|0|0|0|2]|0 0
5 5 5
2|1 BlLgalci | Rhodotorula 1|0 w|3|3[2|w|3|3[3|3|w[3[3|3|3[3|3 w{3[3|1|3(w|3[3[3|3|3|w|w|w|[1|0|3[3|3|1({0|0]|0 0o|1({0|0]|0
glutinis -like , ,
5 5
2|8 BlLgalci Rhodotorula 1/0 wi3|2({1|wl3|3|3|3|w[3|2[3|3(3]|3 wi3(3|1({3|w|3(3|2(3|2|w|jw|wf1{0|3[{2|3|w[0|0|0 0(1{0|0]|0
glutinis -like , , ,
5 5 5
32,0 |BlLglici Rhodotorula 1/0 w{3|2(3|1(2|1(1|3|1(3|3|3|3(3]|3 wi3[3|wl3|w|l3|2|2|2|w|wjw|wfw/0]|3{1|3(0[{0|0|0 w|1({0|{0|0
2 glutinis -like s s ?
5|5
5|11 | BlLglici Rhodotorula 1|0 0/3[2|1|0|2(3|3|3|0(2|3|3|1|0|2|3 0(3|1|0(2|0|3(3|2|2|1|0|0|0|0O|0O|1(3|3|3|0|2|1|0|O0 2 n
glutinis -like . .
5 5
5|34 | BlLglici Rhodotorula 1|0 1/3|3(2(0|3|3|3(3|0|3|3(3|2|1(3]3 0(3|3|2(3|0|3(3|0|2|1|0|1|0|0|0O|2(3]|3|3|0|s|0Of1|0 1 0
glutinis -like , , , ,
5 5 5 5
4|33 | BlLglici Rhodotorula 1|0 0({2(1|1{0({1|3|3|3({0|3|3|3|0|1|3]|3 0(2|3|0(3|0|3(3|1|2|0|0|0|0O|0|0O|3|3]|3|3|0|1|0(n|O 2 0
glutinis -like , , d
5 5
48,1 | BlLglici Rhodotorulabke [ 1 | 0 11212|1(3|3|3|3(3|3|3|3(3|2|3|1|2 3(3|3|2(1|3|3(3|1|2|3|3|2|1|1|0|1|2|2|2|0|0|0|2|3 2 0
inositol + , , , ,
5 5 5 5
4|43 | BlLgalci | Rhodotorula 1|0 0(2(2|2|1(2|3|2|3[2|3|3|3|2|2|1|3 2|3|3|0|3|1(3|3|3|3|1|0|0|2|2|0|0|0|0O|2|0|0O|O|Nn|O 0 0
minuta? , d
5
5|47 | BlLgalci | Rhodotorula 1|0 1/3|3|3(1|3|3|3(3|2|3|3(3|0|2[1]|3 0(3|3|1({2|0|3(2|2|3|2|0|1|2|1|0|0|0|0O|3|0|s|0Of1|0 0 0
mucilaginosa ? , , ,
5 5 5

Foram considerados positivos os crescimentos Zracds 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oerd)z



Anexo 07: Tabela 11(continuacéo):

