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CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA E AVALIAÇÃO DA DIVERSIDADE DE 
LEVEDURAS ASSOCIADAS A BROMÉLIAS NO PARQUE DE ITAPUÃ-
VIAMÃO/RS. 
 
Autor: Melissa Fontes Landell 
Orientador: Prof. Dr. Patrícia Valente 
 

1RESUMO 
 

Durante o período de abril de 2004 a fevereiro de 2007, foram coletadas 73 
amostras de folhas de bromélias do Parque de Itapuã, Viamão, RS, com o objetivo 
de descrever as espécies de leveduras presentes, elucidar a ecologia destes 
microrganismos nesse habitat e avaliar o perfil enzimático das leveduras isoladas. 
Fragmentos das folhas foram submetidos a lavagens sucessivas com 0,5% Tween 
20. Diluições decimais seriadas da última lavagem, amostras de água dos tanques 
de bromélias e de flores foram inoculadas em meio YM (levedura-malte) 
modificado e incubadas a 25°C por 5-7 dias. Representantes dos diferentes 
morfotipos foram selecionados, purificados e mantidos a 4ºC até a caracterização 
molecular. Dos 178 isolados obtidos, 148 foram identificados por meio do 
seqüenciamento da região D1/D2 do rDNA e/ou ITS, sendo 6% de afinidade 
ascomicética e 94% de afinidade basidiomicética. Do total identificado, cerca de 
61% são espécies ainda não descritas de leveduras. Os gêneros Cryptococcus e 
Rhodotorula foram predominantes, seguidos por Farysizyma gen. nov. e 
Sporobolomyces. Dentre as leveduras já descritas, as espécies Rhodotorula 
marina (n=12),  e Cryptococcus flavescens  (n=16) foram as mais freqüentes. A 
espécie de afinidade basidiomicética denominada Farysizyma itapuensis  foi 
descrita no presente trabalho e demonstrou ser freqüente (n=18). Além dessa 
espécie, foi descrita uma nova espécie de levedura basidiomicética pigmentada: 
Cryptococcus bromeliarum sp. nov.. Entre os ascomicetos, duas espécies novas 
foram identificadas e descritas, Candida aechmeae sp. nov. e Candida vrieseae 
sp. nov.. Alguns isolados designados como Cryptococccus sp.  nov. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9, 10 e 11 e Rhodotorula sp. nov. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, entre outros menos 
frequentes, também pertencem a novas espécies e estão em processo de 
descrição. A diversidade e a riqueza de leveduras, calculadas pelo índice de 
Shannon-Weaver, foram maiores na Praia da Fora (H=3,471 e S=41) que na Praia 
da Pedreira (H=3,007 e S=32). Cento e quinze isolados tiveram sua capacidade 
para produzir enzimas amilase, celulase, proteinase e pectinase testadas, 107 
foram testadas para hidrólise de azeite e 114 para tween 80. Desses, cerca de 
13% foram positivos para amilase, 35,5% para proteinase, 17% para celulase, 
aproximadamente 3% para hidrólise de azeite e 72% para tween 80. Nenhum 
isolado apresentou resultado positivo para pectinase. Os resultados obtidos 
revelaram o grande potencial do filoplano de bromélias como substrato para o 
estudo e identificação de novas espécies de leveduras, assim como um bom 
substrato para o isolamento de leveduras produtoras de enzimas de interesse 
industrial.  

                                                 
1
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GENETIC CHARACTERIZATION AND ASSESSMENT OF THE DIVERSITY 
OF YEASTS ASSOCIATED WITH BROMELIADS IN ITAPUÃ PARK, 
VIAMÃO/RS. 
 
Author: Melissa Fontes Landell 
Advisor: Dr. Patricia Valente 
 

2ABSTRACT 
 

From April 2004 until February 2007, 73 samples of leaves of bromeliads were 
collected in Itapuã Park, Viamão, RS, with the objective of describing the yeast 
species present, elucidating the ecology of these microorganisms in this habitat 
and evaluating the enzymatic profile of yeasts isolates. Leaf pieces were submitted 
to successive washings with 0.5%Tween 20. Decimal serial dilutions from the last 
washing, samples of tank water, and flowers were inoculated in modified YM 
medium, and incubated at 25°C for 5-7 days. Representatives of different 
morphotypes were selected, purified and stored at 4°C until molecular 
characterization. Of the 178 isolates obtained, 148 were identified by sequencing 
the D1/D2 region of rDNA and / or ITS, being 6% of ascomycetous affinity and 94% 
of basidiomycetous affinity. Of the total identified, about 61% are undescribed yeast 
species. The genus Cryptococcus and Rhodotorula were predominant, followed by 
Farysizyma gen. nov. and Sporobolomyces. Among the yeasts already described, 
Rhodotorula marina (n = 12) and Cryptococcus flavescens (n = 16) were the most 
frequent. The species of basidiomycetous affinity named Farysizyma itapuensis 
was described in this work and proved to be frequent (n = 18). Besides this 
species, a new species of basidiomicetous pigmented yeast was also described: 
Cryptococcus bromeliarum sp. nov.. Among the ascomycetes, two new species 
were identified and described, Candida aechmeae sp. nov. and Candida vrieseae 
sp. nov.. Some isolates designated as Cryptococccus sp. nov. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9, 10 and 11 and Rhodotorula sp. nov. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, among other less 
frequent, also belong to new species and are in the process of description. The 
diversity and richness of yeasts, calculated by the Shannon-Weaver index, were 
higher in Fora Beach (H = 3.471 and S = 41) than Pedreira Beach (H = 3.007 and 
S = 32). One hundred and fifteen isolates had their ability to produce amylase, 
proteinase, cellulase and pectinase tested, 107 isolates were tested for olive oil 
consumption and 114 for tween 80. Of these, 13% were positive for amylase, 
35.5% for proteinase, 17% for cellulase, 3% for  olive oil and 72% for Tween 80. No 
isolate was positive for pectinase. The results revealed the great potential of 
phylloplane bromeliads as a substrate for the study and identification of new 
species of yeasts, as well as a good substrate for the isolation of yeasts producing 
enzymes of industrial interest. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Mata Atlântica é uma das florestas mais ricas quanto a diversidade de 

organismos e, ao mesmo tempo, uma das mais ameaçadas, existindo inúmeras 

espécies, tanto no macroambiente como também em microambientes, que 

nunca foram catalogadas. Atualmente, o corte e desmatamento ilegal, a 

especulação imobiliária e a poluição ambiental são os principais fatores 

responsáveis pela extinção, que se iniciou com a extração do pau-brasil no ano 

de 1500. O nosso país, apesar de apresentar uma grande biodiversidade, 

possui poucas espécies novas de leveduras descritas e no que se refere à 

região sul, são praticamente inexistentes. 

O Parque de Itapuã é um dos poucos locais onde a Mata Atlântica ainda 

é preservada na região metropolitana de Porto Alegre. Há uma grande 

diversidade de espécies de bromélias e estas por sua vez, acumulam água em 

seus tanques e em suas folhas. Elas são plantas endêmicas de Mata Atlântica 

e suas folhas e reservatórios de água (tanques) são ricos em nutrientes, tendo 

demonstrado portar uma larga diversidade de organismos graças à sua 

complexa estrutura trófica. Microrganismos podem ser encontrados em 

associação com diferentes partes das plantas, incluindo filoplano e tanques, 

por exemplo. 
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 Sabe-se que leveduras e outros microrganismos têm interações 

saprofíticas com as plantas por estas apresentarem um grande número de 

nutrientes disponíveis, sejam oriundos da própria folha ou de outras fontes, que 

acumulam-se na superfície pela ação do vento, chuva, insetos, etc. Apesar da 

presença de leveduras associadas ao filoplano não ser um fato novo, pouco se 

sabe a respeito de sua interação com bromélias tanto quanto ao aspecto 

taxonômico e ecológico quanto ao seu potencial biotecnológico, fazendo-se 

necessário maiores estudos. 

Baseado no exposto acima, este trabalho teve como objetivos: 

- Analisar a diversidade de leveduras em uma área de Mata Atlântica 

(Parque de Itapuã) no estado do Rio Grande do Sul.  

- Selecionar e descrever linhagens que representem possíveis 

espécies novas. 

- Verificar a produção de enzimas extracelulares pelas leveduras 

isoladas e selecionar linhagens com boa produção. 

Os resultados obtidos estão apresentados sob a forma de artigos 

preparados para publicação ou já publicados, cada um no formato exigido pela 

revista ao qual foram ou serão submetidos, denominados “Capítulos”. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Mata Atlântica: modelo de diversidade 

A Mata Atlântica está presente tanto na região de planaltos e serras do 

interior como na região litorânea, que vai do Rio Grande do Sul ao Rio Grande 

do Norte. Ao longo de toda a costa do Brasil, a sua extensão varia muito. Na 

chegada dos portugueses, em 1500, essa floresta se estendia contínua por 

mais de 1.300.000 km², ou cerca de 15% do território nacional, englobando 17 

estados brasileiros. Apesar de toda essa área, cerca de 93% de sua formação 

original já foi devastada (Fundação SOS Mata Atlântica, 2009).  

A definição de Mata Atlântica foi baseada em critérios botânicos e 

fitofisionômicos, juntamente com a natureza geológica e geográfica e, ainda, 

considerando as questões relativas à conservação ambiental. Esta definição foi 

posteriormente aprimorada e submetida ao Conselho Nacional do Meio 

Ambiente - CONAMA, que a aprovou em 1992, estabelecendo o conceito de 

Domínio da Mata Atlântica. Desta forma, passaram a ter a denominação 

genérica de Mata Atlântica as áreas primitivamente ocupadas pelas formações 

vegetais constantes no Mapa de Vegetação do Brasil (IBGE, 1992). Sua região 

de ocorrência original abrangia integralmente ou parcialmente, dezessete 

estados do Brasil, do Piauí ao Rio Grande do Sul (Fundação SOS Mata 

Atlântica, 2009).  
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A destruição da Mata Atlântica começou com a chegada dos 

portugueses no ano de 1500. Embora anteriormente ocupada por grupos 

indígenas numerosos, como por exemplo os Tupinambás, que já praticavam a 

agricultura, os relatos da época não registram qualquer sinal de destruição da 

cobertura florestal. Segundo Holanda (1995), as descrições são de uma 

floresta intocada, de enorme riqueza natural. 

Segundo Dean (1996), antes mesmo da exploração do ouro e das 

pedras preciosas, a existência de grandes quantidades de pau-brasil fez com 

que os arrendatários das terras assumissem a exploração enviando navios às 

costas brasileiras. O monopólio de exploração do pau-brasil só terminou em 

1859. Contabilizaram-se mais de três séculos de extração predatória. 

No entanto, sabe-se que essa exploração predatória não se limitou 

apenas à árvore do pau-brasil. Diversas madeiras de alto valor para a 

fabricação de móveis, construção naval, edificações e outras de uso nobre 

como canela, canjarana, jacarandá, araribá, pequi, peroba e urucurana, foram 

intensamente exploradas. A maioria das matas consideradas "primárias" e hoje 

colocadas sob a proteção das unidades de conservação foram destruídas já há 

dois séculos (Dean, 1996).  

A Mata Atlântica sobrevive em apenas cerca de 7% do território que 

antes ocupava. Seus principais remanescentes localizam-se nos estados das 

regiões Sudeste e Sul, cobrindo parte da Serra do Mar e da Serra da 

Mantiqueira (Silva & Gomes, 2003; Simões & Lino, 2003). 

Considerada como um dos mais ricos conjuntos de ecossistemas em 

termos de diversidade biológica do Planeta, a Mata Atlântica é composta de 
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uma série de paisagens bastante diversificadas, o que proporcionou uma 

diversificação ambiental muito significativa. 

Em um país onde a biodiversidade é considerada a maior do planeta, há 

espécies que podem ter sido extintas antes mesmo de serem catalogadas e 

outras que, ao serem descobertas acabam entrando rapidamente para a lista 

das ameaçadas de extinção. Esta diversidade está relacionada à grande 

extensão territorial, juntamente com a diversidade geomorfológica e climática. 

O estudo e a identificação de espécies relacionadas, juntamente com a 

proteção, são as maiores garantias para estas áreas, evitando assim o que 

ocorreu onde a floresta já foi eliminada (Giullietti, 1992). 

 

2.2 Parque de Itapuã 

O Parque de Itapuã, entre os parques estaduais do Rio Grande do Sul, 

é o que apresenta a maior diversidade de ecossistemas, abrigando um número 

significativo de espécies raras e ameaçadas de extinção, o que o coloca numa 

posição privilegiada quanto à preservação ambiental, sendo uma importante 

unidade de conservação no estado. Está localizado no município de Viamão, 

Rio Grande do Sul, a 57Km de Porto Alegre (coordenadas aprox. 50º 50' e 51º 

05' W e 30º 20' e 30º 27' S) e conta com uma área de 5.566 ha. Foi criado em 

1973 e reaberto em 2002 para visitação de alguns pontos após mais de 10 

anos fechado para que pudesse haver a recuperação da área, pois era uma 

região onde ocorria extração de granito e ocupação urbana desordenada. 

Abriga um número significativo de bromeliáceas (Rio Grande do Sul, 1997). 
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2.3 Bromélias: modelo de planta tropical 

A família Bromeliaceae compreende plantas tipicamente tropicais e 

abundantes em ambientes de Mata Atlântica, que é considerada um dos 

centros de maior diversidade desta família, estimando-se 40% das espécies e 

80% dos gêneros descritos, sendo que destes, 22% são restritos ao território 

brasileiro (Forzza, 2001, 2005). Elas sustentam um grande número de seres 

vivos que vão desde microrganismos até mamíferos, como mico-leão dourado 

e anfíbios, como algumas espécies de pererecas. As bromélias são plantas 

vasculares que contam atualmente com 56 gêneros e cerca de 3.086 espécies 

(Nunes, 2003; Luther, 2006). Existem representantes terrestres, rupícolas ou 

epífitas. As raízes servem, geralmente, apenas para fixação no caso das 

epífitas e, além da fixação, atuam na absorção de água e nutrientes nas 

terrestres. As folhas são espiraladas com bainhas amplas e flexíveis, que 

freqüentemente formam um recipiente no qual se acumulam água e detritos 

orgânicos (tanques), que podem ser ricos em microrganismos (Leme, 1984). 

Nos três tipos, sempre em maior ou menor quantidade, há a absorção de 

nutrientes pelos tricomas foliares, característica da família.  

Três subfamílias são tradicionalmente aceitas em Bromeliaceae (Smith & 

Downs, 1979): Bromelioideae, Tillandsioideae e Pitcairnioideae, porém apenas 

as duas primeiras são monofiléticas (Horres et al. 2000). Baseando-se nas 

hipóteses filogenéticas obtidas, Givinish et al. (2007) propuseram uma nova 

divisão para a família onde os diferentes clados referentes às antigas 

Pitcairnioideae, são tratados com novas subfamílias e, assim, Bromeliaceae 

passa a ter então oito subfamílias: Brocchinioideae, Bromelioideae, 
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Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e 

Tillandsioideae.  

Além da importância quanto ao papel ecológico, a importância 

econômica da família é destacada pelo uso como plantas ornamentais, sendo 

atualmente muito cultivadas e utilizadas em decorações de interior e projetos 

paisagísticos. Dessa maneira, a extração destas plantas de seus ambientes 

naturais coloca algumas espécies na lista de espécies ameaças. Várias 

espécies têm sido cultivadas comercialmente com as mais variadas finalidades.  

Pode-se destacar o fruto abacaxi  (Ananas comosus), apreciado na 

alimentação, produção de bebidas e doces. Outra espécie de valor econômico 

é Neoglaziovia variegata, utilizada como produtora de fibras. Na medicina, tem-

se o uso da enzima “bromelina”, presente em algumas espécies do gênero 

Bromelia (Moreira et al., 2006). A escolha dessa planta para o presente 

trabalho foi devido ao fato de serem encontradas em grande número, de serem 

típicas de habitats de Mata Atlântica e possuírem uma importante cadeia 

trófica. 

 

2.4 Leveduras  

Leveduras são microrganismos integrantes do reino Fungi, possuindo 

características típicas dos fungos como presença de parede celular rígida, 

núcleo organizado com membrana nuclear, aclorofilados,  nutrição heterotrófica 

por meio  de absorção dos nutrientes, reprodução sexuada por meio  de células 

especializadas denominadas esporos e ausência de motilidade. Elas se 

diferenciam dos demais fungos por possuírem um talo que é 
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predominantemente unicelular, realizarem a reprodução assexuada por 

brotamento ou fissão e não formarem corpos de frutificação (Kurtzman & Fell, 

1998). Elas compreendem representantes dos Filos Ascomycota (leveduras 

ascomicéticas) e Basidiomycota (leveduras basidiomicéticas). Além das 

estruturas sexuadas (ascos nas ascomicéticas e basídios nas 

basidiomicéticas), outras características, fisiológicas, bioquímicas e 

moleculares, permitem a distinção entre leveduras dos dois grupos. Estas 

características são importantes na classificação de gêneros anamórficos, nos 

quais não se conhece a fase sexuada do respectivo ciclo de vida. As leveduras 

são encontradas em folhas, frutos, flores, grãos de cereais e outros substratos 

contendo açúcares. Mas também podem ser isoladas do ar, do solo, de águas 

de lagos, rios e mares; da pele e do intestino de animais, incluindo associações 

com insetos (Do Carmo-Souza, 1969; Lachance et al., 2001, 2003; Rosa et al., 

2003; Pimentel et al., 2005; Nguyen et al., 2007; Rosa et al., 2007; Fuentefria et 

al., 2008).   

 

2.5 Leveduras no filoplano 

A superfície das plantas (filoplano) é considerada um habitat importante 

principalmente para uma grande variedade de espécies de leveduras, sendo 

que estas, juntamente com os fungos filamentosos, constituem o maior grupo 

da microbiota do filoplano (Andrews & Harris, 2000; Inácio et al., 2002; 2005).  

