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'RESUMO

As figueiras sdo encontradas em abundancia no Parque de Itapud, onde
interagem com diversos organismos superiores e, potencialmente, com
microrganismos. Os objetivos do presente trabalho foram isolar, identificar e
avaliar o potencial biotecnolégico de leveduras e fungos semelhantes a
leveduras associados ao filoplano de figueiras no Parque de Itapua, Viamao,
RS. Foram realizadas 6 coletas em diferentes pontos do Parque de Itapua
durante o ano de 2005 e 2006. Fragmentos das folhas foram submetidos a
lavagens sucessivas com 0,5% Tween 20. Diluicbes decimais seriadas da
Gltima lavagem foram inoculadas em meio YM modificado e incubadas a 25°C
por 5-7 dias. Representantes dos diferentes morfotipos foram purificados e
identificados de acordo com caracteristicas morfoldgicas e testes bioquimicos -
fisiologicos. Foi testada a producéo de enzimas de interesse industrial (amilase,
celobiase, caseinase, gelatinase e esterase), além de toxinas “killer” pelos
isolados. Dos 175 isolados obtidos, 125 sédo leveduras verdadeiras e 50 fungos
semelhantes a leveduras. As 125 leveduras isoladas pertencem a 45 espécies,
sendo oito de afinidade ascomicética e 37 de afinidade basidiomicética. Sete
isolados tiveram as regibes D1/D2 do 26S rDNA sequenciadas, sendo que
quatro pertencem a duas espécies ainda nao descritas do género Bullera. Dos
175 isolados 29,1% produziram amilase, 46,3% caseinase e 9,7% gelatinase.
Foram testados 138 isolados para verificar a atividade de esterase, sendo
81,5% produtores da enzima. Das 126 cepas testadas para producao de
celobiase, 74,8% produziram a enzima. Aproximadamente 4,5% dos isolados
de leveduras e fungos semelhantes a leveduras apresentaram atividade “killer”.
Assim sendo, o filoplano de figueiras demonstra ser um bom substrato para o
isolamento de leveduras, inclusive de novas espécies. Estas leveduras
demonstram ter potencial para contribuir efetivamente para a inovacéo
biotecnoldgica.

! Dissertacéo de mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (113 p.) Marco, 2008.
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2ABSTRACT

The fig trees are found in abundance in the Itapud Park, where they interact
with various higher organisms and, potentially, with microrganisms. The
objectives of this study were to isolate, identify and evaluate the
biotechnological potential of yeasts and yeast-like fungi associated with
phylloplane of fig trees in the Itapud Park, Viamé&o, RS. Six samples were
performed at different points in the Itapud Park during 2005 and 2006. Leaf
pieces were submitted to successive washings with 0.5% Tween 20. Decimal
serial dilutions from the last washing were inoculated in modified YM medium
and incubated at 25° C for 5-7 days. Representatives of the different
morphotypes were purified and identified according to morphological
characteristics, physiological and biochemical tests. We tested the production of
industrially interesting enzymes (amylase, cellobiase, caseinase, gelatinase and
esterase), besides the production of killer toxins. Of the 175 isolates obtained,
125 are yeasts and 50 yeast-like fungi. The 125 yeasts isolated belong to 45
species, eight with ascomycetic affinity and 37 with basidiomycetic affinity.
Seven isolates had their 26S rDNA D1/D2 regions sequenced and four belong
to two yet undescribed species of the genus Bullera. Of the 175 isolates, 29.1%
were positive for amylase, 46.3% for caseinase and 9.7% for gelatinase. One
hundred and thirty-eight isolates were tested for esterase activity, and 81.5%
were producers of the enzyme. Of the 126 strains tested for the production of
celobiase, 74.8% produced the enzyme. Approximately 4.5% of the isolates of
yeasts and yeast-like fungi had "killer" activity. Therefore, the phylloplane of fig
trees demonstrates to be a good substrate for the isolation of yeasts, including
new species. These yeasts have the potential to contribute effectively to the
biotechnological innovation.

2 Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil (113 p.). March,
2008.
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1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica € um dos mais ricos conjuntos de ecossistemas em
termos de biodiversidade do mundo e, devido ao seu desmatamento, varias
espécies podem ter sido extintas antes mesmo de serem conhecidas.
Infelizmente, ainda hoje a Mata continua sob ameaca e principalmente
espécies endémicas correm risco de extingdo. O estudo e a identificacdo das
espécies existentes, juntamente com a sua conservacdo Sao as maiores
garantias para a estabilidade fisica dessa area tdo importante. Apesar de sua
histéria de devastacdo, a Mata Atlantica ainda possui remanescentes
florestais, como préximo a Porto Alegre, o Parque Estadual de Itapud, uma
unidade de conservacao de protecado integral, que detém nas suas formacdes
vegetais e animais uma diversidade de organismos superiores e,
potencialmente, de microrganismos. Dentre as plantas, a figueira destaca-se
por sua abundancia no parque e por interagir com diversos organismos, tanto

no macroambiente como no microambiente.



As leveduras estdo presentes em quase todos os habitats da Terra,
interagindo de forma saprofitica com as plantas por estas apresentarem um
grande numero de nutrientes disponiveis, oriundos da prépria folha, fruto ou de
outras fontes que se acumulam na superficie pela acdo do vento, chuva, e
insetos. Desta forma, associam-se tanto a superficie externa das folhas,
quanto ao interior de frutos, entre outros (exudatos, etc). A capacidade das
leveduras colonizarem diferentes plantas contribui para a diversidade de
espécies. No Brasil, poucas espécies de leveduras foram descritas, mas
devido a grande biodiversidade brasileira, h4 possibilidade de descoberta de
novas espécies.

As leveduras tém sido utilizadas pelo homem ha milhares de anos
em processos fermentativos, e atualmente novos potenciais biotecnoldgicos
tém sido explorados na industria. Uma das areas onde este potencial pode ser
verificado € na producdo de enzimas. A procura de novos microrganismos com
potencial biotecnoldgico, representada pela etapa inicial de selecédo, pode ser
feita através da exploracdo da biodiversidade como uma fonte de inovacao
biotecnolégica. Outra das aplicacdes biotecnolégicas das leveduras € a
inibicdo do crescimento de fungos patogénicos para o homem. Ha relatos que
na competicdo entre leveduras, as saprofiticas inibem o crescimento das
linhagens patogénicas. A ampliacdo do numero de isolados com capacidade
de inibir leveduras patogénicas € de extremo interesse para o estudo do
controle de infec¢des fungicas. Outra forma de manifestacdo desta inibicdo &
por meio da producdo de toxinas “killer". Apesar da presenca de leveduras

associadas a plantas ser um fato conhecido, poucos estudos tem sido



realizados visando a avaliacdo do seu potencial biotecnolégico, com isso, a
real extensao deste potencial permanece desconhecida. Estudos que avaliem
o potencial biotecnolégico destas diferentes leveduras poderdo contribuir
efetivamente para a inovacgao biotecnolégica.

Baseado nas afirmacdes acima, este trabalho teve como objetivos:

e Isolar e identificar leveduras associadas ao filoplano de figueiras
no Parque de Itapud;

e Verificar a producdo de enzimas extracelulares de interesse
biotecnolégico (celobiase, amilase, esterase, caseinase e
gelatinase) pelas leveduras isoladas e selecionar cepas com boa
producéao;

e Verificar a producgao de toxinas “killer” pelas leveduras isoladas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mata Atléantica: reservatorio de biodiversidade

As florestas tropicais sdo 0s ecossistemas que detém a maior
diversidade de espécies dentre todos os demais do planeta. A Mata Atlantica é
considerada atualmente como um dos mais ricos conjuntos de ecossistemas
em termos de diversidade bioldgica. Alguns fatores que contribuem para esta
diversidade sdo a grande variacdo latitudinal (de 5° a 25° de latitude sul), e a
variacdo de altitudes (desde o nivel do mar até mais de 1000 metros acima). A
Mata Atlantica esta presente tanto na regido litordnea como nos planaltos e
serras do interior, do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul, representada
principalmente pela Floresta Ombrofila Densa, Floresta Estacional
Semidecidual, Floresta Estacional Decidual, associadas a ecossistemas
costeiros de restingas, mussunungas e mangue (Almeida, 2000).

Nestes cinco seéculos pos-descobrimento, o pais passou por
diferentes ciclos econdmicos (pau-brasil, cana-de-acucar, mineragcado, café e

pecuaria), todos concentrados na faixa litordnea e responsaveis pelo



desmatamento e fragmentacdo da Mata Atlantica (Almeida, 2000). A populacéo
que vive na area da Mata Atlantica é de aproximadamente 100 milhGes de
habitantes, os quais exercem enorme pressao sobre seus remanescentes, seja
por seu espaco, seja por seus inimeros recursos. Ainda que restem somente
7,3% de sua area original e que a maioria das espécies brasileiras ameacadas
de extincdo pertencam a este ecossistema, a Mata Atlantica apresenta uma
das maiores biodiversidades do planeta. Justamente pela ameaca que sofre e
por sua imensa riqueza, traduzida em um alto grau de endemismo. A Mata
Atlantica foi classificada como um dos 25 “hot spots” do mundo para a
conservacao (Simdes & Lino, 2002).

A primeira iniciativa para buscar uma definicdo cientifica para a
Mata Atlantica ocorreu em 1989, baseada em critérios botanicos e
fitofisionbmicos, cruzados com consideracdes de natureza geoldgica e
geografica e, considerando ainda, as questdes relativas a conservacao
ambiental. Esta definicdo foi posteriormente aprimorada e submetida ao
Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA, que a aprovou em 1992,
estabelecendo o conceito de Dominio da Mata Atlantica. Desta forma,
passaram a ter a denominacdo genérica de Mata Atlantica as areas
primitivamente ocupadas pelas formacdes vegetais constantes no Mapa de
Vegetacédo do Brasil (IBGE, 1990) que formavam originalmente uma cobertura
florestal praticamente continua nas regides sul, sudeste e, parcialmente,

nordeste e centro-oeste.