Resultados elste$ de assimilacao, toleréncia e crescimento

X é 33 = o e %85?
a 3 I a9 | o 4 | e - = = 403993
. o @ He g oy 9 .| == A @ O o S 435 d a5 93838 g o S8 g3 g9
q © T ‘S = = I, [ e B = ) I = Qo = g g @ N 9 9 1989 9 o9 d e = S
g5 g2 |8 45888 8595925599938 99995898 9858823585d985udd
EEREERE: 8384895983854 9559d905899529395449593492423993588K§¢
5|23a | BlLgalci | Rhodotorula 0|0 0(3(3|3[|0|3[3|3(3[2|3|3(|3]|0 1(3 0[3(3{0|3({0|3|3[3|3|3 o|ofo|0|0f0O|0O|3|0|1|0|1|0 c n
mucilaginosa ? | . . ?
5 5
212,0 |BlLvbc Rhodotorula 0 Olw|3|3[2|w[3]|3[3|3|3[3|3|3|w 3 w(3[3|1(3|w|3[3|3|3|3|wjw|wfw|0|3|w|w|2[{0|0|0 0(1{3|0]|0
1 mucilaginosa ? ,
5
4144 | BlLglici Rhodotorulasp [1|0 0l2|2|1|0|0|2]|2(2|1|2|1|2]|0 3|3 0|{1(0|0|3|0|2|1(3|3(3|0|0|2|0(0|3|3(3|3|1|1|0|n]|O 0 0
NO3 + + , d
5
1|23 | BlLetanol | Candida valida - | 0 wl3|wl0|w|lwlw|lwlw|wlw wlw w w wlwwlwf2|lwlfw23|wwwwwo0|3fww0[0|0|O0 0(1{3|0]|0
like , S
5
1({26 | BlLetanol | Candida valida - | O w 3|wl3[1l|wwwww wl wlw/w w wwwlwl3 w2 wwwwwlliwwoOf3[lw2|0l0f0 0|1|3|0|0
like ,
5
3|23 | BlLvbc Candida valida - | O w 3|wlwlwl wlwwww/1lllfww w wwwiwl3flwlw23lwwwwwOf3wwwO0l0f0 0|1|3|0|0
like
3(30 | BlLvbc Candida valida - | 0 wl3|wlwjwlwlwlwiwiwll|lwlww w wiwwlwf3|lwliwlf3|wwwwwo0|3fww2{0|00 0(1{3|0]|0
like , s
5
3({32 | BlLvbc Candida valida - | 0 wl3|wlwjwlwlwlwiwlwll|lwlww w wlwwlwf3|lwlfwlf3|wwwwwo0|3fwwO0[0|0fO0 0(1{3|0]|0
like
3|52 | BlLetanol | Candida valida - | 0 w3|1|0|w|w[l|wlw|wl3|wlw w w wlw wlwlwjwlliwwwwwllwwoO0|3fwn(l1{0|0|0 0(1{3|0]|0
like , S s s i|s
5
1|32 | BlLgalci | Torulaspora 0 0 w|3|2|3|wlwll|wj w w w w wl w w wiwlw|llwlww2|33lwwwww0f3fww1lf0[11 0|1|3|0|0
delbruckii
41 37a | BlLgalci | Trichosporon? 110 0(3|2|3]2|3[3|3(3[3|3(3(|3]|2 2|3 3|3(2|0|1({3|3|3[3|3(3|3|1(3|3(0(3|3({0|3|0|2|1|n|3 2 0
' d
5
5(20 | BlLglici Trichosporon aff.| 1| 0 0(33|3[2|3[3|3(3[3|33|3/|3 3|3 3|2(2|0|2|3|1|2|2|2(1|3|1|1|2|0|3|3(3|3|2|3|0(2]|3 3 0
insectorum . .
5 5
3|7 BlLvbc T.dermatis 1/0 w{3|3[2|1(3|3(3|2|3[3|3[3]|3 2 313(2(2|3(3|1|2[2|3(3|1|1|{w|wl0|3|wlw|0|0|w|O 3(1{3|w|0
5|5
1/6 BlLgalci | T.dermatis 0|0 w{3|3[3|1(3|3|3|w|3[3]|2[3]|3 3 313(3|w|3(3|1|1({3|3|3[3|1(12|1|0|3|2|w|1l|0|w|w 3(1{3|0]|0
5 5 5|55 5
1/8 BlLgalci | T.dermatis 11/0 w{3|3[3|1(3|3|3|w|3[3]|3[2]|3 3 313(3|w|3(3[|1|2[3|3|3[3|1(12|1|0|3|2(w|1l|0|w|w 3(1{3|0]|0




Anexo 07: Tabela 11(continuacéo): Resultados etes de assimilacdo, tolerancia e crescimento