Esse tipo de associação pode ser dividida em transiente (inespecífica ou 

saprófitas epifítico efêmeros) ou permanente (epifíticos residentes, endofíticos 

ou patógenos). Durante muito tempo, a interação de microrganismos saprófitas 
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foi deixada de lado, devido ao interesse econômico em estudar fungos 

fitopatógenos e seus impactos na agricultura. Entretanto, nas últimas décadas, 

o interesse na microbiota saprofítica foi renovado, visto que esses parecem 

desempenhar um papel crucial na ciclagem de nutrientes e controle do 

tamanho da população que habita esse substrato (Fonseca & Inácio, 2006).  

As bactérias são, geralmente, as primeiras colonizadoras do filopano, 

quando as condições ambientais como umidade e disponibilidade de água são 

favoráveis. As leveduras juntamente com o fungo dimórfico Aureobasidium 

pullulans parecem colonizar o filoplano mais ativamente  (Andrews & Harris, 

2000; Fonseca & Inácio, 2006). 

Os nutrientes que estão disponíveis no filoplano, servindo de base ao 

desenvolvimento das populações de leveduras que ali colonizam, podem 

resultar de secreções das próprias folhas, naturais ou provenientes de feridas 

na cutícula (Tukey, 1971), ou de deposições pelo vento ou carreamento por 

insetos e outros organismos (Andrews & Harris, 2000). A espécie da planta e 

todo o ambiente físico/químico que a envolve condicionam as qualidades deste 

substrato e, assim, a biodiversidade das populações que aí se desenvolvem.  

Boa parte das espécies de leveduras basidiomicéticas possui um 

potencial assimilativo amplo com relação às fontes de carbono quando 

comparada com as leveduras ascomicéticas, que se restringem a poucas 

fontes de carbono (Kurtzman & Fell, 1998). Além disso, algumas espécies 

apresentam características que favorecem a sua permanência no filoplano, tais 

como produção de clamidósporos resistentes à dessecação, de balistosporos, 

cápsula mucóide, pigmentos carotenóides que auxiliam na proteção à luz solar. 
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Leveduras ascomicéticas são freqüentemente encontradas em substratos ou 

fontes ricas em açúcares simples, como frutos e seus insetos vetores, 

enquanto que as leveduras basidiomicéticas são ricamente encontradas em 

substratos que possuam componentes mais complexos, como folhas e solo 

(Santos et al., 1996).  

Os gêneros de leveduras basidiomicéticas mais comumente encontrados 

em associação ao filoplano são Bensingtonia, Bullera, Cryptococcus, 

Erythrobasidium, Kockovaella, Rhodotorula e Sporobolomyces/Sporidiobolus  e 

de leveduras ascomicéticas são os gêneros Candida, Debaryomyces e 

Taphrina (Fonseca & Inácio, 2006). As leveduras ascomicéticas, embora sejam 

importantes colonizadoras do filoplano, são mais frequentemente isoladas a 

partir de outras partes das plantas, como as flores e os frutos (Phaff & Starmer, 

1987). 

A maioria das leveduras de afinidade ascomicética são mais tolerantes a 

ambientes extremos, por isso em habitats hipersalinos, mares e oceanos, com 

altas concentrações de açúcar (p.e. mel, flores) e ambientes ácidos, entre 

outros, a predominância será de leveduras ascomicéticas (Silva, 2003). As 

exceções seriam algumas espécies dos gêneros Cryptococcus e Rhodotorula.  

Silva (2003), estudando a ocorrência de leveduras no filoplano de 

diversas plantas, com metodologia para o isolamento a técnica de lavagens 

das folhas, observou uma predominância de leveduras basidiomicéticas (cerca 

de 90%). Entretanto, Fuentefria (2004) estudou o filoplano de Hibiscus rosa-

sinensis, com a técnica de imprinting  para o isolamento das leveduras, 

encontrando uma variedade de espécies, com predominância de leveduras 



11 

 

ascomicéticas. Um aspecto que talvez pudesse justificar essa diferença 

encontrada poderia ser as diferentes metodologias de isolamento utilizadas nos 

dois trabalhos. 

 

2.6 Presença de leveduras em bromélias 

Araújo et al. (1998) encontraram na comunidade de leveduras do 

tanque de bromélias no Rio de Janeiro expostas à luz solar intensa uma 

predominância de leveduras com afinidade basidiomicética, enquanto que 

leveduras ascomicéticas foram prevalentes em bromélias localizadas na 

sombra. 

Hagler et al. (1993) estudando a comunidade de leveduras e coliformes 

presentes no tanque de bromélias no Rio de Janeiro,  encontraram em 

associação com Neoregelia cruenta, predominância de leveduras 

basidiomicéticas e do fungo dimórfico Aureobasidium pullulans. A bromélia 

Quesnelia quesneliana  apresentou  predominância de leveduras 

ascomicéticas. 

Valente (2000) estudando leveduras isoladas a partir do filoplano de 

bromélias, também no Rio de Janeiro, por meio  de identificação convencional 

e molecular, verificou a predominância de leveduras basidiomicéticas (54,6%), 

incluindo uma espécie de levedura não descrita, fenotipicamente similar a 

Candida tenuis. 

Ruivo et al. (2005) descreveram duas espécies novas de leveduras, 

Candida bromeliacearum e Candida ubatubensis, isoladas a partir da água do 



12 

 

tanque da espécie de bromélia Canistropsis seidelii em ecossistema de 

restinga no sudeste do Brasil. 

Embora estudos de leveduras em bromélias já sejam desenvolvidos há 

mais de uma década, pesquisas que envolvam a diversidade de leveduras 

associadas ao filoplano e a aplicação biotecnológica desses isolados ainda são 

uma novidade. Nenhum dos trabalhos citados anteriormente foi realizado na 

região sul do Brasil, enfatizando a importância do presente trabalho. 

 

2.7 Taxonomia convencional de leveduras 

Os métodos convencionais para caracterização taxonômica de leveduras 

são baseados em testes morfológicos, bioquímicos e fisiológicos, incluindo 

fermentação de diferentes açúcares, assimilação de diversas fontes de carbono 

e de nitrogênio, crescimento em diferentes temperaturas, sensibilidade à 

cicloheximida, urease e reação ao corante diazônio azul B (DBB), entre outros 

(Barnett et al., 2000). Entretanto, a taxonomia convencional de leveduras nem 

sempre alcança uma identificação correta, muitas vezes não representando as 

relações filogenéticas entre diferentes grupos. Porém, deve ser utilizada em 

conjunto com os métodos moleculares, como por exemplo o seqüenciamento 

de genes conservados,  no que é denominado Taxonomia Polifásica.  

Além de todas as aplicações tecnológicas que podem surgir a partir de 

estudo de diversidade de leveduras, é importante ressaltar a grande carência 

de estudos focando diversidade, relacionando à ecologia, à biogeografia, à 

genética e à biologia de populações, principalmente em ambientes naturais.   
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O número de espécies de leveduras descritas até 1998 era de 

aproximadamente 700 (Kurtzman & Fell, 1998). Acredita-se que o número de 

espécies de leveduras reconhecidas pela comunidade científica deve se 

aproximar muito de 1200, e esse número pode representar apenas cerca de 

1% de espécies na natureza (Mahdi et al., 2008). Existe uma urgência na 

realização de estudos científicos da biodiversidade, visto que apenas uma 

pequena fração do total da diversidade da vida é conhecido e que a extinção 

de espécies está crescendo rapidamente (Lachance, 2006).   

 

2.8 Taxonomia molecular de leveduras 

Métodos moleculares vêm sendo cada vez mais usados como uma 

importante ferramenta auxiliar na identificação de leveduras, principalmente de 

espécies com difícil visualização de características micromorfológicas 

essenciais para identificação (Boundy-Mills, 2006). Além disso, é uma 

ferramenta indispensável na análise filogenética de leveduras (Kurtzman & 

Robnett, 1998).  

Um dos primeiros métodos utilizado para o estudo da taxonomia de 

leveduras foi a determinação do conteúdo de GC (bases guanina-citosina) do 

DNA. Nesse caso, embora estudos recentes mostrem que a diferença de 1% 

no conteúdo de GC pode ser considerada um indicativo de que dois isolados 

pertençam a espécies diferentes, costuma-se aceitar 2% como valor básico 

(Gueho et al., 1992; Silva, 2003). Este método tem a vantagem de não 

necessitar de amplificação por PCR, mas necessita de grandes quantidades de 

DNA (Boundy-Mills, 2006) 
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A hibridização DNA-DNA também tem sido utilizada, mas sua resolução 

é limitada para espécies irmãs e o resultado não pode ser usado diretamente 

para comparação com outros taxa em estudos posteriores (Valente et al., 

1999). Nesse caso, 70% de similaridade em ensaios de hibridização de DNA-

DNA indica que dois isolados pertencem à mesma espécie (Poncet et al., 1984; 

Vaughan-Martini et al., 2000).  

O rDNA é muito empregado em estudos taxonômicos devido à presença 

de regiões codificantes e não-codificantes, que evoluem em diferentes taxa, e 

também pelo fato de estar presente em todos os organismos, a partir de uma 

origem evolutiva comum (Valente et al., 1999). A região gênica do rDNA possui 

as seguintes estruturas na disposição 5’-3’: a região espaçadora externa (ETS), 

o gene 18S (SSU - small-subunit), a região espaçadora interna (ITS1), o gene 

5.8S, uma segunda região espaçadora interna (ITS2) e o gene 26S (LSU - 

large-subunit). Este último gene apresenta as seqüências menos conservadas, 

em relação aos genes 18S e 5.8S e 5S, sendo a região de escolha para 

estudos de filogenia de espécies e grupos taxonômicos mais relacionados 

(Hamamoto et al., 2002). A região D1/D2 do LSU rDNA de grande parte das 

leveduras conhecidas encontra-se seqüenciada e observou-se que essa região 

é capaz de diferenciar quase todas as espécies de leveduras testadas, visando 

estudos de taxonomia. A seqüência da região ITS muitas vezes também é 

utilizada nesse tipo de estudo, como complemento à análise da região D1/D2 

do LSU rDNA, pois algumas espécies de leveduras apresentam esta última 

muito semelhante ou até mesmo idêntica (Kurtzman & Robnett, 1998; Valente 

et al., 1999; Fell et al., 2000; Silva, 2003).  
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A região ITS em geral é mais variável que a região D1/D2, no entanto 

também ocorrem algumas exceções (Scorzetti et  al., 2002) como nos casos 

das espécies do complexo  que inclui Sporidiobolus pararoseus  e Trichosporon 

laibachii / T. multisporum , sendo que essas duas últimas espécies apresentam 

sequências de ITS idênticas e sete bases diferentes na região D1/D2 (Bai et 

al., 2002). 

Fell et al. (2000), estudando a sistemática molecular de leveduras 

basidiomicéticas, viram que a maioria das espécies pode ser identificada 

usando a análise da região D1/D2, entretanto, a região ITS teve que ser 

utilizada para distinguir espécies intimamente relacionadas, sendo essa região 

recomendada como ferramenta adicional na diferenciação de espécies e 

linhagens de leveduras com afinidade basidiomicética. 

Scorzetti et al. (2002) confirmam que a combinação das análises das 

seqüências das regiões D1/D2 e ITS é recomendada para identificação de 

espécies, enquanto que para a definição de espécies é necessário ainda 

informações biológicas clássicas, como caracterização fenotípica e ciclo de 

vida. 

Além dessas regiões transcritas, espaçadores intergênicos (NTS ou IGS) 

que separam as cópias em tandem do rDNA nos cromossomos e que não são 

transcritos também podem ser utilizados (Valente et al. 1999; Silva, 2003).  

Embora o sequenciamento, como explicado acima, seja considerado o 

método ideal para a identificação de leveduras, sua aplicação em trabalhos nos 

quais há um grande número de isolados, como os de Ecologia Microbiana, é 

inviável. Diversos métodos de genotipagem têm sido propostos como 
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ferramentas iniciais nos protocolos de identificação, visando o agrupamento 

dos isolados obtidos e a seleção de representantes de cada grupo para 

posterior identificação via sequenciamento. Muitos desses trabalhos lidam com 

ecologia de leveduras na produção de bebidas fermentadas e outros alimentos, 

mas alguns abordam a ecologia em ambientes naturais (Gadanho et al., 2003; 

Suezawa et al., 2008). 

As técnicas de fingerprinting como, por exemplo, o Polimorfismo de DNA 

amplificado ao acaso (Random primer amplification polymorfic DNA - RAPD) 

também podem ser utilizadas na taxonomia de leveduras. Essa técnica 

consiste na amplificação com uso de oligonucleotídos iniciadores (primers) de 

seqüências curtas e arbitrárias que se anelam ao DNA-molde, produzindo um 

perfil de fragmentos típico para a linhagem ou a espécie, dependendo do 

oligonucleotídeo escolhido (Mehta et al., 2002). Nesse caso, os dados devem 

ser tabulados e uma matriz de similaridade deve ser calculada para a posterior 

construção de dendrogramas.  

A técnica de Polimorfismo pelo tamanho dos fragmentos amplificados 

(Amplified fragment length polymorphism - AFLP) se baseia na restrição 

enzimática do DNA genômico, ligação de adaptadores a alguns dos fragmentos 

gerados e amplificação por PCR dos fragmentos que possuam adaptadores. 

Os fragmentos são separados por eletroforese, sendo que os padrões gerados 

possuem poder discriminatório para diferenciação de linhagens ou de espécies 

(Barros-Lopes et al., 1999; Flores-Barrios et al., 2005).  Esta técnica não é 

muito difundida por causa do custo associado à aquisição dos adaptadores, o 

que torna o seu uso restrito em trabalhos de ecologia microbiana, porém tem 
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sido bastante utilizada em programas de melhoramento genético de plantas e 

animais (Marques et al., 2002) e em isolados clínicos (Barreto de Oliveira et al., 

2004; Litvintseva, et al., 2005).  

O Polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restrição (Restriction 

fragment length polymorphism – RFLP) pode ser utilizado da mesma forma que 

RAPD e AFLP. Esta técnica consiste na clivagem com enzimas de restrição de 

amostras de DNA e separação dos produtos de clivagem por eletroforese 

(Carvalho et al., 2005; Boundy-Mills, 2006). Entretanto, essa técnica pode ser 

aplicada a seqüências específicas, previamente amplificadas por PCR, 

permitindo uma melhor análise. O padrão de RFLP do DNA mitocondrial 

(mtDNA) ou somente parte (mtSSU rDNA) dele tem sido utilizado (Yamamoto 

et al., 1995), permitindo uma distinção de subespécies. Segundo Gené et al. 

(1996), essa técnica pode ser aplicada para o entendimento das relações entre 

anamorfos e teleomorfos. Uma das técnicas mais utilizadas para agrupamento 

genotípico de isolados é a análise do polimorfismo de fragmentos de restrição 

(RFLP) de amplicons correspondentes às regiões ITS e D1/D2. A maioria dos 

trabalhos que utiliza essa abordagem é feita com leveduras isoladas de 

processos fermentativos, sendo realizado o RFLP do amplicon referente à 

região ITS e posterior comparação dos resultados obtidos com um banco de 

dados de leveduras normalmente isoladas daquele tipo de substrato (Carvalho 

et al., 2005). Nos casos em que a identificação com a utilização direta do 

padrão de RFLP não é possível, representantes dos padrões não identificados 

são selecionados para sequenciamento da região D1/D2 (Granchi et al., 1999; 

Martorell et al., 2005; Coton et al., 2006). Baleiras-Couto et al. (2005) utilizaram 
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RFLP da região D1/D2 para agrupar as leveduras isoladas de fermentação de 

vinho tinto, obtendo 19 perfis diferentes. Representantes de cada um desses 

perfis tiveram a região D1/D2 sequenciada, visando a sua identificação. 

Uma variação do RFLP, a Análise de restrição de DNA ribossômico 

amplificado (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis - ARDRA), tem sido 

utilizada. Esta técnica está baseada em padrões de restrição enzimática do 

rDNA, por este ser universalmente distribuído e com alto grau de conservação, 

sendo o mais adequado para estudo de diversidade e análises filogenéticas de 

procariotos e eucariotos (Massol-Deya et al., 1995; Reis Junior et al., 2004).  

Outra metodologia que pode ser utilizada é a eletroforese em campo 

pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis – PFGE), que consiste na migração 

dos cromossomos em gel de agarose submetido a um campo elétrico de 

diferentes direções, embora a alta variabilidade intra-específica possa resultar 

em dificuldades para a taxonomia de leveduras. A utilização da técnica, aliada 

à hibridização de sondas obtidas de genes conservados, pode facilitar a 

identificação de espécies e caracterizar o polimorfismo cromossômico em 

determinados grupos (Marques et al., 2002).  

A utilização da análise de polimorfismo de micro e mini-satélites 

(Microssatelite – primed – MSP-PCR) está baseada na  amplificação de regiões 

repetitivas que se organizam em tandem no DNA, utilizando oligonucleotídeos 

iniciadores específicos para esse fim. Após a reação de PCR, os amplicons são 

separados em gel de agarose, possibilitando a análise dos resultados. O uso 

desta técnica para estudos de taxonomia e de diversidade de leveduras tem 

crescido significantemente, permitindo a caracterização de isolados clínicos e 
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ambientais de diferentes espécies de fungos (Meyer et al., 1999; Silva, 2003; 

Lasker & Ran, 2004; Nascimento et al., 2004). Esta técnica, assim como o 

RFLP e AFLP, tem poder discriminatório para diferenciar linhagens ou 

espécies, dependendo dos iniciadores utilizados e das bandas analisadas. 

Vários trabalhos que abordam a identificação molecular de leveduras isoladas 

de filoplano realizam o agrupamento dos isolados de acordo com o perfil obtido 

pelo MSP-PCR, com posterior seleção de representantes de cada grupo para 

sequenciamento da região D1/D2 (Inácio et al., 2002, 2005). Segundo 

Gadanho (2001), os resultados obtidos por meio  desta técnica indicam que 

este método é apropriado para a caracterização de grandes grupos de isolados 

por causa de sua simplicidade e boa reprodutibilidade.  