2.2. Parque de Itapua: unidade de conservacdo e protecao
integral

O Parque Estadual de Itapué foi criado em 1973 e fechado 18 anos
depois, sendo reaberto apenas em abril de 2002. Localizado a 57 km de Porto
Alegre, no municipio de Viamao, coordenadas: 30°20' a 30°27’ S; 50°50’ a
51°05’ W, o Parque de Itapud (ponta de pedra) protege a ultima amostra dos
ecossistemas originais da regido metropolitana de Porto Alegre, com campos,
dunas, lagoas, banhados, praias e morros, as margens do lago Guaiba e da
laguna dos Patos  (http://www.sema.rs.gov.br/sema/html/bioconh5.htm,
acessado em 06/02/2008). As restricbes as visitas, durante dez anos, foram
necessarias para proteger a natureza, que estava sendo prejudicada pela
interferéncia do homem e amenizar a descaracterizacdo e ameaca a unidade
de conservacao de protecdo integral. O espaco acabou vitima de visitacdo
desordenada, exploracdo de pedreiras e sua area foi ocupada por loteamentos
clandestinos. Em 1991, por deciséo judicial foram retiradas as cerca de mil
casas existentes na area ( http://www.popa.com.br/docs/misc/itapoa/itapoa.htm,
acessado em 06/02/2008).

Nas suas formacgdes vegetais, caracteristicas dos morros graniticos,
ocorrem mais de 300 espécies, destacando-se a figueira, a corticeira-do-
banhado, o jeriva, o butiazeiro, além de orquideas, cactos e bromélias. A
cobertura vegetal apresenta-se bastante diversificada em funcdo de fatores
ambientais determinantes, registrando-se ndo somente a restinga litoranea,
como formacgdes bastante distintas, nas quais ocorrem, de modo geral,

fragmentos florestais com elementos da Mata Atlantica e com facies xerofiticas



(mata baixa) nas encostas dos morros graniticos (Escudo Riograndense) e
vales com grande diversidade de tipos fisionémicos-floristicos. Esta variedade
vegetal, poucas vezes encontrada em areas desta dimensdo, normalmente
encontradas separadas por muitos quildmetros, sdo vizinhas na area do
Parque. O Parque de Itapud abriga varias espécies animais, como 0 bugio-
ruivo, a lontra e o jacaré - do - papo - amarelo. A lagoa Negra, com 1.750 ha, &
importante ponto de parada de aves migratorias e reflgio para outras espécies.
No parque existem locais histéricos como o morro da Fortaleza, a ilha do Junco
e a Ferraria dos Farrapos, ligados a Revolucao Farroupilha; o Farol de Itapud,
construido em 1860, marca o encontro do lago Guaiba com a laguna dos Patos
(Rio Grande do Sul, 1997). Além de receber o publico, o parque tem como
objetivos a conservacéo da biodiversidade, a pesquisa cientifica e a educacéo

ambiental.

2.3 As figueiras

As figueiras pertencem ao grupo das Angiospermas, ou seja, das
plantas cujas sementes ficam dentro de um fruto, e segundo a classificacdo de
muitos autores incluem-se na familia Moraceae (Carauta & Diaz, 2002). Ha
mais de 1000 espécies distribuidas por todas as regides tropicais do planeta,
atingindo também regiGes subtropicais. A metade das espécies ocorre na Asia
e Oceania, um terco na Africa e as restantes nas Américas. No Brasil, onde
nao sdo encontradas muitas figueiras nativas, estima-se que existam cerca de
100 espécies, mas somente 65 ja foram descritas. A regido norte € a mais rica

em espécies, seguindo-se a centro-oeste, sudeste, sul e nordeste (Carauta,



1989). Segundo Carauta & Diaz (2002), no Rio Grande do Sul ha sete espécies
nativas: Ficus pertusa, F. organensis, F. monckii, F. guaranitica, F. glabra, F.
enormis e F. adhatodifolia. Em um trabalho mais atual de Sobrel et al. (2006),
F. cestrifolia Schott € o nome valido para F. organensis (Mig.) Miqg., sendo as
outras espécies nativas do Rio grande do Sul: Brosimum glazioui Taub., F.
adhatodifolia Schott, F. citrifolia Mill., F. eximia Schott, F. luschnathiana (Miq.)
Mig., Machura tinctoria (L) Don ex Steud e Sorocea bonplandii (Baill.). Algumas
plantas classificadas como sendo de outras familias, que ndo Moraceae,
também s&o conhecidas como figueiras. E o caso de Coussapoa microcarpa
(Schott) Rizzini, classificada como Urticaceae, mas conhecida popularmente
como figueira mata-pau (Sobrel et al., 2006).

As figueiras foram das primeiras plantas cultivadas pelo homem.
Desde a antiglidade, gregos, romanos e outros povos utilizavam os figos na
alimentacdo, as folhas na medicina e o caule na indastria. Além disso,
possuem outras utilidades: o sistema radicular € tdo extenso que € capaz de
fixar o solo e impedir a erosdo; o caule escultural as torna indispensaveis em
parques e jardins; a sombra das copas fornece abrigo para homens e animais;
suas cascas e reentrancias abrigam varias epifitas; as folhas podem ser
usadas como lixa, em mistura a forragem para a alimentacéo do gado ou como
germinador de cevada; os figos maduros sdo consumidos por mamiferos, aves,
répteis e até peixes, além do homem; o latex, folhas e figos das espécies do
subgénero Pharmacosycea séo tidos como medicinais (Carauta, 1989).

As figueiras sao caracterizadas pelo agrupamento das flores

masculinas e femininas numa inflorescéncia, popularmente confundida com um



fruto, denominada siconio, ou figo. Sabe-se que a autopolinizacdo dentro do
figo ndo ocorre, pois as flores masculinas amadurecem depois da época em
que as flores femininas precisam ser polinizadas. Com isso, estima-se que ha
cerca de 100 milhdes de anos, as figueiras dependam das vespas-do-figo para
sua polinizacdo (Figueiredo et al., 1995). As figueiras ndo geram sementes sem
a vespa e, esta nao pode procriar sem a figueira, formando uma associacao de
mutualismo. De acordo com Atlas & Bartha (1997), ha uma relacdo estreita

entre figos, leveduras e vespas-do-figo.

2.4 Leveduras e fungos semelhantes a leveduras

As leveduras constituem um grupo de microrganismos unicelulares
pertencentes ao Reino Fungi que se reproduzem assexuadamente por
brotamento ou por fissdo binaria. Possuem ndcleo organizado com membrana
nuclear (célula eucariotica), sdo aclorofiladas, a nutricdo € heterotrofica através
de absorcao dos nutrientes, a parede celular é rigida, podem produzir células
especializadas: os esporos. Mas ao contrario dos fungos filamentosos, elas nédo
formam corpos de frutificagcdo (Kurtzman & Fell, 1998). Apresentam uma
relacdo bastante grande com os basidiomicetos e com os ascomicetos, devido
a producéo de esporos e por isso sdo encontradas em seus respectivos filos.
Podem também ser encontradas entre os fungos mitosporicos, que sao
agueles sem reproducdo sexuada conhecida, constituindo um grupamento
artificial (Hawksworth et al., 1995).

Os fungos semelhantes a leveduras sdo fungos dimoérficos, cujo

dimorfismo ndo estd associado a temperatura, mas a algum outro fator
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ambiental, como nutrientes. Estes fungos apresentam-se na forma filamentosa
na maior parte do tempo, por isso sao identificados como os filamentosos, com
base na morfologia. Mas, também crescem na forma de levedura (unicelular),
em meios de cultura ricos em acgucar, como os de isolamento de leveduras.

Algumas leveduras sdo capazes de crescimento anaerodbico
facultativo. Quando usam o oxigénio, fazem a respiracdo aerdbica para
metabolizar os hidratos de carbono, formando assim CO, e 4gua. Na falta do
oxigénio, elas podem fazer fermentacdo, ou seja, fermentar os hidratos de
carbono, produzindo CO, e etanol. Leveduras basidiomicéticas e muitas
ascomicéticas ndo sao capazes de fermentar, mas outras, como
Saccharomyces cerevisiae sdo fortes fermentadoras. Devido a essa
fermentacao, estes microrganismos apresentam um papel muito importante na
industria. O homem ha muito tempo vem utilizando leveduras para a producao
de bebidas alcodlicas fermentadas (vinho e cerveja) ou destiladas (rum, vodca,
uisque, etc), alcool industrial, alimentos, remédios, entre outros.