« N 3
. 3 w E gg %- 8 — 2 5 i) EGOEEEE
ds | 3o 2 99088 a8 49292399492 4858<99T9 2393|888 §s19898°%¢
g5 |32 |8 d 2 Eof S |y S igdsd85958:39 2295839 8|8/858¢492/32985444d
93 | €3 g 88978439933 2549838394998 E899934d5<|3|5|308223 (93338534
1|13 | BlLgalci | Trichosporon 0[O0 w(3[3|3(15|33[3|1(3|3|3|3|3|3]|3 3|13({3|w(3|3|1|2|3[3(3|3(15(15|/15|/0|{N|3|w|[15({0|w|w 3[1|10(?]|(
dermatis D S
1|14 | BlLgalci | Trichosporon 1|0 w(3[3|1(15|3|3[3|w[3|3|2]|2]|3|3]|3 3|13(3|wl1|3]|2|2|3[3(3[3(15(15|15|/0({3|3|w|[3 |[w|l|w 3/1|13|0]Q
dermatis ,
5
1|25 | BlLglici Trichosporon 1|0 w(3[3|3(15|33[3|1(3|3|3|3|2(3]|3 3|13(3|w(3|3|w|2|3[3(3|3(15(15|2 |0|{3|3|w|2 [0|1]|w 3[113[|1|w
dermatis
2|10 | BlLgalci | Trichosporon 1|0 w(3[3|3(15|33[3|1({3|w|3|3|3[3]|3 313(3|2(3|3|2|1|1|3(3|2(15(15|2 |0|3|3|w|l [(0|1]|w 3[1|13|w|(Q
dermatis ,
5
2|11 | BlLvbc Trichosporon 1|0 w(3[2|3(15|3[2[3|1({3|w|3|3]|3[3]|3 3|13(3|2(3|3|2|1|1|3(3|2(15(15|2 |0|3|3|1|15(0|1|w 3[1|13|w|(Q
dermatis ,
5
2|13 | BlLvbc Trichosporon 1|0 w(3[3|3(15|33[3|1(3|3|3|3|3|3]|3 313(3|2(3|3|3|1|3|3(3|3(15(15|2 |0|3|3|1|15(2|1|w 3/1|13|w|(Q
dermatis , ,
5 5
2|16 | BlLgalci | Trichosporon 1|0 w(3[3|3(15|33[3|1({3|w|3|3|3[3]|3 313(3|2(3|3|2|1|1(3(3|3(15(15|2 |0|3|3|w|2 [0|1]|w 3/1|13|w|(Q
dermatis , ,
5 5
2|18 | BlLglici Trichosporon 1|0 w(3[2|3(15|3(3[3|2(3|w|3|3]|3[3]|3 313(3(|2(3|3|2|1|3|3(3|3(15(15|2 |0|3|3|w|[2 [0|1]|w 3/1|13|w|(Q
2 dermatis ,
5
2|24 | BlLglici Trichosporon ?10 w(3(2|2(15|3|3[2|1({3|w|3|3]|3[3]|3 313(3(|2(3|3|2|1|3|3(3|2(15(15|15|/0{w|3|2[15[0|w|w 3/1|13[|1]|0Q
dermatis ,
5
2|26 | BlLgalci | Trichosporon ? w|3(3[2|15(3|3[3]|2|3[3|3[3]|3|3]|3 313(3|2(3|3|3|1|3|3(3|3(15(15|2 |0|3|3|1|2 (0|1|w 3[/1|13|w|(Q
dermatis
2|28 | BlLvbc Trichosporon 1|0 w(3[1|2(15|3|3[2|1|{3|w|3|3]|3[3]|3 313(3(|2(3|3|2|1|3|3(3|2|2 |15/2 |0|3|3|w|l15[/0(|1]|0 3[/1|13|w|(Q
dermatis , ,
5 5
?
2|30 | BlLglici Trichosporon 1|0 w(3[3|3(15|3|3[2|2(3|n|3|3|3|3]|3 3|13(3|2(3|3|2|1|3|3(3|3(2 (1 |1 |0/3|3|w|1l [O|w|w 3/1|13|0]Q
dermatis i
2|33 | BlLvbc Trichosporon 1 w| 322|115 (3|3[3]|2|3[3|3[3]|3|3]|3 313(3|2(3|3|3|2|3[3(3|3(2 (1 |2 |0/3|3|w[l15({0|w|w 3[/1|13|w|(Q
dermatis
3(7,0 | BlLvbc Trichosporon 0[0 w(3[3|3(15|3(3[3|2(3|3|3|3|3[3]|3 313(3|2(3|3|w|2]|2[3(3|3|15(1 |1 |0|3|3|w|l |[0O|w]|O 3[1|13|w|(Q
2 dermatis

Foram considerados positivos os crescimentos Zracds 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oer@jz
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Anexo 07: Tabela 11(continuacéo):