Um dos maiores problemas para a avaliação do papel das leveduras em 

estudos ecológicos é a dificuldade para o conhecimento da sua diversidade. A 

presença de células de leveduras viáveis mas não cultiváveis têm sido relatada 

(Divol & Lonvaud-Funel, 2005; Rantsiou et al., 2005), porém essa abordagem 

ainda não é difundida em estudos de ecologia de leveduras, entre outros 

motivos, por detectar apenas as espécies dominantes presentes no substrato 

(Cocolin et al., 2000). A metodologia proposta neste trabalho (isolamento das 

culturas de leveduras, seguido por sequenciamento das regiões D1/D2 e ITS e 

em alguns casos, agrupamento dos diferentes perfis genotípicos por MSP-

PCR) possui a vantagem de facilitar a identificação mais precisa dos isolados 

obtidos, além de possibilitar a detecção das espécies raras, devido ao cuidado 

com o esforço amostral e a caracterização genética da população de 

leveduras.  
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Para uma correta identificação utilizando a seqüências de genes 

conservados, se faz necessária uma base de dados confiável para a 

comparação das seqüências. Atualmente, para leveduras o GenBank vem 

sendo utilizado, embora erros decorrentes de informações imprecisas dos 

depositantes das seqüências possam ser observados.  

Todas as características apresentadas por uma levedura, seja 

fenotípica, genotípica ou de ecologia / diversidade devem ser levadas em conta 

na hora da definição de uma espécie, principalmente quando não se conhece a 

fase sexuada do seu ciclo de vida. 

 

2.9 Descrição de espécies novas no Brasil  

Trabalhos que estejam focados na descrição de espécies novas estão 

cada vez mais difundidos fora do nosso país (Fungsin et al., 2001; 2002; Inácio 

et al., 2002; Bai et al., 2003; Zhao et al., 2003; Inácio & Fonseca, 2004; Wang & 

Bai, 2004; Wang et al., 2004; Knutsen et al., 2008; Fidalgo-Jiménez et al., 

2008; Chang et al., 2008; Margesin & Fell, 2008; Satoh & Makimura, 2008; 

Takashima et al., 2009; Nagatsuka et al., 2009). Trabalhos no Brasil com esse 

enfoque são recentes e foram pricipalmente desenvolvidos a partir década de 

90 (Rosa et al., 1999; Carreiro et al., 2004; Ruivo et al., 2005; 2006; Rosa et al., 

2007; Barbosa et al., 2009; Rosa et al., 2009a, 2009b), todos realizados em 

regiões de Mata Atlântica nas regiões Sudeste e Norte, sendo que em outras 

regiões são praticamente inexistentes. 

A descrição de novas espécies e novos taxa de leveduras, juntamente 

com estudos ecológicos, são necessários para compreender a colonização e 
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distribuição de leveduras em diferentes ecossistemas e substratos (Morais et 

al., 2006). Além disso, o isolamento de novas espécies também pode ser 

considerado um método de preservação dessas espécies, já que eles podem, e 

devem, ser mantidos em laboratório e enviados para coleções de 

microrganismos. 

 

 2.10 Classificação de leveduras ascomicéticas  
 

Atualmente, o Filo Ascomycota, por meio  de análises filogenéticas das 

sequências de RNA ou DNA ribossômicos de leveduras e fungos filamentosos, 

está dividido em três subfilos: Pezizomycotina, Saccharomycotina e 

Taphrinomycotina (Figura 1).  O subfilo Pezizomycotina (Euascomycetes),  é 

composto maioritariamente por fungos filamentosos e alguns fungos dimórficos, 

onde quase todas as espécies produzem corpos de frutificação. Já o subfilo 

Saccharomycotina (Hemiascomycetes) é um grupo monofilético, que está 

composto quase que inteiramente por leveduras. Por fim, o subfilo 

Taphrinomycotina (Arquiascomycetes) é um grupo relativamente heterogêneo, 

composto por exemplo, pelos gêneros Taphrina, Neolecta, Pneumocystis e 

Schizosaccharomyces (Hibbet et al., 2007).  
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Figura 1: Filogenia e classificação do Filo Ascomycota (Hibbet et al., 2007). 
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2.11 Classificação de leveduras basidiomicéticas 

O filo Basidiomycota está dividido atualmente em três subfilos: 

Pucciniomycotina (Urediniomycetes), Ustilaginomycotina (Ustilaginomycetes) e 

Agaricomycotina (Hymenomycetes) (Figura 2) (Hibbet et al., 2007). As 

leveduras basidiomicéticas fazem parte do grupo mais diversificado do filo (Fell 

et al., 1992; Guého et al., 1993; Swann & Taylor 1995) e estão presentes nos 

três subfilos. As leveduras basidiomicéticas são, assim, polifiléticas, 

apresentando grande heterogeneidade em seus ciclos de vida, entre outras 

características (Fell et al., 2001). 

 2.11.1 Pucciniomycotina 
 

O subfilo Pucciniomycotina contém espécies de fungos em que as hifas, 

quando produzidas, são caracterizadas pela formação de septos com poros 

simples únicos. As espécies teleomórficas produzem basídios septados 

transversalmente ou não septados, e as paredes celulares apresentam manose 

como açúcar mais abundante. Seus membros geralmente não assimilam 

inositol como fonte de carbono e não produzem compostos amilóides (Fell et 

al., 2001).  

 Compreende três classes em que se encontram espécies de leveduras: 

Agaricostilbomycetes, Cystobasidiomycetes e Microbotryomycetes (Figura 2). A 

distribuição das leveduras em diferentes grupos reflete a natureza polifilética de 

muitos dos gêneros, principalmente os anamórficos, cuja classificação foi 

baseada em características morfológicas e fenotípicas. Por exemplo, espécies 

pertencentes ao gênero Rhodotorula distribuem-se pelas três classes (Silva, 

2003).
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Figura 2: Filogenia e classificação do Filo Basidiomycota (Hibbet et al., 2007). 
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 2.11.2 Ustilaginomycotina 
 

A parede celular apresenta glicose como açúcar predominante, seguido 

da presença de manose e galactose e ausência de xilose (Fell et al., 2001). 

Nesse subfilo está incluida a maioria dos carvões (como por exemplo espécies 

das ordens Ustilaginales e Tilletiales) e algumas leveduras, tais como 

Pseudozyma antarctica, Rhodotorula bacarum, Rhodotorula phylloplana e 

espécies dos gêneros Sympodiomycopsis, Tilletiopsis e Malassezia. Todas 

estas espécies, com exceção do gênero Malassezia,  parecem ser encontradas 

em associação com plantas, apesar de não existir qualquer informação sobre a 

possibilidade de serem simplesmente saprófitas ou estados leveduriformes de 

fungos dimórficos fitopatogênicos (Fell et al., 2001; Silva, 2003).  

 

2.11.3 Agaricomycotina 

Os membros desse grupo apresentam hifas com septos complexos, com 

doliporos. A glicose é açúcar predominante na parede celular, seguido por 

manose e xilose. Geralmente, os membros desse grupo são capazes de 

assimilar inositol e de produzir compostos amilóides (Fell et al., 2001). 

A classe Tremellomycetes inclui leveduras nas ordens Tremellales, 

Filobasidiales e Cystofilobasidiales. Na classificação atual, Trichosporonales foi 

inserido na ordem Tremellales (Hibbet et al., 2007). O gênero Cryptococcus é 

um gênero polifilético e ocorre em todas as ordens da classe. 

A ordem Tremellales constitui um grupo heterogêneo (Fell et al,  2000; 

Scorzetti et al., 2002). Inclui, por exemplo, os gêneros de leveduras Bullera, 
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Bulleromyces, Cryptococcus, Fellomyces, Kockovaella, Tremella, e 

Sirobasidium.  

Os membros dos Trichosporonales, como dito anteriormente, estão  

inseridos na ordem Tremellales. O gênero Trichosporon é caracterizado pela 

formação de artroconídeos e inclui espécies importantes do ponto de vista 

clínico, tais como Trichosporon asahii, Trichosporon cutaneum, Trichosporon 

inkin, Trichosporon mucoides e Trichosporon insectorum, espécie isolada a 

partir do estômago de insetos no Panamá e de queijo no Brasil (Fuentefria et 

al., 2008).  

A ordem Filobasidiales inclui espécies dos gêneros Cryptococcus, 

Filobasidiela, Filobasidium. Já a ordem Cystofilobasidiales inclui a espécie 

Guehomyces pullulans  e outros gêneros como por exemplo, Cystofilobasidium, 

Mrakia, Udeniomyces, Xanthophyllomyces e Itersonilia (Silva, 2003; Hibbet et 

al., 2007). 

 

2.12 Potencial biotecnológico de leveduras  

2.12.1 Enzimas 

O uso de microrganismos como fonte biotecnológica de enzimas 

extracelulares de interesse industrial tem sido estimulado. Eles representam 

uma excelente fonte de enzimas devido a sua grande diversidade bioquímica e 

facilidade de manipulação genética. A triagem de microrganismos com 

potencial para uso biotecnológico se inicia com a seleção do microrganismo 

que possui a característica desejada (Steele & Stowers, 1991). Essa seleção 

pode ser realizada a partir de coleções de culturas ou a partir de substratos 
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naturais presentes no meio ambiente. Entretanto, a estratégia utilizada para a 

seleção pode variar. Caso o objetivo seja isolar microrganismos que possuam 

diferentes capacidades para uso biotecnológico, como, por exemplo, 

capacidade de produzir diferentes enzimas, uma estratégia indireta de 

isolamento é normalmente adotada. Nesta estratégia, procede-se ao 

isolamento geral de microrganismos da amostra, que depois são testados com 

relação à capacidade de gerar os produtos ou as atividades desejadas. Desta 

forma, possibilita-se a criação de coleções de cultura de microrganismos que 

possam, posteriormente, ser testadas para a verificação de outras 

características de interesse industrial. Após esta primeira etapa de seleção do 

microrganismo, é realizada a otimização do processo de produção para 

posterior utilização em larga escala.  

O uso de fungos e leveduras como recursos biotecnológicos para 

produção de enzimas relevantes industrialmente tem estimulado o interesse na 

exploração da atividade enzimática destes microrganismos. Estes produtos 

oriundos de microrganismos que ocorrem naturalmente, apresentam a 

vantagem de serem mais facilmente aceitos e aprovados para comercialização 

do que os oriundos de microrganismos manipulados geneticamente (Steele & 

Stowers, 1991).  

A descoberta de novas leveduras, sua preservação e sua correta 

classificação são imprescindíveis para que a nossa diversidade de leveduras 

seja bem utilizada, mantida e transformada em riquezas em benefício do nosso 

próprio país. Além disso, por apresentar uma imensa versatilidade metabólica e 

facilidade de manipulação genética, são uma excelente fonte de substâncias 
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bioativas, incluindo enzimas e outros metabólitos que desempenham 

importante papel ecológico e muito utilizadas em processos industriais (Russo 

et al., 1997; Rodriguez et. al. 2004; Strauss et. al., 2001). Dentre estes 

compostos estão as proteases, celulases, lipases, celobiases, xilanases, 

esterases, entre outras. 

A maioria dos trabalhos sobre avaliação da capacidade de produção de 

enzimas de interesse biotecnológico por leveduras possui como foco o estudo 

da produção de vinho. Leveduras pertencentes a outras espécies que não as 

do gênero Saccharomyces produzem uma grande variedade de enzimas 

extracelulares que podem ser utilizadas no início da fermentação para 

favorecer a formação de flavores (Strauss et al., 2001; Rodriguez et al., 2004).  

Estudos focalizados na capacidade enzimática de leveduras do 

ambiente são pouco freqüentes, mas têm demonstrado que leveduras isoladas 

de ambientes tropicais representam uma fonte de várias enzimas com potencial 

para uso industrial (Abranches et al., 1997; Braga, et al., 1998; Buzzini & 

Martini, 2002; Fuentefria & Valente, 2005; Brizzio et al., 2007). 

 

2.12.2 Toxinas “killer” 

Algumas leveduras têm a capacidade de secretar componentes 

proteináceos com ação antifúngica (fungicida ou fungistática), denominado 

“fenômeno killer” em leveduras (Golubev, 2006). A sensibilidade à toxina pode 

ser específica, onde somente as células que contém receptores para as toxinas 

são sensíveis a elas (Ganter & Starmer, 1992; Golubev et al., 2002; Schmitt & 

Breinig, 2002; 2006; Golubev, 2006). 
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 Até hoje o fenômeno “killer” de Sacharamyces cereviseae é o mais 

estudado, mas linhagens produtoras de toxinas killer foram também isoladas de 

diversos gêneros como Candida, Cryptococcus, Hanseniospora, 

Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis, Williopsis, Zygosaccharomyces, 

Trichosporon, entre outras, incluindo leveduras de interesses ambiental, 

industrial e químico (Chen et al, 2000; Fuentefria et al., 2008). 

A produção dessas proteínas pode exercer uma importante influência 

nas comunidades de leveduras, modificando a composição de espécies do 

substrato a favor das produtoras e permitindo que elas se estabeleçam com 

mais sucesso em detrimento das outras leveduras sensíveis (Fredlund, et al., 

2002).  

Além disso, novas tecnologias têm sido criadas para o uso de processos 

biológicos na indústria alimentícia (Palpacelli et al., 1991) e na biotipagem de 

microrganismos de importância clínica (Buzzini et al., 2007; Fuentefria et al., 

2006; 2007). 

Segundo Fuentefria (2007), a aplicação biotecnológica de leveduras 

produtoras de toxinas “killer” vem crescendo consideravelmente, como agentes 

antifúngicos, linhagens iniciadoras de processos fermentativos, agentes de 

biocontrole e como marcadores epidemiológicos para discriminação de 

linhagens patogênicas.   
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2.12.3 Outras substâncias bioativas 

Espécies dos gêneros Candida, Rhodotorula e Cryptococcus também 

têm sido exploradas por sua capacidade de acumular lipídios dentro de suas 

células, tendo ampla utilização na indústria (Buzzini & Martini, 2006).  

As leveduras basidiomicéticas muitas vezes produzem pigmentos 

carotenóides. Esses pigmentos apresentam excelente aplicação nas indústrias 

farmacêutica, química e de alimentos (Buzzini & Martini, 2006; Olson, 1989; 

Krinsky, 1994; Nishimo et al., 1999). Já foi relatada em leveduras 

basidiomicéticas dos gêneros Rhodotorula/Rhodosporidium e 

Sporobolomyces/Sporidiobolus a produção de β-caroteno, γ-caroteno, toruleno 

e torularodina (Johnson & Schroeder, 1995). 

A produção de compostos orgânicos voláteis (VOCs) por leveduras dos 

gêneros Sporobolomyces, Candida e Debaryomyces também já foi relatada 

(Endrizzi et al., 1996; Spinnler et al., 2001; Wache et al., 2001). Estes 

compostos são muito utilizados nas indústrias química, farmacêutica, alimentos 

e cosmética (Berger & Drawert, 1987; Cheetham, 1997).  

 

2.13 Informações preliminares sobre leveduras isoladas de 

bromélias no Parque de Itapuã, Viamão – RS. 

Landell et al. (2006), utilizando metodologia convencional para a 

identificação dos isolados, obtiveram um total de 138 isolados de leveduras, 

sendo 13% leveduras de afinidade ascomicética e 87% de afinidade 

basidiomicética. Os gêneros Candida e Debaryomyces foram os mais 

frequentes no grupo de leveduras ascomicéticas, sendo a espécie 
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Debaryomyces hansenii a mais encontrada. Entre os basidiomicetos, 

Cryptococcus, Rhodotorula e Sporobolomyces/ Sporodiobolus, com as 

espécies Sporobolomyces roseus, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus 

albidus, Rhodotorula sp. nov., e Sporobolomyces salmonicolor foram mais 

frequentes. Vários isolados obtidos representam possíveis espécies novas, 

sendo que dezesseis foram confirmados como pertencentes a duas espécies 

ainda não descritas, por meio  do sequenciamento das regiões D1/D2 do LSU e 

ITS. A diversidade e a riqueza de leveduras foram maiores na Praia da 

Pedreira  que na Praia de Fora.  

Além disso, em um estudo preliminar, abordando produção de enzimas 

por essas leveduras isoladas de bromélias (Landell et al., 2005), testou-se 81 

isolados, onde 37% foram capazes de produzir a enzima β-galactosidase 

(lactase), 60,5% celobiase, 39,5% amilase, 45,7% capazes de hidrolisar 

caseína e 12,4% capazes de hidrolisar gelatina, demonstrando o grande 

potencial para uso industrial das leveduras isoladas de bromélias. 

Além dos resultados citados acima, durante o trabalho de mestrado 

(Landell, 2006), foi obtido um grupo grande de fungos leveduriformes (n=34) 

que também tiveram o perfil enzimático testado, apresentando resultados 

bastante promissores. 

Informações preliminares obtidas durante os trabalhos Landell et al., 

2005; Landell, 2006; Landell et al., 2006, demonstraram que esse substrato 

apresenta uma grande diversidade de leveduras, além de ser um bom 

substrato para o isolamento de espécies novas de leveduras e com um grande 

potencial para aplicação biotecnológica. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 3.1 Locais de amostragem 

Foram escolhidos dois locais de amostragem no Parque Estadual de 

Itapuã / Viamão – RS (30º20’ a 30º27’ S; 50º50’ a 51º05’ W), a Trilha do Araçá / 

Praia da Pedreira e Trilha da Betânea / Praia de Fora. O clima é subtropical 

úmido (Cfa), com temperatura e precipitação média anual de 19,5ºC e 

1347mm, respectivamente (Estação Meteorológica de Porto Alegre).  

 

 3.2 Plantas amostradas  

Foram selecionadas 11 espécies de bromélias: Aechmea recurvata 

(n=13), Bilbergia nutans (n=2), Dyckia sp. (n=1), Vriesea friburgensis (n=16), 

Vriesea gigantea (n=8), Vriesea procera (n=3), Tillandsia stricta (n=2), 

Tillandsia crocata (n=3), Tillandsia gardneri (n=7), Tillandsia geminiflora (n=10), 

Bromelia antiacantha (n=8), totalizando 73 amostras (36 amostras no ponto 1 – 

Trilha do Araçá / Praia da Pedreira - e 37 amostras no ponto 2 – Trilha da 

Betânea / Praia de Fora). 