As leveduras tém ampla distribuicdo na natureza. Podemos
encontra-las em solos nus ou em solos com vegetacdo natural (campos, matos
e florestas) ou em cultivados (parreiras, pomares, jardins, etc.). A superficie
externa da folha (filoplano) é um importante substrato para o desenvolvimento
de leveduras. Segundo Kurtzman & Fell (1998), o filoplano é um nicho
ecologico habitado por saprofitas e parasitas. Os nutrientes que estédo
disponiveis no filoplano, servindo de base ao desenvolvimento das populacdes
de leveduras séo depositados através do vento ou carreamento por insetos e

outros organismos (Andrews & Harris, 2000; Herzberg, 2004). A populacdo de
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microrganismos varia conforme condicfes fisicas e nutricionais no filoplano,
como: luz, temperatura, umidade e, principalmente, disponibilidade de agua
(Ruinen, 1963). Algumas leveduras produzem abundantes pigmentos
carotendides, provavelmente, como fator de protecéo a exposicéo de luz direta
na folha (Atlas & Bartha, 1997). Outras, apresentam caracteristicas que
contribuem para sua permanéncia na superficie externa de diversas plantas,
como producdo de balistosporos, que sdo esporos que sdo lancados a
distancia e podem ser dispersos pelo vento (Bab’eva & Chernov, 1995; Lindow
& Brandl, 2003). A disponibilidade de carbono como nutriente nas folhas é o
principal determinante na colonizacdo epifitica (Lindow & Brandl, 2003). De
acordo com Mercier & Lindow (2000), fontes de nitrogénio e moléculas
inorganicas essenciais também devem estar presentes, sendo que a
abundancia de nutrientes pode variar de acordo com a espécie da planta, idade
da folha e condicGes de crescimento (Fiala et al., 1990). A alta especificidade
entre algumas comunidades de leveduras e seus microhabitats pode ser
influenciada por caracteristicas do habitat e vetores (Aradjo et al., 1998). Em
figueiras, a dispersdo de leveduras para as folhas pode ocorrer por animais
como: bugios e insetos, atraidos pelo figo. Sabe-se que, frutas sao importantes
microhabitats para uma variedade de espécies de leveduras na natureza
devido a alta concentracdo de acucares e baixo pH (Lachance & Starmer,
1998). Entretanto, no Brasil, Gomes et al. (2003) em pesquisa realizada com
leveduras associadas a figos infestados por Zaprionus indianus (Dip.:
Drosophilidae), isolaram somente uma espécie de levedura - C. tropicalis.,

demonstrando que existe uma interacdo estreita e incomum entre 0
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microrganismo e o inseto em figos (Ficus carica). Estudos realizados a respeito
da identificacdo de leveduras isoladas do filoplano de figueiras ndo sé&o
conhecidos, assim como, em figos nativos do Brasil.

A maioria das espécies de leveduras encontradas no filoplano € de
afinidade basidiomicética. Estas leveduras possuem um perfil assimilativo
amplo com relacdo as fontes de carbono quando comparadas com as
leveduras ascomicéticas, que se restringem a poucas fontes de carbono
(Kutzman & Fell, 1998). As leveduras basidiomicéticas sado normalmente
encontradas em substratos que possuam componentes mais complexos, como
folhas e solo, enquanto as com afinidade ascomicética sao freqientemente
encontradas em substratos ou fontes ricas em acucares simples, como frutos
(Santos et al., 1997).

Os géneros de leveduras basidiomicéticas comumente encontrados
associados ao filoplano de plantas sdo: Cryptococcus, Rhodotorula e
Sporobolomyces (Sporidiobolus). Dentre as leveduras ascomicéticas, o género
mais comum € Candida. Porém, em um trabalho realizado por Middelhoven,
(1997), Debaryomyces hansenii, de afinidade ascomicética, foi encontrada
como a levedura predominante em filoplano de diversas plantas nas llhas
Canarias. Contudo, a presenca de espécies ascomicéticas tem sido pouco
relatada na literatura. De acordo com Do Carmo-Souza (1969), as espécies de
leveduras capazes de utilizar grande variedade de compostos sdo encontradas
com maior frequéncia no filoplano, pois as fontes de carbono simples estéo
presentes em concentracfes muito baixas. Dentre os fungos semelhantes a

leveduras, os mais comumente encontrados em filoplano de diversas plantas
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sdo os do género Aureobasidium, destacando-se A. pulullans, que pertence a
um grupo denominado de leveduras pretas devido a coloracdo que adquire
depois de algum tempo mantido em laboratério. Isto ocorre, provavelmente,
devido a formacéo de clamidosporos (células resistentes, com parede celular
espessa) melanizados (de Hoog & Yurlova, 1994).

Estima-se que existam 1,5 milhdes de espécies de fungos no
planeta, sendo 100 mil de leveduras. Hoje, cerca de 1400 espécies de
leveduras estdo descritas. Considerando a diversidade de ecossistemas e a
estimativa do nosso pais abrigar 20% da biodiversidade do planeta, o estudo
de biodiversidade com leveduras no Brasil esta no comeco, pois apenas 32
espécies foram publicadas, correspondendo a 1,6% do total de espécies ja
descritas (Dr. Carlos Rosa, UFMG, comunicacdo pessoal). Trabalhos sobre
este tema sdo recentes, e foram principalmente desenvolvidos na década de
90 (Morais et al., 1992; Hagler et al., 1993; Morais et al.,, 1996; Prada &
Pagnocca, 1997; Abranches et al., 1998; Araujo et al. ,1998; Abranches et al.,
2000; Buzzini & Martini 2000; Pimenta, 2001) em regifes de Mata Atlantica no
sudeste brasileiro. No exterior, cada vez mais trabalhos surgem focalizando a
descricdo de espécies novas (Fungsin et al., 2001; Fungsin et al., 2002; Inécio
et al., 2002; Inacio & Fonseca, 2004; Prakitchaiwattana et al., 2004; Wang &
Bai, 2004; Wang et al., 2004; Inacio et al., 2005; Fungsin et al., 2006; Wang et

al., 2006; Kurtzman, 2007; Peter et al., 2007).

2.5 Taxonomia convencional de Ileveduras e fungos

semelhantes a leveduras
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A identificacdo das culturas de leveduras é realizada de acordo com
caracteres morfologicos e testes bioquimico-fisiologicos. Com relacdo a
morfologia, sdo observadas as caracteristicas coloniais e celulares. E com
relacdo a fisiologia, sdo realizados testes de fermentacdo de diferentes
acucares, de urease e reacdo ao corante diazonium blue B (DBB), de
crescimento em diferentes temperaturas, assimilacdo de diversas fontes de
carbono e nitrogénio, tolerdncia ao NaCl, formacdo de compostos amiléides,

entre outros (Barnett et al., 2000).

2.6 Taxonomia molecular de leveduras

A taxonomia agrupa organismos relacionados filogeneticamente
dentro de um mesmo taxon, utilizando caracteres informativos no nivel genético
em conjunto com os testes convencionais. Os testes moleculares sdo cada vez
mais utilizados para identificacdo de espécies com dificil visualizacdo de
caracteristicas micromorfologicas, como os esporos. Além disso, sdo uma
ferramenta indispensavel na andlise filogenética de leveduras (Kurtzman &
Robnett, 1998). A escolha da regido a ser sequenciada € vital para a analise
entre os organismos, sendo normalmente utilizado o rDNA, entre outras razoes,
por estar presente e ser homologo em todos 0s organismos Vvivos, e por possuir
partes muito conservadas intercaladas por outras variaveis. A regido génica do
rDNA possui as seguintes estruturas na disposicao 5’-3': a regido espacadora
externa (ETS), o gene 18S, a regido espacadora interna (ITS1), o gene 5.8S,
uma segunda regido espacadora interna (ITS2) e o gene 26S. Este ultimo gene

apresenta as sequéncias menos conservadas, em relacdo aos genes 18S e
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5.8S, sendo a regido de escolha para estudos de filogenia de espécies e
grupos taxonémicos mais relacionados. A regido D1/D2 do 26S rDNA tem sido
utiizada para diferenciar quase todas espécies estudadas (Kurtzman &
Robnett, 1998). Porém, o sequenciamento desta regido ndo € capaz de
diferenciar todas as espécies de leveduras de afinidade basidiomicéticas,
sendo necessario 0 sequenciamento conjunto da regido ITS (Scorzetti et al.,

2002).

2.7 Potencial biotecnolégico de leveduras e fungos semelhantes
a leveduras

As leveduras destacam-se por seu potencial biotecnoldgico, ou seja,
por portar genes responsaveis por caracteristicas interessantes
industrialmente, como por exemplo, capazes de produzir enzimas de interesse
industrial. Elas também podem ter o seu potencial biotecnolégico aplicado a
inibicdo do crescimento de fungos fitopatogénicos e patogénicos para o ser
humano, tendo uma atividade antagonista realizada pelas leveduras

saprofiticas (Shigemori et al., 1998).

2.7.1 Potencial enzimético

A triagem de microrganismos com potencial para uso biotecnolégico
se inicia com a selecdo do microrganismo que possui a caracteristica desejada
(Steele & Stowers, 1991). Algumas industrias tém preferéncia por selecao de
microrganismos de ambientes naturais, pois estes sdo mais aceitos para

comercializacdo. Pesquisas demonstram que microrganismos produtores de
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enzimas de interesse biotecnolégico sédo aplicados nas industrias de alimentos,
farmacéutica, téxtil, dentre outras (Strauss et al., 2001; Subash et al., 2005).
Outros estudos demonstram o alto potencial de leveduras isoladas de
ambientes tropicais na producdo de varias enzimas utilizadas na inddstria
(Buzzini & Martini, 2002; Abranches, 1997; Braga et al., 1998; Fuentefria &
Valente, 2005; Landell et al., 2005).

Uma grande variedade de segmentos industriais utiliza enzimas
amiloliticas de origem microbiana para converter o0 amido em unidades
fundamentais de glicose. Apesar da producdo de amilase ser obtida
principalmente a partir de linhagens de fungos filamentosos, varias espécies de
leveduras tém sido relatadas com capacidade de degradacdo do amido,
podendo ter alguma aplicacdo industrial direta ou indireta (Gundllapalli et al.,
2002). As a-amilases fungicas sdo utilizadas em processos de panificacdo e
em ragOes para melhorar a digestéo.