Resultados elste$ de assimilacao, toleréncia e crescimento

g S g E
: 49¢ R s PEIRE IR
Y = . g s o 0 g _| o 8 o
© 2 o O 2 2 ol = | e —] = = = o | s IS
s |8 8 1g8udduddd | 99488383 d8995ddg | 128982 8 e |E958(8 8%
g5 | e \é_ mg;8928g_g8§%gagEﬁﬁgg-ag-wg_g%%g-hagg'gﬁ658‘5«5%922920\_'O}EEUUUL
3= | © n o g o H 2w H b o g = 9 99 S8 5953 9 gdg g = 9 3 3 S Ho| =] 5
33 | € 8 89789599325 id985884998899588389X844359453 02993 |3(2898534
3|7,2 |BlLvbc Trichosporon 1|0 w|3|3[3[2(3(3|3|3|3(3|3|3|3(3]|2 3[3|13|13|2|3(3(3|3(3({3|3|3(1|1|2|0(3(3|w|w|0O|w |O 3/1(3|w|0
3 dermatis ,
5
3|28 | BlLglici Trichosporon 1|0 w|3|3[3[2(3(3|3|2|3(3|3|3|3(3]|2 3[3|13|3|w[3[3(2|3[|3|3[3|3|1|1(|2({0(3|2|w|2|[0|w |w 3/1|13|0|0
dermatis s
5|6
3129 BlLglici Trichosporon 1|0 w|3|3[3(2(3(3|3|2|3(3|3|3|3(3]|2 3[3|13|3|w[3[3(2|3[33[3|3|1|1{2({0(3|3|w|2|[0|w |w 3/1|13|0|0
dermatis s
6|7
3|34 | BlLglici Trichosporon 1|0 w|3|3[2(2({3(3|3|2|3(3|3|3|3(3]|3 3[3|13|13|w|3[3(3|3]|3({3|3|3|1|w|2|{0(3(3|w|2|0|w |O 2/1(3|0]|0
dermatis
5|13 | BlLgalci Trichosporonsp (1|0 0(3(3(3|1|3|3(3(2(3|3|3|3(3|3|0(3|3|3(3|2|0|3|3(0|1|2|3|3|3|1(0|0|0|2|0|0|3|0|3 |O 113 2 n
5|7 BlLvbc Trichosporonsp (1|0 0(2(3(3|3|3|3|3[3(3|3|33[3|3|3[3(3(3(3|3|0(2(3(3|2|3|3|3(3(3(3|3|0(2(3|0|3|0]3 1 nl3 2 0
d
5| 16. | BlLvbc Trichosporonsp |1 |0 0/3({0|3|2|3(3|3|3(3|3|3|3(3|2(3|3|3(3|3|3(0|3|3(|0|2|3|3(3|3|2|1|1|0|2|0|0|3|0|3 [0 |2]|3 0 n
2 . .
5 5
3(13 | BlLvbc Wickerhamomyce 0 w3 |wlwiww/ 3|3 |lww3|3/1[3|3|2 wiwl3[3[1{3|w/w/1|{2|3|w/w|/1l|1[1|0|3|wlw[0|[O0O|w |O 0/1|3|w|0
s onychis?
4|15 | BlLgalci | Yarowia 0|0 0 0/3|1(2|0|3|3|0f1|0|3|0|0|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|3|3|0|12|1|2|0|0|3|2|3|0|3|0|0|3|0|2 |3 |3]|0 0 0
lipolytica , )
5 5
2|51 | BlLglici Yarrowia 0 wi3|1llwlwl2|wwwwll|lwwww w wiwlwlwjlwl3|[3|ww|lf2|ww2[1{2|0{3|w/w/3[0|w |w 0|1({1|0|0
lipolytica ,
5

Foram considerados positivos os crescimentos Zracds 1 e 1,5 e negativos valores w(fraco) oerd)z



Anexo 08: Figura 03: Eletroforese em gel agarogg%, da regido D1/D2 e ITS do rDNA
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Anexo 08: Figura 03(continuacao): Eletroforese ehagarose 1,75%, da regido D1/D2 e ITS do rDNA

-
- =
= =
-
il Se——
- i
e i
— —_—r =
= -
E i r— —— T e EE'E
bl - - — SR
o =g LEZD T LER [Ty

103



Anexo 08: Figura 03(continuacao): Eletroforese eagarose 1,75%, da regidao D1/D2 e ITS do rDNA
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Anexo 9. Tabela 12: identificacdo polifasica gamdados.