 

3.3 Coleta, isolamento e conservação dos isolados de bromélias 

3.3.1 A partir do filoplano, flores ou de tanques de bromélias  

As amostras de bromélias foram coletadas durante o período de 05 de 

abril de 2004 a 25 de maio de 2007, perfazendo um total de sete coletas. As 

coletas realizadas nos anos de 2004 e 2005 correspondem ao trabalho 

realizado na dissertação de Mestrado (Landell, 2006). 
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Folhas maduras das bromélias foram assepticamente coletadas em 

sacos plásticos estéreis, transportadas para o laboratório e processadas em 

até cinco horas. Quando presentes, flores e águas dos tanques também foram 

coletadas. As folhas foram lavadas com água destilada estéril previamente ao 

processamento, para retirada da poeira acumulada e outros artefatos 

eventualmente presentes. Após, foram cortados assepticamente pedaços de 

10cm2 e colocados em frascos Erlenmeyers com 50mL de água destilada 

estéril e mantidos em agitador mecânico (“shaker”) por 10 minutos a 180 rpm. 

Esta água foi descartada e 30mL de uma solução de 0,5% Tween 20 foi 

acrescida ao frasco, mantidos em agitador mecânico novamente por mais 30 

min, também a 180 rpm. Para a dissociação das leveduras ainda 

remanescentes da superfície foliar, este procedimento foi repetido por mais 

duas vezes na primeira coleta e por mais uma vez nas coletas seguintes. Feita 

a última lavagem, foram realizadas diluições decimais seriadas até 10-2 e estas 

foram semeadas em duplicata pela técnica de espalhamento de superfície em 

meio YM (ver Tabela 1 – Anexos) acrescido de 0,04% cloranfenicol pH 4,0 e 

incubadas a 22-25°C por 5-7 dias. As flores foram coletadas assepticamente 

em sacos plásticos individuais e processadas como as folhas ou em alguns 

casos, foram maceradas, com auxílio de pistilo, em frascos acrescidos de água 

destilada estéril, semeadas em meio YM acrescido de 0,04% cloranfenicol (pH 

4,0) e incubadas a 22-25°C por 5-7 dias. As águas de tanques das bromélias 

foram coletadas assepticamente em tubos estéreis, com o auxílio de pipetas 

estéreis e diluidas até 10-2, sendo posteriormente semeadas da mesma forma e 

no mesmo meio utilizado para o processamento das folhas e flores. Após o 
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período de incubação, colônias de leveduras de cada tipo morfológico foram 

selecionadas e purificadas duas vezes consecutivas pela técnica do 

esgotamento em Ágar YEPG (ver Tabela 1 – Anexos), conservadas em tubos 

de ensaio contendo Ágar GYMP (ver Tabela 1 – Anexos), cobertos por uma 

camada de vaselina estéril e mantidos em geladeira.  

 

3.3.2 A partir da parte interna das folhas (Leveduras endofíticas) 

As folhas foram coletadas assepticamente em sacos plásticos estéreis e 

transportadas para o laboratório para o processamento. O processamento das 

amostras foi realizado de acordo com Sobral (2003). Elas foram previamente 

lavadas com água destilada estéril, para retirada da poeira acumulada e outros 

artefatos eventualmente presentes. Após, foram cortadas em pedaços de 

aproximadamente 10cm2, secas em fluxo laminar, pesadas e lavadas em 

etanol 70% por um minuto, hipoclorito de sódio 2% por três minutos, 

novamente com etanol 70% por um minuto e, para finalizar as lavagens, em 

água destilada estéril por duas vezes consecutivas, sendo que a última 

lavagem foi mantida em agitador mecânico por 30 min. Depois do 

procedimento de lavagem, as folhas foram maceradas em frascos tipo cadinho 

e as diluições 10-1 e 10-2 foram semeadas, em duplicata, pela técnica de 

espalhamento de superfície em meio YM acrescido de 0,04% cloranfenicol (pH 

4,0), sendo incubadas a 22-25°C por 5-7 dias. Após este período de incubação, 

colônias de leveduras que cresceram nas placas foram isoladas e realizado o 

mesmo procedimento descrito no item 3.3.1. 
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3.4 Caracterização molecular 

3.4.1 Extração de DNA genômico total  

Para a extração de DNA, as leveduras foram esgotadas em placas de 

Petri, com meio Ágar YEPG, e incubadas por 3-7 dias a 23-25ºC. Depois de 

selecionadas as colônias isoladas, estas foram inoculadas em 0,5 mL de 

tampão de lise celular (0,15M NaCl / 50mM Tris-HCl / 10mM EDTA / 2% SDS / 

pH=8,0) e incubadas por uma hora a 65°C. Em seguida, adicionou-se 1 volume 

de fenol-clorofórmio (1:1) e as amostras foram centrifugadas por 3 min a 12000 

X g, o sobrenadante foi purificado duas vezes consecutivas com clorofórmio, 

centrifugadas por 15 min a 12000 X g. Após essa etapa, o sobrenadante foi 

transferido para outro tubo, onde o DNA foi precipitado com isopropanol p.a. e 

centrifugado por 20 min a 12000 X g. O DNA foi lavado em etanol a 70%, seco 

à temperatura ambiente e ressuspendido em 100 µL de tampão TE (10mM 

Tris-HCl pH=7,6 / 1mM EDTA pH=8,0) e estocado em geladeira ou a -20°C até 

seu uso. A quantidade e a qualidade do DNA obtido foram verificadas após 

eletroforese do DNA em gel de agarose 0,8 - 1% (p/ vol). 

 

3.4.2 Sequenciamento da regiões D1/D2 do LSU rDNA e ITS. 

Para amplificação da região D1/D2 do LSU rDNA foram utilizados os 

oligonucleotídeos iniciadores NL1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA 

AAG-3’) e NL4 (5’-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3’) (O’DONNELL, 1993). 

Para a reação de amplificação foi utilizado um volume final de 25µL contendo 

20 – 30 ng de DNA, 1 U Taq polimerase (Invitrogen), 20 pmol de cada 

oligonucleotídeo iniciador, 0,2 mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e 2,5 
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mM MgCl2. O programa de amplificação constituiu em um passo de 

desnaturação inicial a 94°C durante 3 min, seguido de 33 ciclos de 1 min a 

94°C, 30 seg a 56°C e 1 min a 72°C, com uma extensão final de 72°C durante 

6 min. 

Para amplificação da região ITS, que compreende os espaçadores 

intergênicos ITS1 e ITS2 e o gene do rRNA 5.8S foram utilizados os 

oligonucleotídeos iniciadores ITS1 (5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’)  e 

ITS4 (5’-TCC  TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’). A reação de amplificação para 

essa região foi semelhante à reação para amplificação da região D1/D2 do LSU 

rDNA, apenas com a substituição dos oligonucleotídeos iniciadores. O 

programa de amplificação constituiu em um passo de desnaturação inicial a 

95°C durante 5 min, seguido de 30 ciclos de 45 seg a 95°C, 30 seg a 56°C e 1 

min a 72°C, com uma extensão final de 72°C durante 7 min. 

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados por precipitação 

com RNA transportador (tRNA), onde adicionou-se ao produto de amplificação 

1µL de tRNA (1µg/µL) e 2,5 volumes de etanol absoluto (4°C). Após, incubou-

se por 16h a -20°C, seguido por uma etapa de centrifugação a 13000 rpm por 

30 min; o sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com etanol 70% 

e centrifugado por 3 min. Deixou-se secar o precipitado e ressuspendeu-se em 

tampão TE. A quantificação das amostras foi realizada em gel de agarose 1%. 

Para reação de sequenciamento foi utilizado um volume final de 10 µL, 

contendo 80 ng/ µL de DNA para região D1/D2 e 70 ng/ µL para a região ITS, e 

5 pmol dos oligonucleotídeos. Foi utilizado o kit DYEnamic™ ET Dye 
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Terminator Cycle Sequencing (MegaBACE), empregando o sequenciador 

automático MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences). 

As sequências foram obtidas por meio  do programa STADEN  Package 

(Staden et al., 2000), alinhadas por meio  do programa MEGA, version 4.0 

(Tamura et al., 2007) e analisadas no programa BLAST Nucleotide-nucleotide 

BLAST (blastn) (Altschul et al., 1997), disponível no site 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST . As árvores filogenéticas foram construídas 

pela análise Neighbour-Joining ou Máxima Parcimônia  utilizando o programa 

MEGA 4.  

 

3.4.3 Determinação de polimorfismo de regiões de mini e micro-

satélite (MSP-PCR) 

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram: M13 (5’-GAG GGT 

GGC GGT TCT-3’) e (GTG)5 (5’-GTG GTG GTG GTG GTG-3’). Para a reação 

de amplificação foi utilizado um volume final de 25µL contendo 20 – 30 ng de 

DNA, 1 U Taq polimerase (Invitrogen), 20 pmol de cada oligonucleotídeo, 0,2 

mM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2,5 mM MgCl2 e 3mM Mg(C2H3O2)2. O 

programa de amplificação constituiu em um passo de desnaturação inicial a 

94°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 20 seg a 94°C, 1 min a 50°C e 20 

seg a 72°C, com uma extensão final de 72°C durante 6 min. O padrão de 

bandas obtido foi verificado após eletroforese do DNA em gel de agarose 2% 

(p/ vol) a 70V por 5h. 
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3.5 Caracterização convencional das espécies novas de leveduras  

As espécies leveduras foram caracterizadas fenotipicamente seguindo 

características morfológicos e fisiológicos (Yarrow,1998).  

 

3.5.1 Características macromorfológicas - Morfologia colonial  

Foram observadas as características coloniais como cor (branca, creme, 

amarelada, laranja, rosa, vermelha, marrom, preta), brilho (brilhante, opaca), 

forma (circular, oval ou fusiforme), margem (regular, irregular, lobada ou com 

raízes), superfície (lisa ou rugosa), elevação (plana, convexa, umbonada ou 

vulcão) e consistência (cremosa, mucóide, butirosa, membranosa, esfarelada, 

dura, seca), segundo Yarrow (1998). 

 

3.5.2 Características micromorfológicas 

3.5.2.1 Morfologia celular 

Foram realizadas lâminas a fresco a partir do crescimento de culturas 

em Ágar YEPG com no máximo uma semana de incubação a 22-25°C e a 

observação foi feita em microscopia óptica com aumento de 400 a 1000X. As 

características celulares observados foram: forma e tamanho da célula, 

presença de pseudomicélio, tipo de reprodução assexuada (brotamento e/ou 

fissão) e, caso seja por brotamento, tipo de brotamento (multipolar, bipolar, 

unipolar), presença de ascosporos e de balistosporos, segundo Barnett et al. 

(2000) e Yarrow (1998).  
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3.5.2.2 Formação de ascosporos 

A verificação da produção de ascosporos pelas leveduras com afinidade 

ascomicética foi realizada utilizando como meio para induzir a sua produção 

Ágar acetato e Ágar V8 (ver Tabela 1- Anexos) e incubação a 22-25°C por até 

um mês. Em microscopia óptica, foram observadas a presença ou ausência de 

conjugação, forma e número de ascósporos por asca e liberação ou não de 

esporos logo após a sua formação. 

 

 3.5.2.3 Formação de hifas e pseudohifas  

O microcultivo (cultivo em lâmina) ou a técnica de Dalmau Plate foram 

as técnicas escolhidas para observação de pseudohifa ou de hifa verdadeira, 

utilizando o meio de cultura Ágar Fubá (ver Tabela 1- Anexos). 

 

3.5.3 Testes bioquímicos/fisiológicos  

3.5.3.1 Testes de fermentação  

Verificou-se a capacidade de cada levedura fermentar a glicose e, em 

alguns casos, a galactose, sacarose, lactose e maltose. Antes de realizar cada 

teste, as culturas foram crescidas em Ágar YEPG para obtenção de células 

metabolicamente ativas. Estas culturas foram, posteriormente, inoculadas em 

tubos de ensaios com meio para fermentação contendo tubos de Durham 

invertidos no seu interior. Os tubos de fermentação foram lidos regularmente 

em 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21 dias após a inoculação. A produção de gás foi 

confirmada pelo seu acúmulo nos tubos de Durham. A leitura foi considerada 

negativa quando não houve acúmulo de gás ou quando apenas foram 
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observadas algumas bolhas de gás no tubo de Durham, +1 quando apenas 1/3 

do tubo de Durham estava ocupado por gás, +2 quando o gás estiver presente 

em 2/3 do tubo e +3 quando o tubo de Durham encontrou-se cheio de gás. As 

linhagens cujas leituras registraram-se +2 ou +3 foram consideradas 

fermentadoras. As culturas que tiveram resultado positivo para fermentação de 

glicose foram testadas para fermentação de galactose, sacarose, lactose e de 

maltose (Yarrow, 1998; Barnett et al., 2000). 

 

3.5.3.2 Assimilação de fontes de carbono 

A capacidade de assimilação de diferentes fontes carbonadas pelas 

leveduras foi verificada, tendo sido utilizadas as seguintes fontes: glicose, 

galactose, ribose, xilose, L-arabinose, D-arabinose, ramnose, maltose, trealose, 

celobiose, salicina, lactose, rafinose, sacarose, inulina, amido solúvel, glicerol, 

eritritol, ribitol, glucitol, manitol, inositol, N-acetil-glicosamina, citrato, lactato, 

succinato,  gluconato, tween 20, tween 80 e melibiose. Esta habilidade de 

assimilar ou não diferentes fontes de carbono permite a distinção das espécies 

de acordo com o seu padrão assimilativo. O método de réplica em placas 

(Barnett et al., 2000) foi o método escolhido neste trabalho. As linhagens 

metabolicamente ativas foram inoculadas em tubos contendo 2 mL de água 

destilada estéril por 24-48h, até uma densidade de 0,5 medida pelo cartão de 

Wickerham, para que as leveduras esgotassem suas fontes energéticas. Após 

esse período, uma alíquota de 400µL de cada levedura foi adicionada em cada 

um dos poços da base do aparelho utilizado para esta técnica (replicador de 

Steer), permitindo que vinte e cinco leveduras fossem testadas por vez. Placas 
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contendo as fontes de carbono descritas acima, adicionadas de Yeast Nitrogen 

Base (YNB) e ágar, foram inoculadas com as leveduras a serem testadas e 

incubadas por 21 dias a 22-25ºC (Yarrow, 1998; Barnett et al.,2000). Como 

controle positivo foi usada a placa com meio YNB e glicose, e como controle 

negativo uma placa apenas com YNB e ágar (ver Tabela 1- Anexos).   

 

3.5.3.3 Assimilação de fontes de nitrogênio 

Para a assimilação de fontes de nitrogenadas foram utilizados nitrato de 

sódio, nitrito de sódio, lisina, etilamina, creatina e creatinina, como únicas 

fontes de nitrogênio, utilizando a mesma técnica de réplica em placas do teste 

de assimilação de fontes de carbono, com exceção do nitrito de sódio. As 

linhagens foram inoculadas, a partir de culturas recentes em Ágar YEPG, em 

tubos contendo 2mL de água destilada estéril, por 24-48h, para que as 

leveduras esgotassem suas fontes energéticas. A densidade do inóculo nos 

tubos com água estéril foi medida pelo cartão de Wickerham (densidade 0,5). 

Ao mesmo tempo, foi preparado meio contendo YCB 1,17% com 2% de ágar e 

as fontes de nitrogênio testadas a uma concentração de 0,078% para nitrato, 

0,064% para etilamina, 0,056% para lisina, 0,078% para creatina e creatinina. 

Para o teste de assimilação de nitrito de sódio, foi realizada a técnica de 

auxanograma, onde as linhagens previamente inoculadas em água destilada 

estéril, por 24-48h, para esgotamento de suas fontes energéticas, foram 

inoculadas em YCB 1,17% e ágar 2% pela técnica de “pour-plate”, em seguida 

adicionou-se pequena quantidade de nitrito de sódio sobre a superfície do meio 

de cultura. Incubadas por até 7 dias a 22-25ºC. O resultado positivo foi 
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evidenciado pelo crescimento da levedura na superfície do meio de cultura e ao 

redor do inóculo do nitrito. 

 

3.5.3.4 Teste de Urease e Diazônio Azul B (DBB) 

As linhagens foram inoculadas a partir de culturas recentes e 

metabolicamente ativas em tubos contendo o meio Ágar Uréia. Inicialmente 

autoclavou-se todos os constituintes (ver Tabela 1 - Anexos) nos tubos com  

2,25mL cada, com exceção da uréia que foi esterilizada por filtração em filtros 

de celulose de 0,22µm. Após esterilização do meio de cultura, adicionou-se 

0,25mL de uréia filtrada (estoque 10%), homogeneizou-se e inclinou-se os 

tubos, deixando solidificar. Os tubos de ensaio foram inoculados e incubados 

por 3 dias a 22-25ºC, sendo realizadas leituras diariamente. A atividade da 

enzima urease, quando presente, aumenta a alcalinidade do meio de cultura, 

provocando alteração inicial do indicador de pH de rosa para branca (Neufeld, 

1999; Barnett et al., 2000). 

Após a leitura da urease, as culturas foram incubadas a 60ºC por cerca 

de 18 horas, sendo posteriormente adicionadas sobre o inóculo cerca de 1mL 

de uma solução contendo o corante Diazônio Azul B (DBB) tamponado com 

Tris-HCL 1M para um pH 7.0. As culturas que adquiriram uma coloração 

avermelhada após o contato com o reagente DBB foram consideradas 

positivas. Os isolados que não desenvolveram coloração avermelhada foram 

considerados negativos (Hagler & Ahearn, 1981).  
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3.5.3.5 Crescimento em diferentes temperaturas 

O teste de crescimento em diferentes temperaturas foi realizado com a 

utilização do meio caldo YEPG. Após a inoculação, os tubos foram incubados 

em banho-maria nas temperaturas de 30, 37, 40 e 42ºC por até quatro dias, 

sendo a leitura realizada diariamente pelo grau de turvação, de acordo com a 

escala de Wickerham (Yarrow, 1998; Barnett et al., 2000).  

 

3.5.3.6 Teste de tolerância ao NaCl 10% e 16% 

Avaliou-se a capacidade de crescimento das leveduras, durante 21 dias, 

em duas concentrações de soluções salinas hipertônicas; NaCl 10% e 16%. O 

meio utilizado foi o caldo ou Ágar YEPG modificado (acrescido de NaCl nas 

concentrações citadas acima). Para controle positivo, utilizou-se o meio sem 

NaCl, incubação a 22-25 ºC por 21 dias, sendo a leitura realizada de sete em 

sete dias pelo grau de turvação, de acordo com a escala de Wickerham ou pelo 

crescimento na superfície do meio sólido (Barnett et al., 2000).  