As esterases sdo capazes de catalisar reacbes de hidrdlise,
esterificacdo, transesterificacao e lactonizacdo, conferindo a estas enzimas um
potencial enorme de aplicacdes. Possuem aplicacfes diretas nas industrias de
quimica fina e farmacéutica, como, por exemplo, na resolucdo de misturas
racémicas nos processos de modificacdes estruturais em moléculas de drogas,
na sintese de flavorizantes para a industria de alimentos e na modificacdo de
triglicerideos para a indlstria de Oleos. Embora as esterases possuam
importantes aplicagdes industriais, uma importante limitagdo na propriedade

fisico-quimica desta enzima impede o0 seu uso em larga escala na industria: as
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esterases sao termolabeis, principalmente em altas temperaturas, prejudicando
processos quimicos industriais (Kademi et al., 1999; Molinari et al., 1996).

As proteases sdo amplamente utilizadas nas industrias de alimentos,
pricipalmente nos processos de fermentacao e producdo de alimentos orientais
como o molho soyo, na producédo de gelatina hidrolisada e leite de soja e na
clarificacdo de sucos através da hidrolise das proteinas solluveis neles contidas
em altas concentracdes (Rao et al., 1998). As proteases sao também
empregadas na producdo de derivados laticos como 0s queijos, atuando na
maturacao e desenvolvimento da textura e sabor, devido a acdo das proteases

na beta-caseina do leite (Visser, 1993).

2.7.2 Producéao de toxinas “killer”

Leveduras “killer” (micocinogénicas) produzem uma toxina
extracelular letal a outras leveduras, que sdo chamadas leveduras sensiveis
(Golubev, 1997), através de um mecanismo especifico que atua em receptores
da parede e membrana celular da célula sensivel. As cepas micocinogénicas
sdo imunes para o efeito de sua propria toxina, mas podem ser suscetiveis a
toxinas produzidas por outras cepas produtoras da toxina (Schmitt & Breinig,
2002). O fenémeno “killer” em leveduras foi relatado pela primeira vez por
Makower e Bevan em cepas de Saccharomyces cerevisiae (Buzzini & Martini,
2000). A funcdo e o papel destas toxinas em comunidades naturais de
leveduras ndo sao bem conhecidos, porém a maioria dos autores sugere que
estas toxinas representam um importante papel na ecologia das leveduras,

através da eliminacdo de linhagens sensiveis em substratos onde estas co-
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existem com leveduras “killer’, conforme relata Abranches et al., (1997). A
natureza do fenbmeno micocinogénico sugere que este seja um mecanismo
potencial de competicdo por interferéncia, onde a producdo de compostos
toxicos evita que o competidor tenha acesso aos recursos. Buzzini & Martini
(2000) relataram alta incidéncia de atividade “killer” em leveduras isoladas de
floresta brasileira. Nos Ultimos anos, inUmeras aplicagcdes potenciais para o
fendmeno “killer” tém sido descobertas. Dentre estas, a inibicdo do crescimento
de fungos patogénicos para o homem com o objetivo de desenvolvimento de
novos agentes antiflngicos para o tratamento de micoses humanas (Séguy et
al., 1998; Schimitt & Breinig, 2002). Walker et al. (1995) estudaram leveduras
com ampla atividade contra fungos fitopatogénicos, deterioradores de madeira
e patdégenos humanos oportunistas, indicando que tais leveduras podem ter

potencial para um novo agente de biocontrole antimicético.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta, isolamento e conservacgédo dos isolados de figueiras

Foram realizadas 6 coletas de exemplares de figueiras, a cada dois
meses, entre os dias 21 de abril de 2005 e 08 de marco de 2006, em diferentes
pontos do Parque Estadual de Itapud, Viamé&o, Rio Grande do Sul. As
leveduras foram isoladas a partir do filoplano e do sicénio das seguintes
espécies de figueiras: Ficus cestrifolia, F. luschnathiana e Coussapoa
microcarpa. Em cada coleta foram amostrados 10 exemplares de folhas,
totalizando 60 amostras. Foram amostrados 3 exemplares de sicénio, sendo 1
na primeira coleta e 2 na segunda. As folhas e siconios foram fotografadas,
coletadas assepticamente e colocadas em sacos plasticos individuais
etiquetados. As amostras foram levadas ao laboratério para processamento,
onde foram lavadas com &agua destilada estéril para retirada da poeira

acumulada e outros artefatos eventualmente presentes. Apés, as folhas foram
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cortadas assepticamente com bisturi, em fragmentos de 1 a 3 cm?, totalizando
uma area de 10 cm?, colocadas em Erlenmeyer com 50mL de agua estéril e
mantidas no agitador mecanico do tipo orbital por 10 min. Esta agua foi
descartada e acrescentou-se 30mL de uma solucdo de Tween 20 0,5% ao
frasco, que foi entdo levado novamente ao agitador mecanico por 30 minutos.
A solucéo de Tween 20 foi descartada e este processo repetido mais uma vez.
Ap6s nova agitacéo, foram feitas diluicdes decimais seriadas até 102 Ja no
isolamento de leveduras do siconio, a polpa foi retirada e um grama pesado em
balanca de precisdo em ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar), onde a
polpa foi macerada com gral e pistilo. Apds foram feitas diluicbes seriadas até
10°. As diluicdes das folhas (10° 10 e 10?) e dos siconios (102 até 10°)
foram semeadas em duplicata pela técnica de espalhamento em superficie em
meio Agar YM (tabela 1 - Apéndices) acrescido de 0,04% cloranfenicol pH 4,0.
Estas placas foram incubadas a 25°C por 5 a 7 dias. Apés foi realizado o
isolamento das culturas de leveduras por esgotamento em placa duas vezes
consecutivas em meio Agar YEPG (tabela 1 - Apéndices) para verificacdo da
pureza. Os isolados obtidos foram conservados em tubos de ensaio com meio
GYMP (tabela 1 - Apéndices) cobertos por uma camada de 6leo mineral estéril
e mantidos em geladeira. Posteriormente, foram armazenados nas Colecdes
de Culturas do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas

da Salde da UFRGS.

3.2 Caracterizagdo convencional de leveduras e fungos

semelhantes a leveduras
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As leveduras e fungos semelhantes a leveduras foram
caracterizados fenotipicamente conforme caracterisitcas morfologicas e
fisiologicas (Yarrow, 1998). A identificacdo das leveduras foi realizada de
acordo com Barnett et al., 2000 e o banco de dados do Centralbureau voor
Schimmelcultures (Holanda), que compara as caracteristicas fisiologicas das
leveduras a serem identificadas com as de espécies ja descritas. A
classificacdo dos fungos semelhantes a leveduras foi realizada com base em
fatores macro e micromorfolégicos, tais como cor, textura da colbnia e
morfologia da hifa. Em algumas vezes, caracteristicas fisiologicas também
foram avaliadas, tais como testes de assimilacdo de fontes de carbono e
nitrogénio, e crescimento em diferentes temperaturas. Os testes foram
analisados baseados nos métodos empregados para a identificacdo

convencional de leveduras (Yarrow, 1998; Barnett et al., 2000).

3.2.1 Caracteristicas macromorfoldgicas

3.2.1.1 Morfologia colonial

Foram observadas as caracteristicas 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 raizes); superficie (lisa ou rugosa); elevacdo (plana, convexa,
umbonada ou vulcdo) e consisténcia (cremosa, mucdide, butirosa,

membranosa, esfarelada, dura, seca), de acordo com Yarrow (1998).

3.2.1.2. Deteccdao de balistosporos
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A producdo de balistosporos é um fator importante para a
diferenciacdo entre espécies de leveduras com afinidade basidiomicética. Os
balistosporos, quando amadurecidos, sdo ejetados para 0 meio ambiente
violentamente. Uma caracteristica indicativa de que os balistosporos estédo
sendo produzidos pelo isolado é a producédo espontanea de colbnias satélites
(Kreger-van Rij, 1984; Neufeld, 1999). Para a visualizacdo dessa caracteristica,
a levedura suspeita foi inoculada na superficie de uma placa contendo Agar
agua (Agar 2% e agua). Logo apos, a base desta placa foi fechada com a base
de outra placa contendo Agar YEPG, selando ambas, assepticamente, com fita
adesiva. A placa foi incubada com a base contendo o in6culo para cima, por 7
dias a 25°C. As culturas produtoras de balistosporos cresceram no Agar YEPG

de maneira idéntica ao semeado no Agar agua.

3.2.2 Caracteristicas micromorfoldgicas
3.2.2.1 Morfologia celular
Foram realizadas laminas a fresco a partir do crescimento de culturas
recentes em Agar YEPG incubadas a 22-25°C. A observacdo foi feita em
microscopia Optica com aumento de 400 a 1000 vezes. Foram observadas as
seguintes caracteristicas celulares: forma (circular, oval, cilindrica, fusiforme,
apiculada, entre outras); tamanho da célula; presenca de pseudomicélio; tipo
de reproducdo assexuada (brotamento e/ou fissdo); tipo de brotamento
(multipolar, bipolar, unipolar); presenca de ascosporos e de balistosporos,

conforme Kurtzman & Fell (1998) e Barnett et al. (2000).
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3.2.2.2 Formacéo de ascOsporos

A observacdo da producdo de ascosporos pelas leveduras com
afinidade ascomicética foi realizada utilizando como meio para induzir a sua
producdo Agar acetato (tabela 1 - Apéndices) e incubacdo a 22-25°C por até
um més. A pequena quantidade de carboidratos nesse meio de inducdo
restringe o crescimento vegetativo e aumenta a producdo de ascOsporos.
Foram observadas, em microscopia Optica, a presenca ou auséncia de
conjugacéao, forma e numero de ascésporos por asca e liberacdo ou ndo de

esporos logo apés a sua formacéo.