% o ©
8|3 E
Espécies 8 8 g 3 Identificacdo pelas sequéncia
(identificag@o morfofisiologica) g g 3 % D1/D2 rDNA

5|8 2

z
Candida aff. intermedia 5| 7| 14| BlLgalci |Candida aff. intermedia 93,4%
Candida aff. parapsilosis 4 | 5| 30| BlLvbc Candida aff. parapsilosis 98,9%
Candida aff. parapsilosis 4 | 6| 34| BlLglici |Candida aff. parapsilosis 99,1%
Candida aff. rugopelliculosa 1| 6| 28| BlLetanol | Candida rugopelliculos&9,3%
Candida aff. sorbophila 2| 1| 39| BlLgalci |Candida aff. sorbophile97,5%
Candida aff. valida 5| 1| 2 | BlLetanol | Pichia aff. membranifaciens 90,49
Candida catenulata 3 | 3| 20| BlLglici |Candida catenulata 100%
Candida catenulata 5| 7 9 | BlLglici |Candida catenulata 99,8%
Candida ethanolica 5| 7| 49 | BlLetanol | Candida ethanolica 100%
Candida glabrata 4 | 3| 18| BlLetanol | Candida glabrata 99,7%
Candida guilliermondii 4| 2 2 | BlLglici Meyermyces guilliermondii 100%
Candida guilliermondii 4 | 4| 27| BlLvbc Candida guilliermondii 100%
Candida guilliermondii 4 | 4| 28| BlLvbc Candida guilliermondii 100%
Candida guilliermondii 4 | 3| 38| BlLgalci |Candida guilliermondii 100%
Candida guilliermondii 5| 1| 23b| BlLgalci |Candida guilliermondiil00%
Candida guilliermondii 5| 5| 39| BlLgalci |Meyermyces guilliermondii 100%
Candida humilis 4 | 1| 9a| BlLgalci |Candida humilis 100%
Candida intermedia 3| 4| 69| BlLglici |Candidaintermedia 100%
Candida norvegica 4| 8| 23 |BlLetanol Lindnera subsufficiens 99,8

o
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Anexo 9(continuacao). Tabela 12:identificacdofpsita dos isolados.

+ ©
Espécies L é g g Identificac&o pelas sequéncia
. e~ L o = D1/D2 rDNA
(identificagdo morfofisioldgica) = 2 13 'g
5|2
pd
Candida parapsilosis 5 7 45 | BlLglici Candida parapsilosis 99,6%
Candida tropicalis 5 7 19 |BlLetanol | Candida tropicalis 100%
Candida tropicalis 5 7 15 |BlLgalci |Candida tropicalis 100%
Candida valida 5 1 24 | BlLetanol |Candida kruse99.2%
' . 3a ' Cryptococcus aff. rajasthanensis
Cryptococcus aff. rajasthanensis 2 1 BlLgalci |98,9%
42 Debaryomyces polymorphus
Debaryomyces polymorphus 4 7 BlLgalci |100%
Kloeckera apiculata 3 1 |18a BlLvbc Hanseniaspora uvarum 99.8%
Trichosporon insectorurstrain
20 ATCC
Trichosporon insectorum 5 1 BlLglici 20506 95,7%
Trichosporon dermatis 3 4 7b |BlLvbc | Trichosporon dermatis 100%
_ 13 Wickerhamomyces onyclis
Wickerhamomyces onyclis 3 6 BILvbc 99.6%
Yarowia lipolytica 4 7 15 |BlLgalci |Yarowia lipolytica 100%
Yarowia lipolytica 2 4 51 |BILglici |Yarowia lipolytica 100%

No total, foram identificados 236 isolados de 4@éetes, tend€andida famata/Candida guilliermondii, Candida faaf?e Trichosporon dermatisis espécies mais isoladas. Coletas: 1 (Julh&/09)
(agosto/09) 3 (setembro/09) 4(Fevereiro/10) e 5i(AD). Pontos de coleta 01 e 07 localizados etaitde alta poluicdo por esgotos domésticos,endical de vegetacdo bem conservada, sem esgotu®s
numeros 02 a 06 loclizados dentro do lago. 01 f@s de rios.
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Anexo 10: Base para isolamento de leveduras — BIL

Base para isolamento de leveduras — Bllmeio de enriquecimento baseado no meio MLA (Aigliéast
Medium; Hagler et al. 1986, Carvalho 2007, Gar€ia7.