 

3.5.3.7 Teste de tolerância à glicose 50% 

Seguindo o teste de tolerância a soluções hipertônicas, foi testada a 

capacidade da levedura de crescer em meio com alta concentração de glicose 

(solução glicosilada hipertônica). O meio utilizado foi o caldo ou Ágar YEPG 

modificado (acrescido de glicose 50%). Para controle positivo, utilizou-se o 

meio com glicose 2%, incubação a 22-25 ºC por 21 dias, sendo a leitura 

realizada de sete em sete dias pelo grau de turvação, de acordo com a escala 



44 

 

de Wickerham ou pelo crescimento na superfície do meio sólido (Barnett et al., 

2000). 

 

3.5.3.8 Produção de compostos amilóides 

Para avaliar esta característica, adicionou-se uma solução de lugol 

(solução de iodo com iodeto de potássio 1:5) à placa com crescimento positivo 

da amostra em meio sólido contendo YNB com glicose. O resultado positivo foi 

evidenciado pela formação de um complexo esverdeado a azulado na colônia, 

devido à reação do composto amilóide com a solução de iodo. 

 

3.6 Perfil enzimático  

 Todos os isolados testados (n=115 para amilase, celulase, proteinase e 

pectinase; n=107 para hidrólise de azeite e n=114 para tween 80) foram 

previamente cultivados em Ágar YEPG por 24-48h para verificação da pureza 

das culturas e obtenção de células metabolicamente ativas. Placas com os 

substratos enzimáticos correspondentes foram avaliadas 

semiquantitativamente para a presença ou ausência de atividade enzimática e 

seus resultados classificados de acordo com o halo de atividade enzimática em 

meio sólido. As escalas em centímetros dos diâmetros de difusão das enzimas 

foram classificadas como: fraca atividade, quando menor ou igual a 0,5cm (w), 

atividade positiva quando for maior que 0,5 cm (+), e forte atividade quando for 

maior ou igual a 1cm (++) com a finalidade de selecionar as linhagens que 

foram melhores produtoras das respectivas enzimas. Estes limites foram 

padronizados empiricamente, utilizando linhagens previamente reconhecidas 
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como boas produtoras, fracas produtoras e não produtoras de cada enzima 

analisada. 

 

3.6.1.2 Lipase/Esterase 

 3.6.1.2.1 Hidrólise de Azeite de oliva  

Foi utilizado meio de Gorodkowa (ver Tabela 1- Anexos). Após 

esterilização por autoclavação, suplementou-se o meio com 5% de azeite de 

oliva esterilizado por filtração em filtros de celulose 0,22µm, agitou-se e 

distribuiu-se por placas de Petri. Cada levedura foi inoculada e as placas 

incubadas por 7 dias a 22-25ºC. A revelação da atividade lipolítica foi feita com 

uma solução saturada de sulfato de cobre (30%) por 10 min, correspondendo 

um resultado positivo ao desenvolvimento de um halo azulado em redor da 

cultura.  

 

3.6.1.2.2 Hidrólise de Tween 80 

Foi utilizado o mesmo meio de Gorodkowa suplementado com 0,01% de 

cloreto de cálcio e 2,5% de Tween 80. Após a semeadura das leveduras, as 

placas foram incubadas por 7 dias a 22-25ºC. O resultado positivo foi 

evidenciado pela precipitação de sais de cálcio em redor das culturas, 

formados pela liberação dos ácidos graxos, ou pela formação de um 

precipitado menos denso à volta da cultura, devido à hidrólise completa dos 

ácidos graxos. 
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3.6.1.3 Polissacarases 

3.6.1.3.1 Amilase  

A atividade amilolítica dos isolados foi verificada por meio  da 

degradação do amido solúvel (Buzzini & Martini, 2002; Strauss et al., 2001). 

Após 7 dias de incubação adicionou-se uma solução de lugol à placa de Ágar 

Amido (ver Tabela 1 - Anexos), observando-se, após um período de 30 

minutos, um nítido halo amarelado ou rosado ao redor do crescimento das 

linhagens consideradas positivas. O restante do meio torna-se corado de 

violeta. A reação se deve pela captura do iodo pelas duas moléculas 

polissacarídeas (amilose e amilopectina) constituintes da estrutura básica do 

amido, formando um composto escuro (MacFaddin & Lippincott, 2000). 

 

3.6.1.3.2 Celulase 

A atividade celulolásica foi testada em meio com carboximetilcelulose 

1% (Ver Tabela 1 -Anexos). Cada levedura foi semeada em um quadrante da 

placa de Petri e incubada por 7 dias a 22-25°C. A revelação foi realizada com 

uma solução 0,003% de vermelho congo durante 15 min, seguida de lavagem 

com solução 1M de cloreto de sódio. A hidrólise de carboximetilcelulose foi 

detectada pela formação de um halo com tom amarelado ao redor da cultura da 

levedura. 
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3.6.1.4 Protease 

3.6.1.4.1 Hidrólise de caseína 

A atividade caseinolítica foi testada em placas de Petri contendo o meio 

Ágar caseína, ajustado para pH 7,0 com KOH 5N (Braga et al., 1998; Strauss 

et al., 2001; Trindade et al., 2002). A revelação foi realizada após sete dias de 

incubação a 22-25°C, com a adição de HCl 1N na superfície do meio deixando 

reagir com a caseína por um período de 1 hora. O resultado positivo foi 

considerado quando ao redor do inóculo surgiu um halo transparente devido à 

hidrólise da caseína, circundado por um fundo com coloração esbranquiçada 

correspondendo à área onde a caseína não tinha sido hidrolisada, sendo, 

portanto, desnaturada por ação do ácido clorídrico.  

 

3.6.1.5  Pectinase 

 A atividade da enzima pectinase foi testada em placas de Petri 

contendo o meio Ágar Pectina (ver tabela 1- Anexos) (Santi, 2005). A revelação 

foi realizada após sete dias de incubação a 22-25°C, com a adição de uma 

solução de vermelho de Rutênio 0,02%. O resultado positivo é evidenciado por 

meio  de um halo de degradação (translúcido) ao redor da colônia.  

 

3.7 Determinação do índice de Shannon-Weaver e curva de 

rarefação 

A análise dos resultados de diversidade de espécies encontradas nos 

dois pontos do Parque de Itapuã foi feita por meio  do cálculo do índice de 

Shannon-Weaver, que relata o número de espécies e a importância relativa 
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individual das espécies (Shannon & Weaver, 1963) e de curvas de rarefação, 

que permitem comparar amostras para as quais o resultado do isolamento foi 

desigual, com um número muito variável de contagens totais, devido ao grande 

número de espécies raras encontradas nesse substrato.  

 

3.8 Listagem de meios de cultura utilizados   

Os meios de cultura utilizados estão listados na Tabela 1 (Anexos). 
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4. CAPÍTULO 1: 

  

 

 

 

 

 

Farysizyma gen.nov., an anamorphic genus in the Ustilaginales to 

accommodate three novel epiphytic basidiomycetous yeast species 

from America, Europe and Asia. 

 

 

 

 

Publicado na revista: 

 

FEMS Yeast Research 

(2008), 8, 499 – 508. 
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5. CAPÍTULO 2: 

  

 

 

 

 

 

Cryptococcus bromeliarum sp. nov., an orange coloured basidiomycetous 

yeast isolated from bromeliads in Brazil 
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6. CAPÍTULO 3: 

  

 

 

 

 

 

Candida aechmeae sp. nov. and Candida vrieseae sp. nov. two new yeast 

species isolated from the phylloplane of bromeliads in Southern Brazil. 
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7. CAPÍTULO 4: 

  

 

 

 

 

 

Rhodotorula chungwhensis sp. nov., a novel member of the order 

Cystobasidiales. 
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8. CAPÍTULO 5: Comunidade e potencial biotecnológico de leveduras 

associadas a bromélias  

 

8.1 Comunidade de leveduras associadas a bromélias  

Foram obtidos 178 isolados a partir das espécies de bromélias coletadas, 

sendo que, 174 isolados foram obtidos a partir do filoplano, água ou flores e 4 

isolados foram obtidos a partir da técnica de isolamento de microrganismos 

endofíticos.  Essas últimas leveduras receberam a denominação de EI01, EI03, 

EI04 e EI05. Do total de leveduras isoladas, aproximadamente 6% são de 

afinidade ascomicética (n=11) e 94% são leveduras de afinidade 

basidiomicética (n=167).  

Cento e quarenta e oito isolados foram identificados por meio do 

sequenciamento das regiões D1/D2 e/ou ITS do rDNA e pertencem a 18 

gêneros e 57 espécies (Tabela 1).  

Os gêneros mais encontrados foram: Candida, Farysizyma, Cryptococcus, 

Rhodotorula e Sporobolomyces/Sporiobolus. 

A listagem com a identificação presuntiva das leveduras, assim como a 

espécie de bromélia de onde foram isoladas, pode ser vista na Tabela 1. 

 

8.1.1 Taxonomia molecular de leveduras 

8.1.1.1 Filo Ascomycota 

Somente cerca de 6% (n=11) dos isolados obtidos são de afinidade 

ascomicética. Apesar do baixo índice, 5 isolados são prováveis espécies 

novas. 
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TABELA 1: Listagem com a identificação genotípica das leveduras isoladas de 
bromélias e as espécies de bromélias de onde foram isoladas. 
 

Ascomicetos (n=11) Linhagem Bromélia 

Candida aechmeae sp. nov.  BI153 Flor Aechmea recurvata 

Candida aechmeae sp. nov.  BI259 Bilbergia nutans 

Candida hawaiiana BI95 Flor Tillandsia gardneri 

Candida hawaiiana BI132 Tillandsia gardneri 

Candida parapsilosis BI06 Tillandsia geminiflora 

Candida parapsilosis EI01 Vriesea procera 

Candida parapsilosis BI336 Vriesea friburgensis 

Candida vrieseae sp. nov. BI146 Agua Vriesea gigantea 

Candida sp. nov. 01 BI242 Bromelia antiacantha 

Debaryomyces melissophilus BI81 Tillandsia gardneri 

Lalaria sp. nov. 01  EI05 Tillandsia gardneri 

Basidiomicetos (n= 137)a Linhagem Bromélia  

Pucciniomycotina   

Erythrobasidiales   

Erythrobasidium hasegawianum BI43 Vriesea friburgensis 

Erythrobasidium hasegawianum BI107 Vriesea gigantea 

Erythrobasidium hasegawianum BI205 Tillandsia gardneri 

Erythrobasidium hasegawianum BI332 Tillandsia gardneri  

Rhodotorula marina BI18 Tillandsia geminiflora 

Rhodotorula marina BI25 Vriesea friburgensis 

Rhodotorula marina BI34 Vriesea friburgensis 

Rhodotorula marina BI44  Vriesea friburgensis 

Rhodotorula marina BI123 Vriesea friburgensis 

Rhodotorula marina BI140 Flor Tillandsia crocata 

Rhodotorula marina BI219 Tillandsia geminiflora 

Rhodotorula marina BI256 Vriesea friburgensis 

Rhodotorula marina BI267 Tillandsia geminiflora 

Rhodotorula marina BI303 Aechmea recurvata 

Rhodotorula marina BI310 Vriesea friburgensis 

Rhodotorula marina BI319 Aechmea recurvata 

Rhodotorula sp. nov. 01 BI02 Tillandsia geminiflora 

Rhodotorula sp. nov. 01 BI327 Vriesea gigantea 

Sporobolomyces vermiculatus BI252 Tillandsia gardneri 



110 

 

TABELA 1: Continuação - Listagem com a identificação genotípica das 
leveduras isoladas de bromélias e as espécies de bromélias de onde foram 
isoladas. 

Microbotryales   

Rhodotorula bogoriensis BI179 Flor Tillandsia geminiflora 

Rhodotorula nothofagi BI65 Vriesea procera 

Rhodotorula nothofagi BI114 Vriesea gigantea 

Rhodotorula nothofagi BI280 Flor Tillandsia gardneri  

Rhodotorula sp. nov. 02 BI215 Tillandsia geminiflora 

Rhodotorula sp. nov. 03 BI116 Vriesea gigantea 

Rhodotorula sp. nov. 04 BI157 Aechmea recurvata 

Rhodotorula sp. nov. 05 BI108 Vriesea gigantea 

Rhodotorula sp. nov. 05 BI124 Vriesea friburgensis 

Rhodotorula sp. nov. 05 BI240 Bromelia antiacantha 

Rhodotorula sp. nov. 06 BI208 Tillandsia gardneri 

Rhodotorula sp. nov. 06 BI24 Vriesea friburgensis 

Rhodotorula sp. nov. 07 BI158 Aechmea recurvata 

Rhodotorula sp. nov. 08 BI216 Tillandsia geminiflora 

Sporidiobolales   

Sporidiobolus pararoseus BI85 Bromelia antiacantha 

Sporidiobolus pararoseus BI89 Flor Tillandsia crocata 

Sporidiobolus pararoseus BI167 Bromelia antiacantha 

Sporidiobolus pararoseus BI234 Vriesea friburgensis 

Sporobolomyces tsugae BI173 Bromelia antiacantha 

Sporobolomyces tsugae BI316 Aechmea recurvata 

Sporobolomyces sp. nov. 01 BI50 Vriesea friburgensis 

Sporobolomyces sp. nov. 02 BI217  Tillandsia geminiflora 

Sporobolomyces sp. nov. 03 BI149 Flor Aechmea recurvata 

Sporobolomyces sp. nov. 04 BI100 Bromelia antiacantha 

Sporobolomyces sp. nov. 04 BI113 Tillandsia geminiflora 

Agaricostilbales   

Bensingtonia sp. nov. 01 BI183 Bromelia antiacantha 

Ustilaginomycota   

Exobasidiales   

Graphiola sp. nov. 01 BI122 Vriesea friburgensis 

Graphiola sp. nov. 01 BI138 Tillandsia crocata 
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TABELA 1: Continuação - Listagem com a identificação genotípica das 
leveduras isoladas de bromélias e as espécies de bromélias de onde foram 
isoladas. 

Microstromatales   

Sympodiomycopsis sp. nov. 01 BI83 Tillandsia geminiflora 

Rhodotorula phylloplana EI04 Tillandsia gardneri 

Ustilaginales   

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI52 Vriesea friburgensis 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI63 Vriesea procera 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI77 Tillandsia gardneri 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI109 Vriesea friburgensis 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI120 Vriesea friburgensis 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI154 Tillandsia geminiflora 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI181 Dickia sp. 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI224 Tillandsia geminiflora 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI229 Vriesea friburgensis 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI232 Vriesea friburgensis 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI235 Vriesea friburgensis 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI238 Vriesea friburgensis 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI277 Flor Tillandsia gardneri  

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI286 Vriesea gigantea 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI302 Aechmea recurvata 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI305 Vriesea friburgensis 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI307 Vriesea friburgensis 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI321 Aechmea recurvata 

Agaricomycotina   

Tremellales   

Auriculibuller fuscus BI111 Tillandsia geminiflora 

Bullera dendrophila BI103 Bromelia antiacantha 

Bullera sinensis BI196 Vriesea procera 

Bullera sp. nov. 01 BI335 Vriesea friburgensis 

Cryptococcus bromeliarum  sp. nov. BI20 Vriesea friburgensis 

Cryptococcus bromeliarum  sp. nov. BI68 Vriesea procera 

Cryptococcus bromeliarum  sp. nov. BI79 Tillandsia gardneri 

Cryptococcus bromeliarum  sp. nov. BI133 Tillandsia gardneri 

Cryptococcus  flavescens BI91 Flor Tillandsia crocata 

Cryptococcus  flavescens BI144 Tillandsia geminiflora 

Cryptococcus  flavescens BI200 Vriesea procera 
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TABELA 1: Continuação - Listagem com a identificação genotípica das 
leveduras isoladas de bromélias e as espécies de bromélias de onde foram 
isoladas. 

Cryptococcus  flavescens BI204 Tillandsia gardneri 

Cryptococcus  flavescens BI207 Tillandsia gardneri 

Cryptococcus  flavescens BI220 Tillandsia geminiflora 

Cryptococcus  flavescens BI225 Tillandsia geminiflora 

Cryptococcus  flavescens BI231 Vriesea friburgensis 

Cryptococcus  flavescens BI272 Tillandsia crocata 

Cryptococcus  flavescens BI276 Tillandsia gardneri 

Cryptococcus  flavescens BI278 Flor Tillandsia gardneri  

Cryptococcus  flavescens BI281 Flor Tillandsia gardneri  

Cryptococcus  flavescens BI282  Bromelia antiacantha 

Cryptococcus  flavescens BI283 Bromelia antiacantha 

Cryptococcus  flavescens BI296 Aechmea recurvata 

Cryptococcus  flavescens BI320 Aechmea recurvata 

Cryptococcus  podzolicus BI244 Bromelia antiacantha 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI142 Flor Tillandsia crocata 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI169 Bromelia antiacantha 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI202 Tillandsia gardneri 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI290 Vriesea gigantea 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI299 Aechmea recurvata 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI309 Vriesea friburgensis 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI311 Bromelia antiacantha 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI325 Vriesea friburgensis 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI96 Flor Tillandsia gardneri 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI203 Tillandsia gardneri 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI246 Vriesea gigantea 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI254 Vriesea fibrurgensis 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI273 Tillandsia crocata 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI279 Flor Tillandsia gardneri  

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI284 Bromelia antiacantha 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI285 Vriesea gigantea 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI288 Vriesea gigantea 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI298 Aechmea recurvata 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI312 Bromelia antiacantha 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI320 Aechmea recurvata 

Cryptococcus  sp. nov. 03 BI118 Vriesea gigantea 
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TABELA 1: Continuação - Listagem com a identificação genotípica das 
leveduras isoladas de bromélias e as espécies de bromélias de onde foram 
isoladas. 