3.2.2.3 Microcultivo em lamina

O microcultivo (cultivo em lamina) foi a técnica escolhida para
observacdo de pseudohifa ou de hifa verdadeira, utilizando o meio de cultura
Agar Fuba (tabela 1 - Apéndices). Dentro de uma placa de Petri, foram
colocados dois palitos, uma lamina de microscopia (sobre os palitos), uma
laminula e um chumaco de algoddo. Apds esterilizacdo, por autoclave, do
material, foram colocados assepticamente 1-2 mL de meio de cultura sobre a
lamina de microscopia dentro da placa de Petri. Apés solidificacdo do meio, as
leveduras e fungos semelhantes a leveduras foram inoculados por estriamento
da agulha de inoculacéo sobre o meio de cultivo. Entéo, a laminula foi colocada
sobre o inéculo e foi adicionada agua destilada estéril sobre o algodéo. As
placas foram incubadas por 7 dias a 22-25°C (Barnett et al., 2000), sendo

realizada a observacdo em microscopio optico no aumento de 400 vezes.
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3.2.3 Testes bioquimicos / fisioldgicos

3.2.3.1 Testes de fermentacao

A fermentacdo alcodlica pode ser considerada como a oxidacao
anaerobica de um carboidrato com a producao final de alcool etilico e anidrido
carbonico, além de outros produtos secundarios. Se um carboidrato é
fermentado, serd assimilado, porém o contrario ndo é necessariamente uma
verdade. Caso a fermentacdo ocorra, a glicose serd sempre fermentada
(Neufeld, 1999; Barnett et al., 2000).

O teste de fermentacao verificou a capacidade de cada levedura e
fungo semelhante a levedura fermentar a glicose. Antes da realizacdo dos
testes, as culturas foram crescidas em Agar YEPG para obtencdo de células
metabolicamente ativas. Estas culturas foram inoculadas em tubos de ensaios
com meio para fermentacdo (MBF) (tabela 1 - Apéndices) contendo tubos de
Durham invertidos no seu interior. Os tubos de fermentacdo foram lidos
regularmente em 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21 dias ap0s a inoculacdo. A producao
de gas foi observada pelo seu acumulo nos tubos de Durham. A leitura foi
considerada negativa quando ndo houve acumulo de gas ou quando apenas
foram observadas bolhas de gas no tubo de Durham, +1 quando somente 1/3
do tubo de Durham estava ocupado por gas, +2 quando 0 gas esteve presente
em 2/3 do tubo e +3 quando o tubo de Durham tornou-se cheio de gas. As
cepas com resultado +2 ou +3 foram consideradas fermentadoras. As que
tiveram resultado positivo para fermentacdo de glicose foram testadas para
fermentacdo de galactose e de maltose (Yarrow, 1998; Neufeld, 1999; Barnett

et al.,2000).
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3.2.3.2 Assimilacéo de fontes de carbono

A capacidade de assimilacdo de diferentes fontes de carbono pelas
leveduras foi testada utilizando as seguintes fontes: glicose, galactose, ribose,
xilose, L-arabinose, D-arabinose, ramnose, maltose, trealose, inulina, amido
soluvel, glicerol, eritritol, ribitol, glucitol, manitol, celobiose, salicina, melibiose,
lactose, rafinose, inositol, lactato, citrato, N-acetil-glicosamina, e Tween 20. A
propriedade de assimilar ou nado diferentes fontes de carbono permite a
distincdo das espécies de acordo com seu padrdo assimilativo. O método
escolhido neste trabalho foi o de réplica em placas (Barnett et al., 2000). As
cepas metabolicamente ativas foram inoculadas em tubos contendo 2 mL de
agua destilada estéril por 1 a 2 dias (para que as leveduras esgotassem suas
reservas energéticas). A padronizacdo do indculo foi realizada através do
cartdo de Wickerham, que estima a densidade celular através da turvacao da
solucado, sendo que um nimero de células/mL entre 10° e 10° equivale ao grau
1 de Wickerham (Pfaller et al., 1988). A densidade do inéculo nos tubos com
agua estéril foi medida pelo cartdo de Wickerham no grau 0,5. Logo apés, uma
aliquota de 400uL de cada levedura foi adicionada em cada um dos 25 poc¢os
do replicador de Steer, instrumento que permite que vinte e cinco leveduras
sejam testadas por vez. Placas contendo as fontes de carbono descritas
anteriormente foram semeadas com as leveduras a serem testadas e
incubadas por 21 dias a 22-25°C (Yarrow, 1998; Barnett et al.,2000). Como
controle positivo foi utilizada uma placa com meio yeast nitrogen base (YNB),
glicose e Agar, e como controle negativo uma placa com apenas YNB e Agar.

A leitura foi realizada conforme o crescimento das culturas sobre as placas.
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3.2.3.3 Assimilacao de fontes de nitrogénio

Leveduras e fungos semelhantes a leveduras possuem a
capacidade de utilizar sulfato de aménia, asparagina, peptona e uréia
aerobicamente como Unica fonte de nitrogénio. Porém, alguns compostos
nitrogenados como nitrato de potassio, nitrito de sédio, lisina, creatina,
creatinina, aminas alifaticas e alguns aminoacidos séo seletivamente utilizados
por diferentes leveduras (Neufeld, 1999; Barnett et al., 2000).

Os testes seguiram a mesma técnica do teste de assimilacdo de
fontes de carbono. As cepas foram inoculadas, a partir de culturas recentes em
Agar YEPG, em tubos contendo 2 mL de agua destilada estéril, por até 2 dias,
para que as leveduras esgotassem suas fontes energéticas. A densidade do
in6culo nos tubos com agua estéril foi de grau 0,5 pelo cartdo de Wickerham.
Entdo, uma aliquota de 400uL de cada levedura foi adicionada em cada um
dos 25 pocos do replicador de Steer. As placas contendo nitrato de sddio,
lisina, etilamina, creatina e creatinina, como Unicas fontes de nitrogénio, e yeast
carbon base (YCB), como fonte de carbono, foram semeadas com as leveduras

a serem testadas e incubadas por 21 dias a 22-25°C.

3.2.3.4 Teste de producéao de urease e reacao ao DBB

As cepas de leveduras foram inoculadas a partir de culturas
recentes, em Agar YCB-Uréia (tabela 1 - Apéndices), acrescido de fucsina
acida em quantidade até obter a cor desejada (rosa escuro). Os tubos de
ensaio foram incubados a 25°C por 3 dias, sendo as leituras realizadas

diariamente. A atividade da enzima urease quando presente na cepa provocou
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uma viragem do indicador de uma cor rosa (fucsina) para branco. Apos os trés
dias de leitura, as culturas foram incubadas a 60°C por 18 horas, sendo
posteriormente adicionadas sobre o in6culo algumas gotas de uma solucdo
contendo o reagente “Diazonium Blue B” (DBB) tamponado com Tris-HCL 1M
para um pH 7.0. As culturas que adquiriram coloracdo avermelhada apds o
contato com o reagente DBB foram consideradas DBB positivas e de afinidade
basidiomicética. As cepas que nao desenvolveram cor avermelhada foram
consideradas negativas e relacionadas aos ascomicetos (Barnett et al., 2000;

Yarrow, 1998).

3.2.3.5 Crescimento em diferentes temperaturas

As leveduras podem crescer numa ampla faixa de variacdo térmica
(de 0 a 47°C), por isso o teste de crescimento em diferentes temperaturas pode
contribuir para sua identificacdo. Este teste avalia a capacidade de crescimento
das leveduras e fungos semelhantes a leveduras nas temperaturas de 37°C,
40°C e 42°C, sendo a temperatura Otima de crescimento para a maioria das
espécies entre 20°C e 30°C. O teste de crescimento em diferentes
temperaturas foi realizado com a utilizacdo do caldo YEPG. Apds a inoculacéao,
os tubos foram incubados por trés dias em banho-maria nas respectivas
temperaturas testadas, sendo a leitura realizada diariamente pelo grau de
turvacdo, de acordo com a escala de Wickerham (Yarrow, 1998; Barnett et

al.,2000).

3.2.3.6 Teste de tolerancia ao NaCl 10% e 16%
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As espécies de leveduras podem diferir na capacidade de
crescimento em solucdes hipertbnicas, tornando essa caracteristica mais uma
ferramenta no conjunto de testes fenotipicos para a identificacdo desses
microrganismos. Sendo assim, a capacidade de crescimento das leveduras foi
avaliada durante 21 dias, em duas concentracdes de solucbes salinas
hipertonicas: NaCl 10% e 16%. O meio utilizado foi o caldo YEPG acrescido de
NaCl. Como controle positivo foi utilizado o meio sem NaCl. As cepas foram
incubadas a 22-25°C por 21 dias, sendo a leitura realizada semanalmente pelo

grau de turvacgéo, de acordo com a escala de Wickerham (Barnett et al., 2000).

3.2.3.7 Teste de toleréncia a glicose 50%

Seguindo o teste de tolerancia a solucdes hiperténicas, foi testada a
capacidade de a levedura crescer em meio com alta concentracdo de glicose
(solucéo glicosilada hiperténica). O meio utilizado foi o caldo YEPG acrescido
de glicose 50%. Como controle positivo foi utilizado meio com glicose 2%. A
incubacéo foi por 21 dias a 22-25°C, sendo a leitura realizada semanalmente
conforme o grau de turvacdo, de acordo com a escala de Wickerham (Barnett

et al., 2000).

3.2.3.8 Producao de compostos amiléides

Este teste tem como objetivo auxiliar na identificacdo de
determinadas espécies, principalmente as do género Cryptococcus, que
possuem por caracteristica formar compostos polissacarideos amiloides

(Barnett et al., 2000). Para avaliar esta caracteristica, uma solucdo de lugol
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(solucdo de iodo com iodeto de potassio 1:5) foi adicionada a placa de Petri
com crescimento evidente da amostra em meio sélido contendo YNB e glicose.
O resultado positivo foi observado pela coloracdo azulada da colbnia, devido a

reacao do composto amiléide com a solucdo de iodo.