Estoque de BlLglicose base para adi¢ao de inibsdore

BIL 1x BIL2x
extrato de levedura 0,5 % 1,0%
(NHy)2 SO, 0,1 % 0,2 %
NaH,PO, 0,2 % 0,4 %
MgSO, 0,01 % 0,02 %
KCI 0,04 % 0,08 %
cloranfenicol 0,04 % 0,08 %
amoxicilina 0,05 % 0,1 %

Ajuste o pH para 5,5

Stock of BlLgalactose base para adicao de inileisior

BIL 1x BIL2x
extrato de levedura 0,1 % 0,2 %
(NHy)2 SO, 0,1 % 0,2 %
NaH,PO, 0,2 % 0,4 %
MgSO, 0,01 % 0,02 %
KCI 0,04 % 0,08 %
cloranfenicol 0,04 % 0,08 %
amoxicilina 0,05 % 0,1 %

Ajuste o pH para 5,5

- Antibioticos: Fazer solucdo mae 100x em metand)4 g chloramphenicol + 0,5g amoxicilina em 10 m
metanol. ) Nao filtre, homogenise antes de pipetaadicione o atibiético em p6 antes de aquecer.

em

- Faca solucdo mée de cicloeximida 1% metanota P@pm em 100 mL adicione 0.1mL (100uL) ou para
1ppm adicione 0.01 mL (10uL).

- Verde Bromocresol (0.01%) é ser usado para BILYB pH devera ser ajustado para 4, em meios
diferenciais, e diferencia as colonias pelo seu pH.

- Acidos organicos como propionico ou malico podsen usados como tampdo em 0.05% ou como
inibidor a 0.2%

- Uma fonte de carbono pode ser adicionada a OCh#&xtrato de levedura ja incluido no meio basiooep
servir como fonte de carbono, e consistindo dergbgeaminoacidos. Para glicose use 0,5% com 065% d
extrato de leveduras(YE). Para outra fonte de carbeduza YE para 0,1%.

- No BlLetalnol 4%, o etanol é adicionado no Bamtl no momento antes da inoculacéo, servindo para
selecionar species fermentadoras resistentes al.etam Candida kruseie outras do clad®ichia
membranifaciensalém de ser um forte inibidor de fungos filamentoe bactérias.
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Anexo 11: Protocolo para extragdo de acidos nuséic

Protocolo para extracdo de acidos nucléicos comevRsre Yeast DNA Purification
(Epicentre) .

» Pegar uma colbnia (de um meio solido) e pasgar}20uL de agua esterilizada;
 Adicionar 200uL da solucéo de extracdo e Agitar em vortex (1Qisegs);

* Incubar a 65 °C por 15 min (apds, manter em gefdd mim);

* Adicionar 150uL da solucéo de precipitacao de proteinas e agitavortex (10
segundos);

* Centrifugar por 10 mim (10000 rpm);

* Retirar o sobrenadante e juntar Q0de isopropanol (mini-tubos de 1,5 ml);

« Agitar por inversao do tubo e centrifugar pomin (10000 rpm);

» Descartar o sobrenadante e lavar o precipitaigetgnto) com 50QL de etanol 70%;
* Ressuspender o DNA extraido comudsde tampao TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA
pH 7,5),-20°C;

* Visualizar uL do extraido em gel agarose 0,8%(TAE 0,5X : 2 raMpao Tris-
acetato, 0,5 mM EDTA, pH 8,0);

* Na eletroforese sera usadql5do marcador de peso molecular 1kB (Invitrogen);

» Os géis serdo corados com brometo de etidesualiados com iluminacao ultra-
violeta;
* A presenca de contaminantes sera checada corsenal mix de extragdo sem a

colonia (controle).




Anexo 12: Amplificagdo de fragmentos da regido cestia
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Amplificacdo de fragntos da regido estudada

- Etapa iniciade 94 °C 5 min;

- 30 ciclosde:
- Desnaturacao a 94 930 s;
- Anelamento /30 s:

- 57 °Cpara NL1-NL4 ;
- 55° Cpara ITS1f-NL4 e ITS1f-ITS4;

- Extensao:

- 73 °C/1 min p/ D1-D2 e ITS1f-ITS4 e 1,5 min p/ toddragmento.

* Os resultado das amplificac6es serao checadagetde agarose 1 %.