Cryptococcus sp. nov. 03 BI264 Tillandsia geminiflora 

Cryptococcus sp. nov. 04 BI195 Água Vriesea gigantea 

Cryptococcus sp. nov. 04 BI295 Aechmea recurvata 

Cryptococcus sp. nov. 06 BI226 Tillandsia geminiflora 

Cryptococcus  sp. nov. 07 BI139 Tillandsia crocata 

Cryptococcus  sp. nov. 07 BI141 Flor Tillandsia crocata 

Cryptococcus  sp. nov. 08 BI223 Tillandsia geminiflora 

Cryptococcus  sp. nov. 09 BI237 Vriesea friburgensis 

Cryptococcus  sp. nov. 10 BI287 Vriesea gigantea 

Cryptococcus  sp. nov. 11 BI293 Vriesea gigantea 

Dioszegia sp. nov. 01 BI247  Vriesea gigantea 

Fibulobasidium sp. nov. 01 BI14 Tillandsia geminiflora 

Sirobasidium intermedium BI198 Vriesea procera 

Sirobasidium intermedium BI292 Vriesea gigantea 

Tremella sp. nov. 01 BI23 Vriesea friburgensis 

Tremella sp. nov. 01 BI80 Tillandsia gardneri 

Tremella sp. nov. 01 BI236 Vriesea friburgensis 

Tremella sp. nov. 01 BI251 Tillandsia gardneri 

Tremella sp. nov. 02 BI243 Bromelia antiacantha 

Tremella sp. nov. 03 BI269  Tillandsia crocata 

Cystobasidiales   

Occultifur externus BI206 Tillandsia gardneri 

Rhodotorula chungwhensis sp. nov. BI218 Tillandsia geminiflora 

Filobasidiales   

Cryptococcus sp. nov. 05 BI94 Tillandsia gardneri 

Cryptococcus sp. nov. 05 BI210 Tillandsia geminiflora 
a Trinta isolados de afinidade basidiomicética não tiveram a identificação 
molecular realizada até o momento.  
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8.1.1.1.1 Subfilo Saccharomycotina 

Três isolados correspondem a duas novas espécies descritas no 

presente trabalho, pertencentes ao gênero Candida (C. vrieseae - BI146 e C. 

aechmeae – BI153, BI259). O isolado BI242 recebeu a denominação Candida 

sp. nov. 01 por se tratar de uma outra provável espécie nova. Esse isolado 

apresentou mais de 35 substituições da espécie mais próxima Candida 

quercitrusa  NRRL Y-5392 (código acesso GenBank U45831). Por esse motivo 

as análises devem ser repetidas, visto a possibilidade de haver uma sequência 

contaminante no meio. O isolado BI81 foi identificado como Debaryomyces 

melissophilus, e os isolados BI06, BI336 e EI01 como Candida parapsilosis. 

 

8.1.1.1.2 Subfilo Taphrinomycotina 

O único isolado encontrado, pertencente ao subfilo Taphrinomycotina  e 

à Ordem Taphrinales, foi o EI05, este isolado foi denominado de Lalaria sp. 

nov. 01.   

 

8.1.1.2 Filo Basidiomycota 

8.1.1.2.1 Subfilo Pucciniomycotina 

A ordem Erythrobasidiales está representada por 4 isolados 

pertencentes à espécie Erythrobasidium hasegawianum, doze isolados da 

espécie  Rhodotorula marina e dois isolados da provável espécie nova 

Rhodotorula sp. nov. 01 (Tabela 1). 

Os isolados pertencentes à ordem Microbotryales são Rhodotorula 

bogoriensis (n=1), Rhodotorula nothofagi (n=3), Rhodotorula sp. nov. 02 (n=1), 
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Rhodotorula sp. nov. 03 (n=1), Rhodotorula sp. nov. 04 (n=1), Rhodotorula sp. 

nov. 05 (n=3), Rhodotorula sp. nov. 06 (n=2), Rhodotorula sp. nov. 07 (n=1), 

Rhodotorula sp. nov. 08 (n=1). 

A Ordem Sporidiobolales foi representada pelas espécies Sporidiobolus 

pararoseus (n=4), Sporobolomyces tsugae (n=2), Sporobolomyces sp. nov. 01 

(n=1), Sporobolomyces sp. nov. 02 (n=1), Sporobolomyces sp. nov. 03 (n=1), 

Sporobolomyces sp. nov. 04 (n=2), 

Por fim, a ordem Agaricostilbales está representada pelo isolado BI183 

(Bensingtonia sp. nov. 01).  

 

8.1.1.2.2 Subfilo Ustilaginomycotina 

Dois isolados (BI122 e BI138) foram identificados como Graphiola sp. 

nov. 01. por serem prováveis espécies novas pertencentes a esse gênero e 

classificados na ordem Exobasidiales. 

A ordem Microstromatales apresentou dois isolados: BI83 

(Sympodiomycopsis sp. nov. 01) e EI04 (Rhodotorula phylloplana).  

Os isolados BI52, BI63, BI77, BI109, BI120, BI154, BI181, BI224, BI229, 

BI232, BI235, BI238, BI277, BI286, BI302, BI305, BI307 e BI321 fazem parte 

do grande grupo de leveduras encontradas em bromélias pertencentes à 

espécie nova descrita no presente trabalho, Farysizyma itapuensis, e 

pertencem à ordem Ustilaginales. 
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8.1.1.2.3 Subfilo Agaricomycotina 

A ordem Tremellales apresentou 66 representantes, sendo os isolados 

Auricullibuler fuscus (BI111) e Dioszegia sp. nov. 01 (BI247), os únicos 

representantes de seus respectivos gêneros, seguidos por três representantes 

do gênero Bullera (BI103 – B. dendrophila; BI196 - B. sinensi e BI335 – Bullera 

sp. nov.), um isolado da espécie Fibulobasidium sp. nov. 01, dois da espécie 

Sirobasidium intermedium (BI198 e BI292) e seis isolados no gênero Tremella 

(BI23; BI80; BI236; BI243; BI251; BI269). O gênero Cryptococcus é polifilético, 

tendo representantes nas ordens Filobasidiales, Tremellales e 

Cystofilobasidiales (Silva, 2003; Hibbet et al., 2007). Na ordem Tremellales 

apresentou a espécie C. flavescens como espécie predominante do gênero 

(n=16). O isolado BI244 foi o único da espécie C. podzolicus. Já a espécie C. 

bromeliarum sp. nov., descrita durante o presente trabalho, apresentou quatro 

isolados, seguida das prováveis espécies novas encontradas: Cryptococcus sp. 

nov. 01 (n=8), Cryptococcus sp. nov. 02 (n=12), Cryptococcus sp. nov. 03 

(n=2), Cryptococcus sp. nov. 04 (n=2), Cryptococcus sp. nov. 06 (n=1), 

Cryptococcus sp. nov. 07 (n=2), Cryptococcus sp. nov. 08 (n=1), Cryptococcus 

sp. nov. 09 (n=1), Cryptococcus sp. nov. 10 (n=1), Cryptococcus sp. nov. 11 

(n=1). 

As leveduras Rhodotorula chungwhensis sp. nov. (BI218) e Occultifur 

externus (BI206) pertencem à ordem Cystobasidiales e a espécie  

Cryptococcus sp. nov. 05 (n=2) foi a única da ordem Filobasidiales. 

Leveduras dos gêneros Sporobolomyces/Sporidiobolus, Bensingtonia, 

Bullera, Bulleromyces e Tilletiopsis são capazes de formar balistosporos. 
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Porém somente em alguns de nossos isolados identificados nesses gêneros, 

foi possível observar essa característica (BI04, BI84, BI123, BI149, BI167, 

BI183, BI212 e BI234). Essa característica foi observada por meio  da alta 

produção de balistosporos que algumas tiveram, permitindo que fosse 

observada sua imagem especular (por causa da ação da gravidade nos 

balistosporos) nas tampas das placas de Petri quando incubadas. Cabe 

ressaltar que os isolados BI04, BI84 e BI212 não foram identificados 

genotipicamente até o momento. 

 

8.2 Diversidade de Leveduras 

A Tabela 2 apresenta a freqüência dos isolados obtidos de cada espécie 

de levedura em cada ponto de coleta amostrado.   

A Figura 3 apresenta a curva de rarefação de espécies diferentes de 

leveduras com o aumento do número de amostras.  
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Tabela 2: Freqüência dos isolados obtidos de cada ponto de coleta amostrado (Praia da Pedreira e Praia de Fora). 
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   an=36 n=37  n=13 n=2 n=8 n=1 n=3 n=7 n=10 n=2 n=16 n=8 n=3  

Ascomicetos                  

Candida aechmeae sp. nov  2  0 2  1b 1           

Candida hawaiiana  2  2 0       2b       

Candida parapsilosis 3  1 2        1  1  1  

Candida vrieseae sp. nov. 1  0 1           1c   

Candida sp. nov  01 1  0 1    1          

Debaryomyces melissophilus 1  1 0       1       

Lalaria sp. nov. 01 1  0 1       1       
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Basidiomicetos                  

Pucciniomycotina                  

Erythrobasidiales                  

Erythrobasidium hasegawianum 4  2 2       2   1 1   

Rhodotorula marina 12  10 2  2    1b  3  6    

Rhodotorula sp. nov. 01 2  1 1        1   1   

Sporobolomyces vermiculatus 1  0 1       1       

Microbotryales                  

Rhodotorula bogoriensis 1  0 1        1b      

Rhodotorula nothofagi 3  3 0       1b    1 1  

Rhodotorula sp. nov. 02 1  0 1        1      

Rhodotorula sp. nov. 03 1  1 0           1   

Rhodotorula sp. nov. 04 1  0 1  1            

Rhodotorula sp. nov. 05 3  2 1    1      1 1   

Rhodotorula sp. nov. 06 2  1 1       1   1    

Rhodotorula sp. nov. 07 1  0 1  1            

Rhodotorula sp. nov. 08 1  0 1        1      
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Sporidiobolales                  

Sporidiobolus pararoseus 4  2 2    2  1b    1    

Sporobolomyces tsugae 2  1 1  1  1          

Sporobolomyces sp. nov. 01 1  1 0          1    

Sporobolomyces sp. nov. 02 1  0 1        1      

Sporobolomyces sp. nov. 03 1  0 1  1b            

Sporobolomyces sp. nov. 04 2  2 0    1    1      

Agaricostilbales                  

Bensingtonia sp. nov. 01 1  0 1    1          

Ustilaginomycota                  

Exobasidiales                  

Graphiola sp. nov. 2  2 0      1    1    

Microstromatales                  

Sympodiomycopsis sp. nov. 01 1  1 0        1      

Rhodotorula phylloplana 1  0 1       1       

Ustilaginales                  

Farysizyma itapuensis sp. nov 18  10 8  2   1  2b 2  9 1 1  
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Agaricomycotina                  

Tremellales                  

Auriculibuller fuscus 1  1 0        1      

Bullera dendrophila 1  1 0    1          

Bullera sinensis 1  0 1            1  

Bullera sp. nov. 01 1  0 1          1    

Cryptococcus bromeliarum sp. nov. 4  4 0       2   1  1  

Cryptococcus flavescens 16  9 7  2  2  2b 5b 3  1  1  

Cryptococcus podzolicus 1  0 1    1          

Cryptococcus sp. nov. 01 8  5 3  1  2  1b 1   2 1   

Cryptococcus sp. nov. 02 12  10 2  2  2  1 3b   1 3   

Cryptococcus sp. nov. 03 2  1 1        1   1   

Cryptococcus sp. nov. 04 2  1 1  1         1c   

Cryptococcus sp. nov. 06 1  0 1        1      

Cryptococcus sp. nov. 07 2  2 0      2b        

Cryptococcus sp. nov. 08 1  0 1        1      

Cryptococcus sp. nov. 09 1  0 1          1    
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Cryptococcus sp. nov. 10 1  1 0           1   

Cryptococcus sp. nov. 11 1  1 0           1   

Dioszegia  sp. nov. 01 1  0 1           1   

Fibulobasidium sp. nov. 01 1  1 0        1      

Sirobasidium intermedium 2  1 1           1 1  

Tremella sp. nov. 01 4  2 2       2   2    

Tremella sp. nov. 02.  1  0 1    1          

Tremella sp. nov. 03 1  1 0      1        

Cystobasidiales                  

Occultifur externus 1  0 1       1       

Rhodotorula chungwhensis sp. nov.  1  0 1        1      

Filobasidiales                  

Cryptococcus sp. nov. 05 2  1 1       1 1      

a- Número de amostras. 

b- Um isolado foi obtido a partir de flor da bromélia.   

c- Um isolado foi obtido a partir de água de tanque de bromélia
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Figura 3: Curva de rarefação de espécies diferentes de leveduras com o 

aumento do número de amostras. 

 

 

O índice de Shannon-Weaver (H) calculado para a Praia de Fora foi 

3,471 e para a Praia da Pedreira 3,007. A riqueza de espécies (S) na Praia de 

Fora foi de 41 e na Praia da Pedreira de 32. Os isolados que ainda não foram 

identificados (n=30) não foram levados em consideração para os cálculos de 

diversidade e curva de rarefação.  
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8.3 Perfil enzimático 

O perfil enzimático das leveduras está apresentado na Tabela 3 e nas 

Figuras 4 e 5.  

Não foi possível concluir a identificação de alguns isolados até o 

presente momento. Sendo assim, estes são chamados de “isolado não 

identificado”.  

A atividade amilolítica foi encontrada em 13% dos isolados testados 

(n=115), com um total de 14 isolados bons (+) ou fortes produtores (++). Todas 

as leveduras produtoras são de afinidade basidiomicética. 

A produção de celulase foi detectada em 17% dos isolados testados. 

Nenhuma levedura de afinidade ascomicética apresentou resultado positivo. Os 

membros das ordens Erythrobasidiales e Ustilaginales foram os melhores 

produtores. A espécie Farysizyma itapuensis apresentou o maior número de 

isolados produtores (n=7), seguida da espécie Erythrobasidium hasegawianum 

(n=2). Os demais isolados pertencem aos gêneros Cryptococcus, Rhodotorula 

e Sporobolomyces. Alguns dos isolados produtores ainda não foram 

identificados e alguns pertencem a possíveis espécies novas, dentro dos 

gêneros citados anteriormente. 

A atividade lipolítica foi verificada por meio  das hidrólises de azeite de 

oliva e tween 80. Um grande percentual de isolados obtidos de bromélias foi 

capaz de hidrolisar tween 80 (72%), em compensação, poucos apresentaram 

resultado positivo para hidrólise de azeite (cerca de 3%).  
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TABELA 3: Perfil enzimático das leveduras isoladas de bromélias. 
 

Isolados 

Nº- 

isolado A
m

ila
se

 
(n

=
11

5)
 

C
el

u
la

se
 

(n
=

11
5)

 

A
ze

it
e 

(n
=

10
7)

 

T
w

ee
n

 8
0 

(n
=

11
5)

 

P
ro

te
in

as
e 

(n
=

11
5)

 

P
ec

ti
n

as
e 

(n
=

11
5)

 

Ascomicetos        

Candida aechmeae sp. nov.  BI153 - - - - - - 

Candida aechmeae sp. nov. BI259 - - - - - - 

Candida parapsilosis BI06 - - - ++ - - 

Candida parapsilosis EI01 - - + - ++ - 

Candida parapsilosis BI336 - - - - - - 

Candida vrieseae sp. nov. BI146 - - - - - - 

Debaryomyces melissophilus BI81 - - - - + - 

Lalaria sp. nov. EI05 - - - - - - 

Basidiomicetos        

Pucciniomycotina        

Erythrobasidiales        

Erythrobasidium hasegawianum BI43 - + - W - - 

Rhodotorula marina BI25 - + - ++ - - 

Rhodotorula marina BI44 - W - W - - 

Rhodotorula marina BI256 - ++ - W - - 

Rhodotorula marina BI310 - - - ++ ++ - 

Rhodotorula marina BI319 - - - W - - 

Rhodotorula sp. nov. 01 BI02 - - - ++ - - 

Rhodotorula sp. nov. 01 BI327 - - + W - - 

Sporobolomyces vermiculatus BI252 - W NR ++ - - 

Microbotryales        

Rhodotorula bogoriensis BI179 - - - W - - 

Rhodotorula nothofagi BI65 ++ - - - - - 

Rhodotorula nothofagi BI114 ++ - NR - - - 

Rhodotorula nothofagi BI280 ++ - - - - - 

Rhodotorula sp. nov. 02 BI215 - - - ++ - - 

Rhodotorula sp. nov. 03 BI116 - - - W - - 
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TABELA 3: Continuação - Perfil enzimático das leveduras isoladas de 
bromélias. 
 