3.3 Taxonomia molecular de leveduras

3.3.1 Sequenciamento do rDNA

As linhagens FI 50, FI 91, FI 113 e FI 87 foram sequenciadas e
analisadas por Jesus Ramos no Instituto do Cancer (INCA), RJ. A extracdo de
DNA e amplificacdo da regido D1/D2 do gene 26S rDNA das linhagens FI 50,
FI 87, FI 91 e FI 113 foram realizadas conforme descrito em Ramos et al.
(2001), utilizando os primers NL1-5'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGS3' e
NL4-5GGTCCGTGTTTCAAGACGG3' (O'Donnell, 1993). Os produtos
amplificados por PCR foram purificados usando o Wizard PCR Preps DNA
Purification System (Promega), de acordo com as instrucdes do fabricante. O
DNA purificado (100 ng) foi utilizado para sequenciamento com os primers NL e
NL4, respectivamente, utilizando o DyEnamic ET Dye terminator Cycle
sequencing Kit for MegaBASE (Pharmacia), seguindo o protocolo
recomendado. A seqUéncia foi obtida utilizando o sequenciador automatico
MegaBASE DNA Analysis System 1000 (Pharmacia). As seqiéncias de dados
foram editadas usando SegMan Il expert sequence analysis software
(SegMan400, 1989-1999, DNASTAR Inc) e analisadas com o programa
Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn), (Altschul et al., 1997) disponivel no site

http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/.
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3.4 Verificagcdo do potencial biotecnoldgico

3.4.1 Avaliagdo semiquantitativa do perfil enzimatico

As cepas foram previamente cultivadas em agar GYP (tabela 1 -
Apéndices) e utilizadas na inoculacao dos meios de triagem enzimatica. O nivel
de producédo da enzima nos meios solidos foi avaliado pelo didametro do halo de
reacao ao redor da colénia, medido em centimetros. Para a enzima caseinase,
um halo de degradacéo menor ou igual a 0,5 cm foi considerado como de fraca
producdo enzimatica, um halo entre 0,5 e 0,9 cm foi considerado como
producado positiva e um halo maior ou igual a 1 cm foi considerado como alta
producdo. Para a enzima amilase, um halo de degradacdo menor que 1,5 cm
foi considerado como de fraca producédo enzimatica, ja um halo entre 1,5 e 2,4
cm foi considerado como producéo positiva, e um halo maior ou igual a 2,5 cm
foi considerado como alta producdo. Estes limites foram padronizados
empiricamente, utilizando cepas previamente reconhecidas como boas
produtoras, fracas produtoras e ndo produtoras de cada enzima analisada. Os
resultados foram classificados como negativo (-), fraco (W), positivo (+) e alta

producao (++).

3.4.1.1 Producdao de celobiase e esterase

A capacidade de degradar celobiose e a atividade de esterase foi
verificada pelo método réplica em placas. As cepas foram previamente
inoculadas em agua destilada por 24 h para exaurir suas reservas energéticas
endogenas. Entdo, foram inoculadas nos respectivos meios, conforme Yarrow

(1998). Apos 7 dias de incubacéo a 25°C, a atividade enziméatica foi mensurada
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através da intensidade do crescimento colonial, sendo classificado como
negativo (-), fraco (W), positivo (+) e 6timo (++), em comparacdo ao
crescimento das mesmas cepas no controle negativo (sem celobiose ou Tween
20) e no controle positivo (com glicose). O crescimento em meio contendo o
substrato enzimatico como Unica fonte de carbono foi considerado evidéncia de

que a levedura produzia a respectiva enzima.

3.4.1.2 Producao de amilase

Para verificacdo da producdo de amilase, as leveduras foram
incubadas por sete dias a 25°C em meio contendo amido solavel, pH 6,0.
(Strauss et al.,, 2001; Buzzini & Martini, 2002). Apos crescimento celular, a
revelacdo foi feita com adicdo de lugol sobre o meio e visualizacdo de
formacéo de um halo amarelo ao redor do crescimento das cepas consideradas

positivas. O restante do meio torna-se corado de azul escuro.

3.4.1.3 Producéao de caseinase

A hidrélise da caseina foi testada através da inoculacdo das
leveduras em placas de Petri contendo o meio agar caseina, ajustado para pH
7,0 com KOH. (Strauss et al., 2001; Braga et al., 1998; Trindade et al., 2002) A
revelacao foi realizada apos sete dias de incubacdo a 25°C, com a adicao de
HCI 1IN na superficie do meio e incubacdo por 1 hora. O resultado foi
considerado positivo quando ao redor do indculo houve a formacéo de um halo

transparente circundado por um fundo com coloracdo esbranquicada



32

correspondendo a area onde a caseina nao tinha sido hidrolisada, sendo,

portanto, desnaturada por acao do acido cloridrico.

3.4.1.4 Producéao de gelatinase

A hidrodlise da gelatina também foi usada para testar a producéo de
protease. As leveduras foram inoculadas em meio malte-gelatina em tubos de
ensaio (Abranches et al., 1997; Yarrow, 1998; Trindade et al.,, 2002) e
incubadas durante 21 dias a 25°C. Apos esse periodo, resfriaram-se os tubos
cerca 2 horas a 4°C e, em seguida, foi avaliada a atividade enzimatica através
do grau de hidrélise do meio. Aqueles isolados que liquefizeram parcial ou
completamente 0 meio de cultura apés a retirada dos tubos da refrigeracéo

foram considerados produtores de gelatinase.

3.5 Teste para detectar linhagens com fendétipo “killer”

A atividade micocinogénica (killer) foi testada de acordo com
Abranches et al. (1997). As leveduras isoladas de figueiras foram testadas
contra fungos patogénicos das espécies Candida albicans e Cryptococcus
neoformans. A atividade “killer” foi testada em meio YM contendo 0, 003% de
azul de metileno, pH 4,2. A cepa patogénica foi diluida em agua destilada
estéril e semeada sobre a superficie do meio com auxilio de um suabe. As
leveduras isoladas de folhas de figueiras foram inoculadas com alca de platina
na superficie do meio contendo a cepa sensivel previamente inoculada. As
placas foram incubadas a 25°C por sete dias. As cepas foram consideradas

como possuidoras de atividade “killer” quando houve um halo de inibicdo do
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crescimento dos fungos patogénicos ao redor do crescimento das leveduras de

figueiras.

3.6 Listagem de meios de cultura utilizados
Os meios de cultura utilizados estdo listados na Tabela 1

(Apéndices).

3.7 Listagem dos equipamentos utilizados no laboratorio
Os equipamentos utilizados nos experimentos estdo listados na

Tabela 2 (Apéndices).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e purificacdo dos isolados de figueiras

A técnica empregada para isolamento de leveduras e fungos
semelhantes a leveduras a partir de figueiras resultou em 175 isolados, sendo
que 174 foram obtidos a partir de filoplano e um de sicénio de figueiras. As
amostras de siconios foram obtidas apenas nas duas primeiras coletas porque
este demonstrou ndo ser um bom substrato para o isolamento de leveduras. Os
isolados obtidos foram purificados para posterior identificacdo e avaliacdo do

potencial biotecnoldgico.

4.2 Identificacédo fenotipica dos isolados de figueiras

Dos 175 isolados obtidos, 125 representam leveduras verdadeiras e
50 fungos semelhantes a leveduras. As 125 linhagens de leveduras isoladas
pertencem a 42 espécies, sendo 8 de afinidade ascomicética e 34 de afinidade
basidiomicética. A listagem com a identificacdo presuntiva das linhagens de

leveduras e fungos semelhantes a leveduras, assim como a espécie de figueira
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de onde foram isoladas, pode ser vista na Tabela 1. Os fungos semelhantes a
leveduras foram classificados segundo suas caracteristicas macromorfoldgicas,
sendo a maioria destes fungos pertencente as leveduras pretas ou “black-
yeasts”. Nao foi possivel identificar 12 isolados, pois estes ndo cresceram de
forma suficiente para a identificacdo. Sendo assim, foram denominados de
“isolado n&o identificado”.

Os isolados identificados com o nome da espécie seguido pelo
sufixo “-similar” significam que sdo muito semelhantes a uma determinada
espécie, entretanto diferem da descricdo da cepa tipo desta espécie. Algumas
linhagens foram identificadas apenas em nivel de género seguido pelo sufixo
“sp”, significando que a identificacdo pelos métodos convencionais nao foi
possivel. Os identificados com o nome da espécie seguidos por “?” significam
que provavelmente sdo aquela espécie, mas necessitam de confirmacdo de
alguns testes. Esses isolados podem representar possiveis biotipos ou
espécies novas.

No presente trabalho, seis isolados de leveduras foram identificados
dentro do género Candida. Conforme os resultados dos testes morfologicos e
bioquimicos/fisioldgicos, as cepas FI 11 e FlI 24 foram classificadas como
Candida albicans, porém ndo foram realizados testes especificos para a
confirmacédo desta identificacdo. O isolamento de C. albicans a partir de folhas
de figueiras ndo é um resultado esperado, ja que essa levedura faz parte da
microbiota normal de animais de sangue quente e € o principal agente
etiologico de candidiase (Sullivan, 2004). Podem existir duas explicacdes

possiveis para esse resultado: ou a identificacdo esta incorreta, ou houve
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contaminacdo das folhas por leveduras carreadas por algum animal que tenha
entrado em contato com elas.

TABELA 1: Listagem das culturas isoladas, identificacdo presuntiva, substrato

de origem e amostra correspondentes.