Rhodotorula sp. nov. 05 BI108 - W NR - - - 

Rhodotorula sp. nov. 05 BI124 - + - - - - 

Rhodotorula sp. nov. 05 BI240 - - - - - - 

Rhodotorula sp. nov. 06 BI24 - - - - - - 

Rhodotorula sp. nov. 06 BI208 - - - - - - 

Rhodotorula sp. nov. 07 BI158 - - - - W - 

Sporidiobolales        

Sporidiobolus pararoseus BI85 ++ - NR W ++ - 

Sporidiobolus pararoseus BI89 ++ - + - ++ - 

Sporidiobolus pararoseus BI167 ++ - NR W ++ - 

Sporidiobolus pararoseus BI234 ++ - - W - - 

Sporobolomyces tsugae BI173 - - - - - - 

Sporobolomyces tsugae BI316 - - - - - - 

Sporobolomyces sp. nov. 01 BI50 - + - W - - 

Sporobolomyces sp. nov. 03 BI149 - - NR - ++ - 

Sporobolomyces sp. nov. 04 BI100 - - - W - - 

Sporobolomyces sp. nov. 04 BI113 - - - W - - 

Ustilaginomycota   

Exobasidiales   

Graphiola sp. nov. 01 BI122 - - - - ++ - 

Graphiola sp. nov. 01 BI138 - - - W ++ - 

Microstromatales        

Rhodotorula phylloplana EI04 - - - - - - 

Ustilaginales        

Farysizyma itapuensis sp. nov BI52 - W - ++ - - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI77 - W - ++ - - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI109 - ++ - ++ - - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI120 - - - ++ - - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI154 - - NR W ++ - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI181 - - - W ++ - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI232 - - - - ++ - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI235 - - - - ++ - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI277 - - - W ++ - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI286 - + - W ++ - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI302 - + - W ++ - 
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TABELA 3: Continuação - Perfil enzimático das leveduras isoladas de 
bromélias. 
 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI305 - - - ++ ++ - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI307 - ++ - W ++ - 

Farysizyma itapuensis sp. nov BI321 - + - W ++ - 

Agaricomycotina   

Tremellales   

Auriculibuller fuscus BI111 ++ - - ++ ++ - 

Bullera sinensis BI196 NR - - NR NR - 

Cryptococcus flavescens BI91 - - - ++ ++ - 

Cryptococcus flavescens BI144 - - - ++ - - 

Cryptococcus flavescens BI200 - - - ++ ++ - 

Cryptococcus flavescens BI204 - - - ++ ++ - 

Cryptococcus flavescens BI207 - - - ++ W - 

Cryptococcus flavescens BI220 - - - W - - 

Cryptococcus flavescens BI231 - - - ++ - - 

Cryptococcus flavescens BI272 - - - - - - 

Cryptococcus flavescens BI276 - - - ++ - - 

Cryptococcus flavescens BI278 - - - ++ ++ - 

Cryptococcus flavescens BI281 - - - ++ ++ - 

Cryptococcus flavescens BI282 - - - ++ ++ - 

Cryptococcus flavescens BI283 - - - ++ ++ - 

Cryptococcus flavescens BI296 - - - ++ W - 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI142 - - - ++ - - 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI169 - - - ++ - NR 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI202 - - - ++ - - 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI299 - - - W - - 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI309 - - - + - - 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI311 - - - ++ - - 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI96 - - - ++ - - 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI203 - - - + - - 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI279 - - - ++ - - 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI284 - - - W ++ - 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI320 - - - ++ - - 

Cryptococcus  sp. nov. 03 BI118 - - - ++ W - 

Cryptococcus  sp. nov. 03 BI264 - - - ++ - - 

Cryptococcus  sp. nov. 04 BI195 - - - ++ - - 

Cryptococcus  sp. nov. 04 BI295 - - - ++ - - 
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TABELA 3: Continuação - Perfil enzimático das leveduras isoladas de 
bromélias. 
 

Cryptococcus  sp. nov. 07 BI141 ++ ++ - ++ ++ - 

Cryptococcus  sp. nov. 08 BI223 - - - ++ - - 

Cryptococcus  sp. nov. 09 BI237 - ++ NR ++ - NR 

Dioszegia sp. nov. 01 BI247 W - - ++ - - 

Fibulobasidium sp. nov. 01 BI14 - - - W - - 

Sirobasidium intermedium BI198 - - - W - - 

Sirobasidium intermedium BI292 - - - ++ - - 

Tremella sp. nov. 01 BI236 ++ - - ++ - - 

Tremella sp. nov. 02 BI243 - - - W - - 

Tremella sp. nov. 03 BI269 - - - W - - 

Cystobasidiales        

Occultifur externus 
BI206 - - - - - - 

Rhodotorula chungwhensis sp. nov. BI218 - - - W - - 

Isolado não identificado BI84 ++ - - W - - 

Isolado não identificado BI182 - - - ++ ++ - 

Isolado não identificado BI211 - W - W - - 

Isolado não identificado BI212 ++ - - ++ ++ - 

Isolado não identificado BI228 - + - + - - 

Isolado não identificado BI233 ++ - - - ++ - 

Isolado não identificado BI245 - - - - - - 

Isolado não identificado BI300 - - - W ++ - 

Isolado não identificado BI317 - - - W - - 

Isolado não identificado BI322 - - - - - - 

Isolado não identificado BI323 - - - W - - 

Isolado não identificado BI329 - - - - - - 

Isolado não identificado BI330 - NR - - W - 

Isolado não identificado BI333 - + - W - - 

Isolado não identificado BI334 - - - ++ ++ - 

Isolado não identificado BI335 ++ - NR - W - 

Isolado não identificado EI03 - - - - ++ - 

(-) negativo; (w) fraco; (+) positivo; (++) forte atividade; (NR) teste não realizado. 

Obs. Os isolados não identificados ainda estão em processo de identificação 

genotípica. 
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Figura 4: Percentual de produção das enzimas por leveduras isoladas de 

bromélias. 

 

Figura 5: Distribuição da produção das enzimas pelos diferentes grupos 

taxonômicos. 
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Entre as leveduras de afinidade ascomicética, somente a levedura EI01 

(Candida parapsilosis) apresentou resultado positivo. Em relação aos 

basidiomicetos, somente os isolados BI89 (Sporidiobolus pararoseus) e BI327 

(Rhodotorula sp. nov. 01) apresentaram resultado positivo para hidrólise de 

azeite. A hidrólise de tween 80 foi difundida em todos os grupos de leveduras 

isoladas, apresentando melhores resultados na ordem Tremellales (Tabela 3 e 

Figura 5).  

Os isolados obtidos de bromélias foram bons produtores de proteinase 

(35,5%). Entre as leveduras de afinidade ascomicética, somente a levedura 

EI01 (Candida parapsilosis) apresentou resultado positivo (++). Em relação aos 

basidiomicetos, membros das ordens Tremellales e Ustilaginales, onde os 

gêneros Cryptococcus e Farysizyma foram melhores produtores. 

Nenhum isolado apresentou resultado positivo para todas as enzimas 

testadas e nenhum isolado apresentou resultado positivo para a enzima 

pectinase.  
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9. DISCUSSÃO 

9.1 Comunidade de leveduras associadas a bromélias 

Quanto ao isolamento de leveduras endofíticas, foram obtidos quatro 

isolados: EI01 (Candida parapsilosis), EI03, EI04 (Rhodotorula phylloplana) e 

EI05 (Lalaria sp. nov.). O isolado EI03 ainda não foi identificado 

genotipicamente. Esta metodologia resultou no isolamento de um pequeno 

número de leveduras e foi aplicada em apenas uma coleta.  Camatti-Sartori et 

al. (2005) encontraram Sporobolomyces, Rhodotorula, Cryptococcus e 

Debaryomyces como gêneros de leveduras endofíticas mais representativos 

em maçãs no Brasil. Pirttilä et al. (2003) isolou Rhodotorula minuta como 

levedura endofítica de Pinus sylvestris, enquanto Nassar et. al. (2005), 

encontraram a espécie Williopsis saturnus como levedura endofítica das raízes 

de milho. Xin et al. (2009) verificaram a produção de ácido indol acético por 

leveduras endofíticas das espécies Rhodotorula graminis e Rhodotorula 

mucilaginosa isoladas de algodão. A espécie Farysizyma itapuensis, apesar de 

ter sido a mais freqüente no presente trabalho, não foi encontrada entre os 

endofíticos, provavelmente por causa do pequeno esforço amostral para 

isolamento das leveduras endofíticas. Como ela é filogeneticamente próxima a 

espécies de fungos fitopatogênicos, seria esperado encontrá-la entre os 

endofíticos. 
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Filo Ascomycota 

Apesar do baixo índice de leveduras de afinidade ascomicética 

encontradas, o gênero Candida foi o mais freqüente dentro deste grupo (n= 9). 

Esse gênero é bastante heterogêneo (Meyer et al., 1998).  

Apesar da maioria dos trabalhos relatarem leveduras basidiométicas 

como principais no filoplano, em alguns casos, no entanto, leveduras 

ascomicéticas foram registradas como importantes colonizadoras da superfície 

de folhas (Phaff & Starmer, 1987; Middelhoven, 1997; Azeredo et al. 1998; 

Jager et al., 2001).  

 

Filo basidiomycota 

Houve uma predominância de leveduras basidiomicéticas (94%), 

corroborando com os relatos de que a população de leveduras da maioria das 

superfícies de plantas é dominada por basidiomicetos (Bab‘Eva & Chernov, 

1995; Santos et al.,1996; Azeredo et al, 1998; Jager et al., 2000; Inácio et al., 

2002; Silva, 2003). 

Os gêneros mais comumente encontrados em associação com o 

filoplano de bromélias foram Sporidiobolus/Sporobolomyces, Cryptococcus e 

Rhodotorula, corroborando com os relatos de que esses gêneros são os mais 

numerosos no filoplano (Jager et al., 2001; Sampaio et al., 2003; Fonseca & 

Inácio, 2006; Kachalkin et al., 2008) e o gênero Farysizyma gen. nov..  
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Subfilo Pucciniomycotina 

O subfilo inclui fungos saprofíticos, parasitas de plantas, animais e 

fungos. Entretanto, cerca de 90% desses são fitopatógenos (Aime et al., 2006). 

Fell et al. (2001) relatam que não se tem informação se as leveduras 

pertencentes ao grupo são simplesmente saprófitas ou seriam estados 

leveduriformes de fungos dimórficos fitopatogênicos.  

As espécies pertencentes à ordem Erythrobasidiales são comumente 

encontradas em associação com plantas. No entanto, não há relatos de 

fitopatogenicidade com seus representantes  (Silva, 2003). Foram encontrados 

dezoito isolados pertencentes à ordem (quatro isolados da espécie 

Erythrobasidium hasegawianum, doze isolados de Rhodotorula marina e dois 

isolados da provável espécie nova Rhodotorula sp. nov. 01).  

A ordem Microbotryales compreende um grupo extremamente 

diversificado de fungos. Este grupo inclui fungos fitopatógenos, micoparasitas e 

fungos saprofíticos, que demonstram estar presentes em uma gama de nichos 

ecológicos, assim com também apresentam preferências ecológicas distintas 

(Sampaio et al., 2003). No presente estudo, encontrou-se 14 isolados 

pertencentes à essa ordem (Tabela 1). Apesar desse gênero ser considerado 

saprofítico e comum no filoplano, Sampaio et al., (2003) não descarta o 

parasitismo no grupo de saprofíticos, visto que não se conhece seus ciclos de 

vida em condições naturais. Bauer et al. (1997) já relataram o micoparasitismo 

nos gêneros Leucosporidium, Rhodosporidium e Sporidiobolus.  
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Membros das ordens Sporidiobolales e Agaricostilbales também têm 

sido amplamente isolados a partir do filoplano (Nakase & Suzuki, 1995; 

Hamamoto & Nakase, 2000; Fungsin et al., 2001; Nakase et al., 2006). 

 

Subfilo Ustilaginomycota 

O subfilo Ustilaginomycota compreende mais de 1400 fungos 

fitopatógenos (Bauer et al., 2006). Poucas espécies de leveduras têm sido 

incluídas nessa classe (ex. Pseudozyma spp., Rhodotorula acheniorum e 

Rhodotorula bacarum) e são geralmente encontradas na superfície das plantas 

(Inácio et al., 2008). Alguns autores já relataram o isolamento de leveduras 

também de amostras clínicas (Sugita et al., 2003).  

Os dois isolados pertencentes à ordem Exobasidiales são prováveis 

espécies novas do gênero Graphiola. Os membros dessa ordem, chamados de 

carvões, estão na maioria das vezes, ligados a fitopatogenicidade (Callan & 

Carris, 2004). No que se refere ao gênero, a espécie G. phoenisis é conhecida 

por ser fitopatogênica de palmeiras, causando a chama “mancha foliar de 

Grafiola” (Russomano & Kruppa, 2008). Os dois isolados obtidos de bromélias 

apresentam colônias butirosas e rosadas. Esses resultados estão de acordo 

com Tubaki & Yokoyama (1971) que testaram a espécie G. phoenisis quanto 

ao comportamento em meios de cultura artificiais e viram que as células se 

reproduziam por brotamento e formavam colônias rosadas. 

A ordem Ustilaginales teve como representante a espécie nova 

Farysizyma itapuensis. Esta espécie está próxima filogeneticamente de F. 

taiwaniana, F. setubalensis e F. acheniorum. Essas quatro espécies pertencem 
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ao clado Faryzia e receberam uma classificação especial por serem as únicas 

leveduras do clado, estando próximas filogeneticamente dos fungos 

fitopatogênicos Farysia chardoniana e F. thuemenii (Inácio et al., 2008). 

 

Subfilo Agaricomycotina 

Os membros da ordem Tremellales foram mais abundantes no filoplano 

de bromélias, apresentando também um grande número de espécies novas. 

Grupos de pesquisa de diversos países já vêm reportando e descrevendo 

espécies novas isoladas do filoplano e pertencentes aos Tremellales (Bai et al. 

2002; Inácio et al., 2002; Silva, 2003; Inácio et al., 2005; Wang et al., 2003, 

2007; 2008). 

A espécie nova encontrada, Rhodotorula chungwhensis sp. nov. (BI218) 

e a levedura Occultifur externus (BI206) pertencem à ordem Cystobasidiales. A 

espécie Occultifur externus foi re-classificada por Bauer et al. (2006). Antes, 

essa espécie pertencia à ordem Erythrobasidiales (Silva, 2003). A espécie 

Rhodotorula chungwhensis sp. nov. está próxima filogeneticamente de 

Occultifur externus.  

A espécie Cryptococcus sp. nov. 05 (n=2) foi a única levedura isolada da 

ordem Filobasidiales, apesar de espécies pertencentes à essa ordem serem 

comumente associadas ao filoplano (Silva, 2003). 

As leveduras apresentam uma grande diversidade, muitas vezes 

desempenhando funções cruciais na natureza, como por exemplo, na 

manutenção de ecossistemas. Apesar de sua importância, poucos 

microrganismos são caracterizados e descritos. Vale ressaltar que boa parte da 
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biotecnologia atual é derivada de estudos com enfoque na diversidade, 

fisiologia e genética de microrganismos, entre outros. 

Com o esforço amostral do presente trabalho, teve-se a intenção de 

obter amostras até que se obtivesse diversos isolados das espécies mais 

comuns. Obteve-se de fato, muitas isolados de Farysyzyma itapuensis, que 

parece ser a levedura mais abundante associada às bromélias amostradas. 

Algumas outras espécies foram também comuns: Cryptococcus flavescens, 

Cryptococcus bromeliarum, Rhodotorula marina, Cryptococcus sp. nov. 01 e 

Cryptococcus sp. nov. 02 . Porém, obteve-se um grande número de espécies 

com um ou poucos isolados. Com aumento no número de coletas, não 

aumentou o número de isolados nestas espécies raras. Sabe-se que os 

conhecimentos ecológicos sobre as espécies raras são controversos, porém 

acredita-se que o fato de se ter obtido tão poucas espécies dominantes e 

muitas espécies raras, apesar do nosso esforço de amostragem e duração do 

inquérito inteiro (3 anos de amostragem) sejam informações válidas. Segundo 

Forney et al. (2004), a estrutura das comunidades microbianas normalmente se 

desvia da distribuição normal, tendo poucas espécies abundantes e muitas 

raras, o que é corroborado pelos nossos resultados. 

 

9.2 Diversidade de Leveduras 

O fato de que a curva de rarefação de espécies estabilizou a partir da 

amostra 38 (Figura 3) significa que a diversidade de espécies de leveduras no 

ambiente amostrado foi totalmente explorada, sendo sido muito provavelmente 

encontrados representantes  de todas as espécies presentes naquele habitat. 
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Os índices de diversidade de espécies relatam o número de espécies e 

a importância relativa individual das mesmas. Quando se compara os valores 

do índice de biodiversidade de Shannon-Weaver (H), estes são superiores na 

Praia de Fora (H= 3,471) em relação à Praia da Pedreira (H= 3,007). Da 

mesma forma ocorre com a riqueza de espécies (S), onde a Praia de Fora 

apresentou maior riqueza (S=41) em relação à Praia da Pedreira (S=32). A 

composição de espécies de bromélias amostradas nos dois pontos de coleta foi 

similar, portanto, esse fato não justifica a diferença de diversidade nos dois 

pontos. Já era esperado que na Praia de Fora houvesse uma maior 

diversidade, já que se trata de um local onde não há ação antrópica, pois é 

uma praia que não estava aberta ao público no período das coletas. A Praia da 

Pedreira, além de ser um local mais explorado pelo homem, ainda recebe 

diversos visitantes em suas trilhas. 

Os isolados que ainda não foram identificados (n=30) não foram levados 

em consideração para os cálculos de diversidade. Como o número de isolados 

não identificados em cada ponto não diferiu significativamente (Praia da 

Pedreira = 14 e Praia de Fora= 16), isso provavelmente não influenciaria de 

forma significativa os índices de diversidade.  

Na dissertação de Mestrado (Landell, 2006), realizada como uma prévia 

ao presente trabalho, os valores do índice de biodiversidade de Shannon-

Weaver (H), assim como também a riqueza de espécies (S), foram superiores 

na Praia da Pedreira (H=3,225 e S=34) em relação à Praia de Fora (H=2,820 e 

S=26). Essa discrepância nos resultados encontrados pode ser devida ao fato 

da diferença na metodologia de identificação, baseada apenas em 
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caracteristicas morfológicas e fisiológicas/bioquímicas no trabalho de Mestrado, 

resultando em uma identificação errônea ou apenas até nível de gênero. Essa 

discrepância demonstra a importância da identificação molecular dos isolados 

ambientais de leveduras, já que a sua identificação apenas por métodos 

clássicos é bastante dúbia.  

Valente (2000) estudou a presença de leveduras em bromélias no Rio de 

Janeiro. Apesar de também ter estudado a associação com o filoplano, obteve 

uma diversidade bem diferente da encontrada no presente trabalho. Com cerca 

de 32% de leveduras ascomicéticas, 54,6% de leveduras basidiomicéticas e 

13,4% de fungos semelhantes a leveduras. 

Mautone (2008) estudou a diversidade de leveduras isoladas de 

figueiras no Parque de Itapuã, Viamão, RS e apesar de ter realizado o trabalho 

no mesmo local de amostragem, não apresentou a mesma comunidade de 

leveduras associadas a bromélias, nem tão pouco isolou a espécie Farysizyma 

itapuensis sp. nov., predominante em bromélias.  

Cabe ressaltar que a metodologia utilizada para identificação da maior 

parte dos isolados nos dois trabalhos foi identificação clássica para leveduras.  

Trabalhos com o filoplano de plantas realizados no Brasil, na Ásia e na 

Europa (Valente, 2000; Silva, 2003; Morais et. al., 2006; Nakase et. al., 2006; 

Kachalkin et al., 2008; Mautone, 2008), apesar de reportarem a presença dos 

gêneros e algumas espécies que são comumente associados ao filoplano de 

plantas, não apresentaram o mesmo conjunto de espécies encontradas no 

filoplano das bromélias analisadas, além de termos encontrado até o momento 

um grande número de possíveis espécies novas.  
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9.3 Perfil enzimático 

A cutícula é formada por camadas bem organizadas de cutina e cera e 

abrange toda superfície aérea das plantas. Os ácidos graxos de cadeia longa 

são necessários para formação da cutícula e foram recentemente associados à 

defesa da planta (Raffaele et al., 2009). Esses compostos constituem a 

camada mais externa da células epidérmicas, e, portanto, a primeira barreira 

encontrada por patógenos no ambiente natural. Essa hipótese tem origem na 

observação de que muitas vezes os fungos fitopatogênicos secretam enzimas 

como cutinases quando interagem com a planta, e que os monômeros cutina 

induzem a formação de apressórios em fungos como Erysiphe graminis 

(Francis et al., 1996).  

A cutícula e as barreiras lipídicas das folhas das plantas dificultam a 

liberação de nutrientes para o meio externo da planta (Silva, 2003), sendo a 

capacidade de degradação dessas substâncias estruturais das folhas uma 

possível vantagem para os microrganismos colonizadores do filoplano  (Motzel 

& Cook, 1958). Apesar de não haverem relatos de leveduras fitopatogênicas, a 

produção de enzimas que degradem essas substâncias pode ter um papel 

fundamental na fitopatogenicidade, pois a degradação da parede celular 

permitirá a entrada dos fungos fitopatogênicos para os tecidos internos das 

folhas, como também disponibilizará os nutrientes para seu desenvolvimento 

(St. Leger et al. 1997). Além disso, as leveduras poderiam representar a forma 

unicelular saprofítica de fungos reconhecidamente fitopatogênicos (Fell et al., 

2001; Silva, 2003). Grande parte das leveduras isoladas de bromélias 

pertencem a grupos taxonômicos que contêm fungos fitopatogênicos (Tabela 
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1). Os isolados pertencentes a esses grupos foram melhores produtores de 

celulase, esterase (hidrólise de tween 80) e protease (Tabela 3), sendo as três 

enzimas envolvidas em processos de fitopatogenicidade (Maccheroni et al., 

2004). 

A atividade lipolítica dos isolados de bromélias, por meio  dos dois 

substratos testados, quando comparados entre eles, foi muito discrepante (3% 

óleo de oliva e 71,5% tween 80). Buzzini & Martini (2002) estudando a 

atividade enzimática de leveduras de ambientes tropicais encontraram um alto 

percentual de leveduras capazes de hidrolisar Tween 80 (81%).  

O uso do óleo de oliva como substrato para de atividade lipolítica já é bem 

difundido (Boekema et al. 2007). No entanto, a utilização do tween 80 também 

tem sido explorada (Plou et al., 1998; Buzzini & Martini, 2002). Boekema et al. 

(2007), estudando a estimulação da produção de lipase/esterase por meio  de 

tween 80, observaram que ele funciona como indutor do operon da lipase.  Era 

esperado que as leveduras fossem capazes de hidrolisar preferencialmente 

ácidos graxos de cadeia curta, como no caso do óleo de oliva, por ser de fácil 

assimilação. No entanto, essa preferência por ácidos graxos de cadeia longa 

(Tween 80) pode estar relacionada ao substrato (cutícula), que também é 

formada por  ácidos graxos de cadeia longa, o que além de poder trazer uma 

vantagem seletiva para essas leveduras, reabre a discussão sobre o papel na 

fitopatogenicidade. 

No estudo anterior (Landell, 2006), foram encontrados 40,2% dos 

isolados positivos para amilase. Entretanto, cerca de 70% dos isolados 

analisados naquele trabalho eram fungos leveduriformes. Isso pode justificar o 
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alto percentual de isolados produtores de enzimas durante o trabalho anterior. 

No presente estudo, optou-se em estudar somente leveduras, obtendo o 

percentual de 14% isolados positivos, sendo os membros de Microbotryales e 

Sporidiobolales os melhores produtores (Tabela 3). A produção de amilase por 

leveduras isoladas de diferentes substratos de Mata Atlântica foi testada por 

Buzzini & Martini (2002), que obtiveram um baixo percentual de leveduras 

amilolíticas utilizando uma metodologia similar. Fuentefria & Valente (2005), 

analisando leveduras de filoplano, obtiveram apenas 22% de produtores de 

amilase.  

Silva (2003), estudando a atividade enzimática de leveduras associadas 

ao filoplano de diversas plantas no Mediterrâneo também obteve um baixo 

percentual de leveduras produtoras de amilase. No entanto, a maioria dos 

isolados que apresentaram resultados positivos se encontram na ordem 

Tremellales. A maior parte dos isolados de bromélias que foram produtores se 

encontra na ordem Sporidiobolales. Porém, outros autores encontraram alto 

percentual de leveduras capazes de degradar amido isoladas de diferentes 

substratos (Straus et al., 2001). 

Do total de leveduras testadas, 17% apresentaram resultado positivo 

para celulase. Sete isolados da espécie Faryzisyma itapuensis apresentaram 

os melhores resultados (Tabela 3), o que pode estar correlacionado ao fato 

desta espécie pertencer a um clado de fungos fitopatogênicos. Fuentefria 

(2004) encontrou 38% de seus isolados produtores de celulase, sendo que boa 

parte se encontra no grupo de fungos leveduriformes, com destaque para o 

gênero Aureobasidium.  
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A atividade proteolítica foi verificada por meio  da produção de 

proteinase. Esse substrato é amplamente utilizado em estudos de avaliação de 

atividade proteolítica em leveduras (Foda & El-Din, 1979). Os isolados obtidos 

de bromélias foram bons produtores de proteinase (35,5%), sendo os membros 

de Ustilaginales e Tremellales os melhores produtores (Tabela 3).  

 Buzzini & Martini (2002) obtiveram 31% de basidiomicetos caseinolíticos, 

3,6% de ascomicetos e 15,2% de fungos leveduriformes. Braga et al. (1998) 

testaram a produção de proteinase por leveduras isoladas da fruta amazônica 

amapa (Parahancornia amapa) e de moscas Drosophila associadas. 

Aproximadamente 26% dos isolados analisados foram capazes de hidrolisar a 

caseína. Alguns isolados fortemente proteolíticos tiveram a produção de 

proteinase testada em diferentes pH. As maiores atividades foram encontradas 

em pH 3,0 a 5,0. Nosso teste para produção de proteinase foi em pH 7,0, o que 

sugere a possibilidade de obtenção de mais isolados proteolíticos se diferentes 

pH forem testados. Abranches et al. (1997), estudando a comunidade de 

leveduras associadas a diferentes habitats tropicais, observaram que as 

leveduras basidiomicéticas foram mais freqüentemente proteolíticas do que as 

ascomicéticas e que a produção de proteases extracelulares pode ser 

importante para as leveduras terem acesso a mais fontes de nitrogênio, 

obtendo um equilíbrio nutricional com as fontes de carbono disponíveis.  

A produção de pectinase por leveduras já tem sido estudada (Biely & 

Slavikova, 1994; Schwan et al., 1997; Silva, 2003), principalmente por 

leveduras isoladas de frutas (da Silva et al., 2005).  Entretanto, nenhum isolado 
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de bromélia foi capaz de hidrolisar pectina nas condições e meio de cultura 

testado. 

Fuentefria (2004), ao contrário do presente trabalho, encontrou um 

percentual mais alto de bons produtores de enzimas. A metodologia de 

isolamento utilizada foi a técnica de imprinting, na qual as folhas são colocadas 

em contato com o meio de cultura em placas de Petri por um determinado 

tempo, sendo retiradas e as placas incubadas até o aparecimento de colônias. 

Essa diferença metodológica resultou em maior isolamento de fungos 

leveduriformes do que no presente trabalho. Como esses fungos possuem uma 

maior capacidade de produção de enzimas extracelulares que as leveduras 

verdadeiras, a diferença observada entre os dois trabalhos já era esperada.  

Trabalhos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa ressaltam 

a importância biotecnológica das leveduras isoladas de habitats naturais e 

demonstram que o filoplano é um ótimo substrato para o isolamento de 

leveduras com potencial para aplicação biotecnológica e para o isolamento de 

novas espécies de leveduras (Fuentefria, 2004; Fuentefria & Valente, 2005; 

Landell, 2006; Landell et. al., 2005, 2006; Lock, 2007; Inácio et. al., 2008; 

Bussamara et. al., 2010).  
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10. CONCLUSÕES 

 

No presente trabalho foram descritas 4 espécies novas de leveduras 

(Farysizyma itapuensis sp. nov., Cryptococcus bromeliarum sp. nov., Candida 

aechmeae e Candida vrieseae sp. nov.). 

Do total de leveduras identificadas genotipicamente (n=148), cerca de 

61% são prováveis espécies novas de leveduras (39 espécies diferentes) e que 

estão em processo de descrição. 

Comparando-se a biodiversidade de leveduras nos dois pontos do 

Parque de Itapuã estudados, a Praia de Fora apresentou maior diversidade e 

riqueza de leveduras em relação à Praia da Pedreira. Esse resultado já era 

esperado, visto que a Praia de Fora é um local mais preservado dentro do 

parque, sendo o local de coleta aberto somente para fins de pesquisa. Já a 

Praia da Pedreira é um local que sofreu forte ação antrópica no passado e 

hoje, por ter a Trilha do Araçá aberta ao público, continua sofrendo essa ação. 

Analisando-se o perfil enzimático das linhagens obtidas de bromélias, 

verificou-se que 13% apresentaram resultado positivo para a enzima amilase, 

17% para celulase, 3% para hidrólise de azeite de oliva, 72% para a hidrólise 

de tween 80 e 35,5% para proteinase. Nenhum isolado apresentou resultado 

positivo para a enzima pectinase. Os estudos de atividade enzimática de 
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leveduras provenientes de habitats tropicais ainda estão se iniciando, sendo 

que a maioria é focalizada na produção de enzimas proteolíticas. Mais estudos 

são necessários para suprir a falta de conhecimento sobre a produção de 

outras enzimas.  

Os resultados obtidos pelas leveduras como boas fontes de enzimas 

com aplicação biotecnológica, juntamente com o isolamento de um grande 

número de espécies de leveduras ainda não descritas, revelaram o grande 

potencial do filoplano de bromélias como substrato para o estudo da interação 

leveduras saprofíticas-planta e identificação de novas espécies de leveduras, 

visto que estudos taxonômicos e ecológicos, abordando novas espécies de 

leveduras isoladas no Brasil são raros e no que se refere à região sul, são 

praticamente inexistentes.  
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12. ANEXOS 
 

TABELA 1: Listagem dos meios de culturas utilizados.  

Ágar Acetato  0,4% acetato de sódio anidro; 2% ágar  

Ágar Amido  0,67% YNB; 0,2% amido; 2% ágar 

Ágar Caseína  0,67% YNB; 0,5% glicose; 0,5% caseína; 2% ágar; ajustar pH 

para 7,0 com KOH 

Ágar Fubá 1,7% Farinha de Milho; 2% ágar;  

Ágar GYMP 2% glicose; 2% de extrato de malte; 0,5% de extrato de 

levedura; 0,2% de fosfato de sódio monobásico; 2% ágar  

Ágar Pectina 0,1% extrato de levedura; 0,5% pectina cítrica; 0,1% 

(NH4)2SO4; 0,09% K2HPO4; 0,09% KH2PO4; MgSO4; 2% ágar. 

(pH 5,0) 

Ágar V8 (suco de tomate) V8 Vegetable Juice (Campbell Soup Co.) (diluição1:9); 2% ágar 

(pH 5,5) 

Ágar YEPG 2% glicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato de levedura; 2% 

ágar 

Ágar YM  0,3% extrato de levedura; 0,3% extrato de malte;0,5% peptona; 

1% glicose; 2% ágar;  

Caldo YEPG 2% glicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato de levedura 

Meio básico para fermentação 

de açúcares 

0,75% peptona; 0,45% de extrato de levedura; 2% (glicose / 

lactose / galactose / maltose)  

Meio de Gorodkowa 0,1% glicose; 1% peptona, 0,5% cloreto de sódio; 2% ágar 

Meio para a assimilação de 

fontes de carbono 

0,67% Yeast Nitrogen Base (YNB); 2% ágar; 0,5% fonte de 

carbono (1% rafinose)  

Meio para a assimilação de 

fontes de nitrogênio  

1,17% de Yeast Carbon Base (YCB); 2% ágar; fonte nitrognada 

nas diferentes concentrações 

Meio para Celulase 1% carboximetilcelulose; 0,05% celobiose; 0,67% YNB; 2% 

ágar. 

Teste Urease 1,17% YCB ;  2% ágar ; 1% uréia; fuccina ácida  
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TABELA 2: Listagem dos códigos de acesso das sequencias ao GenBank e coleções de cultura das espécies novas.   
 

Espécie  Código GenBank ATCCa CBSb NRRLc 

Auriculibuller  fuscus BI111 EU200788 MYA-4539 CBS 11148  

Bensingtonia sp. nov. 01 BI183 EU678947    

Bullera sp. nov. 01 BI335 EU678937 MYA-4534 CBS 11568  

Candida aechmeae sp. nov.  BI153 EU678950  CBS 10831 Y-48456 

Candida vrieseae sp. nov. BI146 EU200785 / FJ755905  CBS 10829 Y-48461 

Candida sp. nov. 01 BI242 EU678942    

Lalaria sp. nov. 01 EI05  MYA-4602 CBS 11569  

Cryptococcus  bromeliarum sp. nov. BI20 DQ784566 / EU386359  CBS 10424 Y-48112 

Cryptococcus  bromeliarum sp. nov. BI79   CBS 10427 Y-48113 

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI299  MYA-4535 CBS 11145  

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI309  MYA-4542 CBS 11150  

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI323  MYA-4525   

Cryptococcus  sp. nov. 01 BI169 FJ828960 MYA-4536 CBS 11156  

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI254 FJ828963    

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI246 FJ828962    

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI96  MYA-4526 CBS 11137  
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TABELA 2: Continuação -Listagem dos códigos de acesso das sequencias ao GenBank e coleções de cultura das espécies 
novas.   
 

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI203 FJ828961 MYA-4541 CBS 11149  

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI284  MYA-4524 CBS 11136  

Cryptococcus  sp. nov. 02 BI319  MYA-4537 CBS 11146  

Cryptococcus  sp. nov. 03 BI264 FJ828964    

Cryptococcus  sp. nov. 03 BI118 FJ828959 MYA-4530 CBS 11142  

Cryptococcus  sp. nov. 04 BI195 EU200789  CBS 11141  

Cryptococcus  sp. nov. 04 BI295  MYA-4529 CBS 11155  

Cryptococcus  sp. nov. 05 BI94 EU200791    

Cryptococcus  sp. nov. 06 BI226 EU678944 MYA-4528 CBS 11140  

Cryptococcus  sp. nov.  07 BI141  MYA-4600 CBS 11167  

Cryptococcus  sp. nov. 08 BI223 EU200790 MYA-4532 CBS 11143  

Cryptococcus  sp. nov. 09 BI237 EU200786    

Cryptococcus  sp. nov. 10 BI287 EU678945    

Cryptococcus  sp. nov. 11 BI293 EU678946    

Dioszegia  sp. nov. 01 BI247  MYA-4522 CBS 11135  

Farysizyma itapuensis  sp. nov. BI63   CBS 10425 Y-48114 
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TABELA 2: Continuação -Listagem dos códigos de acesso das sequencias ao GenBank e coleções de cultura das espécies 
novas.   
 

Farysizyma itapuensis  sp. nov. BI77   CBS 10426 Y-48115 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI120 DQ767831 / DQ767831 MYA-4547 CBS 10428 Y-48116 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI181 DQ784568 / DQ855949  CBS 10429 Y-48117 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI224  MYA-4548   

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI235 DQ784567  CBS 10430 Y-48118 

Farysizyma itapuensis sp. nov. BI238 DQ784569 / DQ855950  CBS 10431 Y-48119 

Fibulobasidium sp. nov. 01 BI14 EU678936 MYA-4546 CBS 11158 Y-48455 

Graphiola sp. nov. 01 BI122  MYA-4540 CBS 11154  

Rhodotorula chungwhensis sp. nov.  BI218 EU678949 MYA-4533 CBS 11144  

Rhodotorula sp. nov. 01 BI02 EU200783 MYA-4544 CBS 11152  

Rhodotorula sp. nov. 01 BI327  MYA-4543 CBS 11151  

Rhodotorula sp. nov. 02 BI215  MYA-4597 CBS 11564  

Rhodotorula sp. nov. 03 BI116 EU678933    

Rhodotorula sp. nov. 04 BI157 EU678941    

Rhodotorula sp. nov. 05 BI108 EU678940 MYA-4531 CBS 11157  

Rhodotorula sp. nov. 05 BI240 EU678935 MYA-4601 CBS 10830 Y-48460 
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TABELA 2: Continuação -Listagem dos códigos de acesso das sequencias ao GenBank e coleções de cultura das espécies 
novas.   
 

Rhodotorula sp. nov. 06 BI24 EU678939 MYA-4523 CBS 11153  

Rhodotorula sp. nov. 08 BI216 EU678934    

Sporobolomyces sp. nov. 01 BI50 EU678943 MYA-4527 CBS 11139  

Sporobolomyces sp. nov. 04 BI100 EU678951   Y-48459 

Sporobolomyces sp. nov. 04 BI113 EU678952 MYA-4538 CBS 11147 Y-48457 

Sporobolomyces. sp. nov. 02 BI217 EU678948    

Sympodiomycopsis sp. nov. 01 BI83 EU678938    

Tremella sp. nov. 01 BI23 EU200784    

Tremella sp. nov. 01 BI236  MYA-4599 CBS 11566  

Tremella sp. nov. 02 BI243 EU200787 MYA-4545 CBS 11138 Y-48458 

Tremella sp. nov. 03 BI269  MYA-4598 CBS 11565  

 
aATCC - American Type Culture Collection. 
bCBS - Centraalbureau voor Schimmelcultures.  
cNRRL - ARS Culture Collection. 
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