Linhagens Amostra Isolado Substrato
ASCOMICETOS
Candida albicans Am 04 21/04/05 Fl 11 Ficus cestripholia

" Am 07 21/04/05 Fl 24 Ficus luschnathiana
Candida ernobii — similar Am 06 21/04/05 Fl 36 Ficus luschnathiana
Candida sp 01 Am 05 12/01/06 Fl 144 Ficus cestripholia
Candida sp 02 Am 06 12/01/06 Fl 146 Ficus cestripholia
Candida sp 03 Am 08 12/01/06 Fl 148 Coussapoa microcarpa
Debaryomyces hansenii Am 04 29/07/05 FI 76 Ficus cestripholia
Kluyveromyces lactis Am 09 29/07/05 Fl 95 Coussapoa microcarpa
Pichia pini — similar Am 10 22/09/05 Fl 123 Ficus cestripholia
BASIDIOMICETOS
Bullera sp nov.01 Am 10 21/04/05 FI 50 Ficus cestripholia
Bullera sp nov.01 Am 09 29/07/05 Fl 91 Coussapoa microcarpa
Bullera sp nov.01 Am 08 22/09/05 Fl 113 Ficus cestripholia
Bullera sp nov.02 Am 07 29/07/05 Fl 87 Ficus cestripholia
Bullera sp nov.02 Am 04 29/07/05 FI 88 Ficus cestripholia
Bullera kunmingensis Am 05 08/03/06 FI 170 Ficus cestripholia
Cryptococcus sp 1 Am 06 21/04/05 Fl 16 Ficus luschnathiana
Cryptococcus sp 2 Am 02 29/07/05 FI 103 Coussapoa microcarpa
Cryptococcus sp 3 Am 08 08/03/06 Fl 180 Coussapoa microcarpa
Cryptococcus flavescens Am 01 29/07/05 FI 51 Ficus cestripholia
Cryptococcus humicola - similar ~ Am 03 21/04/05 Fl 37 Ficus cestripholia

" Am 06 29/07/05 FI 81 Coussapoa microcarpa

" Am 05 29/07/05 Fl 84 Coussapoa microcarpa

" Am 09 29/07/05 Fl 94 Coussapoa microcarpa

" Am 01 22/09/05 Fl 106 Coussapoa microcarpa
Cryptococcus hungaricus Am 08 08/03/06 Fl 181 Coussapoa microcarpa
Cryptococcus laurentii Am 06 21/04/05 Fl 15 Ficus luschnathiana

" Am 05 21/04/05 Fl 17 Ficus cestripholia

" Am 04 21/04/05 Fl 45 Ficus cestripholia

" Am 02 29/07/05 FI 53 Coussapoa microcarpa

" Am 06 29/07/05 FI 56 Coussapoa microcarpa
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TABELA 1: Continuagdo - Listagem das culturas isoladas, identificacédo
presuntiva, substrato de origem e amostra correspondentes.

Linhagens

Cryptococcus macerans — similar

Rhodotorula sp 01

Rhodotorula sp 02
Rhodotorula sp 03
Rhodotorula aurantiaca

Rhodotorula glutinis

“

Amostra

Am 03 29/07/05
Am 05 29/07/05
Am 09 29/07/05
Am 04 29/07/05
Am 07 29/07/05
Am 01 29/07/05
Am 03 17/11/05
Am 04 12/01/06
Am 03 08/03/06
Am 09 08/03/06
Am 05 08/03/06
Am 08 21/04/05
Am 03 29/07/05
Am 04 29/07/05
Am 07 29/07/05
Am 08 22/09/05
Am 01 21/04/05
Am 02 21/04/05
Am 03 21/04/05
Am 07 21/04/05
Am 08 21/04/05
Am 11 21/04/05
Am 09 21/04/05
Am 03 21/04/05
Am 04 21/04/05
Am 05 21/04/05
Am 01 29/07/05
Am 02 29/07/05
Am 06 29/07/05
Am 09 29/07/05
Am 08 29/07/05
Am 07 21/04/05
Am 03 22/09/05
Am 02 22/09/05
Am 01 21/04/05
Am 02 21/04/05

Isolado
FI 57
Fl 63
Fl 64
Fl 71
Fl 89
Fl 101
Fl 133
Fl 143
Fl 164
Fl 184
Fl1 188
Fl 28
FI 67
Fl 69
Fl 97
Fl 27
FI 03
Fl 08
Fl 09
Fl 21
FI 23
Fl 34
Fl 41
Fl 44
Fl 46
Fl 49
Fl 54
Fl 61
F1 83
Fl 98
Fl 99
Fl 19
Fl 119
Fl 118
Fl 02
Fl 05

Substrato

Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus luschnathiana
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus luschnathiana
Ficus luschnathiana
Ficus cestripholia (fruto)
Ficus luschnathiana
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus luschnathiana
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa

Coussapoa microcarpa
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TABELA 1: Continuagdo - Listagem das culturas isoladas, identificacédo
presuntiva, substrato de origem e amostra correspondentes.

Linhagens Amostra Isolado Substrato

! Am 08 21/04/05 Fl 20 Ficus luschnathiana

! Am 09 21/04/05 Fl 26 Ficus luschnathiana

! Am 08 21/04/05 Fl 29 Ficus luschnathiana

“ Am 09 21/04/05 FI 30 Ficus luschnathiana

“ Am 02 29/07/05 Fl 60 Coussapoa microcarpa

“ Am 03 29/07/05 Fl 65 Ficus cestripholia

“ Am 03 29/07/05 Fl 66 Ficus cestripholia

“ Am 04 29/07/05 Fl 77 Ficus cestripholia

! Am 05 29/07/05 FI 79 Coussapoa microcarpa

! Am 07 29/07/05 Fl 86 Ficus cestripholia

“ Am 09 29/07/05 Fl 93 Coussapoa microcarpa

“ Am 05 29/07/05 FI 109 Coussapoa microcarpa

“ Am 08 22/09/05 Fl 114 Ficus cestripholia

“ Am 03 22/09/05 Fl 120 Ficus cestripholia

“ Am 03 08/03/06 Fl 163 Ficus cestripholia

" Am 06 08/03/06 FI 173 Ficus cestripholia

" Am 05 08/03/06 Fl 187 Ficus cestripholia
Rhodotorula glutinis ? Am 06 21/04/05 Fl 14 Ficus luschnathiana

" Am 07 21/04/05 Fl 18 Ficus luschnathiana

" Am 10 21/04/05 Fl 32 Ficus cestripholia

“ Am 04 21/04/05 Fl 47 Ficus cestripholia

“ Am 04 29/07/05 Fl 70 Ficus cestripholia

“ Am 05 29/07/05 Fl 104 Coussapoa microcarpa

“ Am 10 22/09/05 Fl 124 Ficus cestripholia

" Am 05 22/09/05 Fl 126 Ficus cestripholia

" Am 02 08/03/06 Fl 159 Ficus cestripholia

" Am 04 08/03/06 Fl 167 Ficus cestripholia

" Am 04 08/03/06 Fl 168 Ficus cestripholia

" Am 10 08/03/06 Fl 186 Coussapoa microcarpa

" Am 06 08/03/06 FI 190 Coussapoa microcarpa
R.glutinis / R. aurantiaca Am 01 08/03/06 Fl 191 Coussapoa microcarpa

" Am 01 21/04/05 Fl 04 Coussapoa microcarpa

" Am 08 21/04/05 Fl 25 Ficus luschnathiana

" Am 09 22/09/05 Fl 117 Ficus cestripholia

" Am 07 22/09/05 Fl 121 Ficus cestripholia

" Am 08 12/01/06 Fl 150 Coussapoa microcarpa
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TABELA 1: Continuagdo - Listagem das culturas isoladas, identificacédo

presuntiva, substrato de origem e amostra correspondentes.

Linhagens

R.glutinis / R. aurantiaca - similar

R. minuta

Sporobolomyces roseus ?
Isolado néo identificado 01
Isolado néo identificado 02
Isolado néo identificado 03
Isolado néo identificado 04
Isolado n&o identificado 05
Isolado nao identificado 06
Isolado nao identificado 07
Isolado néo identificado 08
Isolado néo identificado 09
Isolado néo identificado 10
Isolado néo identificado 11

Isolado nao identificado 12

FUNGOS SEMELHANTES
A LEVEDURAS

Aureobasidium sp

Amostra

Am 10 12/01/06
Am 02 08/03/06
Am 02 08/03/06
Am 03 08/03/06
Am 09 08/03/06
Am 09 08/03/06
Am 01 08/03/06
Am 07 08/03/06
Am 02 21/04/05
Am 07 22/09/05
Am 01 12/01/06
Am 06 21/04/05
Am 05 21/04/05
Am 10 21/04/05
Am 08 29/07/05
Am 04 29/07/05
Am 04 29/07/05
Am 05 29/07/05
Am 05 29/07/05
Am 06 29/07/05
Am 03 29/07/05
Am 03 22/09/05
Am 09 22/09/05

Am 09 29/07/05
Am 07 29/07/05
Am 06 22/09/05
Am 09 22/09/05
Am 10 22/09/05
Am 04 22/09/05
Am 03 22/09/05
Am 01 17/11/05
Am 02 17/11/05
Am 04 17/11/05

Isolado
Fl 153
Fl 157
Fl 158
Fl 162
Fl 183
FI 189
Fl 155
FI 176
Fl 06
Fl 128
Fl 140
Fl 12
FI 13
Fl 43
Fl 68
FI 73
Fl 74
FI 78
FI 80
Fl 82
Fl 96
FI 108
Fl 130

Fl 92

Fl 102
Fl 111
Fl 115
Fl 116
Fl 125
Fl 134
FI 135
Fl 136
Fl 138

Substrato

Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus luschnathiana
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia

Ficus cestripholia

Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia

Ficus cestripholia
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TABELA 1: Continuagdo - Listagem das culturas isoladas, identificacédo
presuntiva, substrato de origem e amostra correspondentes.

Linhagens

“Yeast-like” 01

“Yeast-like” 02

“Yeast-like” 03

“Yeast-like” 04
“Yeast-like” 05

Amostra

Am 10 17/11/05
Am 05 12/01/06
Am 01 08/03/06
Am 02 08/03/06
Am 03 08/03/06
Am 02 08/03/06
Am 04 08/03/06
Am 05 08/03/06
Am 05 08/03/06
Am 06 08/03/06
Am 07 08/03/06
Am 10 08/03/06
Am 08 08/03/06
Am 09 08/03/06
Am 01 21/04/05
Am 03 21/04/05
Am 01 29/07/05
Am 02 29/07/05
Am 08 17/11/05
Am 02 29/07/05
Am 06 29/07/05
Am 08 29/07/05
Am 05 22/09/05
Am 07 22/09/05
Am 04 12/01/06
Am 07 12/01/06
Am 08 12/01/06
Am 09 08/03/06
Am 02 29/07/05
Am 04 29/07/05
Am 05 22/09/05
Am 10 12/01/06
Am 06 08/03/06
Am 02 29/07/05
Am 02 21/04/05
Am 06 22/09/05

Isolado
Fl 139
Fl 145
Fl 154
Fl 156
Fl 160
FI 165
Fl 166
Fl 169
Fl 172
FI 175
Fl 177
F1 178
FI 179
FI 185
Fl 01

Fl 10

FI 55

FI 58

Fl 137
Fl 59

FI 85

F1 90

FI 110
Fl 129
Fl 142
Fl 147
Fl 149
Fl 182
Fl 62

FI 75

Fl 127
Fl 151
Fl 174
Fl 100
Fl 07

Fl 112

Substrato

Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Ficus cestripholia
Ficus cestripholia
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa
Coussapoa microcarpa

Ficus cestripholia
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TABELA 1: Continuagdo - Listagem das culturas isoladas, identificacédo
presuntiva, substrato de origem e amostra correspondentes.

Linhagens Amostra Isolado Substrato
“Yeast-like” 06 Am 09 29/07/05 FI 105 Coussapoa microcarpa
Am 03 22/09/05 Fl 107 Ficus cestripholia
Am 10 22/09/05 Fl 131 Ficus cestripholia
" Am 06 08/03/06 Fl 152 Coussapoa microcarpa

O isolado FI 36 foi identificado como Candida ernobii - similar, pois
nao fermentou glicose, foi positivo para assimilagdo de meso-eritritol e negativo
para manitol, diferindo da cepa tipo nesses testes. Segundo Meyer et al.
(1998), o género Candida é bastante heterogéneo, possuindo uma definicdo
muito abrangente, e praticamente qualquer levedura ascomicética que nao
possua reproducdo sexuada e que nao preencha os critérios para ser
classificada em outros géneros € definida como Candida. Por esses motivos,
os isolados FlI 144, FI 146 e Fl 148 foram identificados como Candida sp 01, 02
e 03, respectivamente.

Os isolados identificados como Debaryomyces hansenii (FI 76) e
Kluyveromyces lactis (FI 95) diferiram da descricdo das cepas tipo das
respectivas espécies no teste para inducdo da producdo de ascosporos, uma
vez que deveriam ser positivos. Em um trabalho realizado por Ruinen (1963), a
maioria das leveduras isoladas de filoplano nao foi capaz de esporular e nem
de fermentar. Isto esta de acordo com o nosso trabalho, onde apenas trés
isolados (FI 11, FI 24 e FI 95) com afinidade ascomicética fermentaram a
glicose.

O isolado identificado como Pichia pini - similar (FI 123) recebeu

esta denominacédo por ser muito semelhante a cepa tipo, porém diferiu no teste
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de assimilacdo de salicina, pois o resultado foi negativo, quando deveria ser
positivo.

As culturas FI 50, FI 91, FI 113, FI 87, FI 88 e FI 170 n&o foram
satisfatoriamente identificadas utilizando a chave de Barnett et al. (2000) e néo
apresentaram um perfil bioquimico/fisiolégico semelhante a qualquer espécie ja
descrita. Com isso, algumas cepas foram encaminhadas para realizacao de
testes moleculares. ApOs sequienciamento da regido D1/D2 do 26S rDNA,
todas as cepas foram classificadas no género Bullera (Fig. 1 e 2). Os isolados
FI 50, FI 91 e FI 113 foram identificados como uma nova espécie e
denominados de Bullera sp nov. 01. A cepa Fl 87 foi classificada como uma
segunda nova espécie, entdo denominada de Bullera sp nov. 02. E o isolado FI
170 foi identificado como Bullera kunmingensis por ter apresentado a
sequéncia da regido D1/D2 do 26S rDNA idéntica a da cepa tipo desta espécie,
acessada no GenBank. N&o foi realizada analise molecular com o isolado FI
88, mas como os testes morfolégicos, bioquimicos/fisiolégicos sao idénticos
aos da cepa FI 87, este também foi denominado de Bullera sp nov. 02.

A maioria das leveduras isoladas de filoplano por Ruinen (1963)
pertencem ao género Cryptococcus, seguido por Rhodotorula. No presente
trabalho, dos 104 basidiomicetos identificados, 65 pertencem ao género
Rhodotorula e 31 a Cryptococcus, ou seja, existe uma grande abundancia,
cerca de 90%, de leveduras destes dois géneros associadas ao filoplano de
figueiras, o0 que esta de acordo com a literatura (Hislop & Cox, 1969; McBride &
Hayes, 1977; Fokkema et al., 1979; McCormack et al., 1994). Segundo

Fonseca & Inacio (2006), a tendéncia mostrada em varios estudos empregados
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para o isolamento de leveduras € que as populacbes sdo comumente
dominadas por poucas, mas abundantes espécies. Entre as espécies
dominantes estao C. laurentii, C. albidus (menos abundante e ndo tao difundido
como C. laurentii), R. glutinis, R. minuta, R. mucilaginosa e Sporobolomyces
roseus, que parecem ser prevalentes independente do tipo de planta ou regido
geogréfica da coleta.

As cepas FI 16, FI 103 e FI 180 foram identificadas como
Cryptococcus sp 01, 02, e 03, respectivamente. Essa denominacéo foi feita
porque nao foi concluida nenhuma identificacdo de espécie plausivel utilizando
0os métodos tradicionais de identificacdo de leveduras. A afinidade
basidiomicética dos isolados foi comprovada pelos testes de producédo de
urease e reacdo ao DBB positivos. Semelhante ao que ocorre com leveduras
ascomicéticas, que sdo identificadas como Candida sp por causa da
heterogeneidade do género, no grupo de leveduras com afinidade
basidiomicética, os isolados nao classificados em outros géneros sao
identificados como Cryptococcus.

O isolado FI 51 ndo apresentou um perfil bioquimico/fisioldgico
semelhante as espécies descritas por Barnett et al. (2000), devido a isso, a
cepa foi encaminhada para sequenciamento da regido D1/D2 do 26S rDNA. De
acordo com a analise molecular, a levedura foi identificada como Cryptococcus
flavescens.

Os isolados FI 37, FI 81, FI 84, FI 94 e FI 106 foram identificados
como Cryptococcus humicola - similar, pois diferindo da descricdo padréo desta

espécie, FI 37, FI 81, FI 84 e FI 94 ndo assimilaram etilamina; FI 106 foi



44

positivo para assimilacdo de inulina; FI 94 foi negativo para assimilacdo de D-
arabinose. Além disso, Fl 94 e FI 84 ndo assimilaram D-ribose, mas como C.
humicola tem crescimento lento nesta fonte de carbono, isto poderia explicar o
resultado negativo.

De acordo com Middelhoven (1997) em estudo realizado nas ilhas
Canérias, dentre as leveduras com afinidade basidiomicética isoladas de
diversas plantas, as espécies mais comuns do género Cryptococcus foram C.
albidus e C. laurentii. No presente trabalho, nenhum isolado de C. albidus foi
obtido, mas C. laurentii foi a espécie predominante do género, com 20 isolados.
As cepas FI 15, FI 17, FI 45, FI 53, FI 63, FI 64, FI 71, FI 89, FI 133, FI 143, FI
164, FI 184 e FI 188 foram negativas no teste de assimilacdo de citrato,
diferindo da cepa tipo de C. laurentii. Isto pode ter ocorrido porque 0 meio de
cultura utilizado néo teve o pH corrigido, o que pode ter alterado o resultado
final do teste. Os isolados FI 15, FI 28, FI 45, FI 89, FI 101 e FI 164
apresentaram resultado negativo para a assimilacdo de salicina, enquanto a
cepa tipo assimila este nutriente. Como C. laurentii cresce de maneira lenta
nesta fonte de carbono, os testes provavelmente sédo falso-negativos. As Fl 28,
FI 67, FI 69 e FI 97 foram identificadas como C. laurentii - similar devido as
seguintes diferencas em relacdo a cepa tipo: FI 28 foi negativo para
assimilacdo de salicina e citrato; FI 67 e FI 69 ndo assimilaram citrato e foram
positivos na assimilacao de lactose e Fl 97 apresentou resultado negativo para
os testes de assimilacdo de salicina e trealose. C. laurentii € considerado um
complexo de espécies fenotipicamente semelhantes e tem sido reportado

associado ao filoplano em diversas regides do planeta, esta distribuicéo reflete
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a habilidade de diferentes isolados crescerem em uma ampla variedade de
temperatura.

O isolado identificado como Cryptococcus macerans - similar (FI 27)
recebeu esta denominacgdo por ser muito semelhante a cepa tipo, porém diferiu
no teste de assimilacdo de maltose. Este teste teve resultado negativo, quando
deveria ser positivo.

Alguns isolados néo foram identificados mesmo depois da repeticéo
de alguns testes, mas através das caracteristicas apresentadas (urease e DBB
positivos; lactose e eritritol negativos) foram agrupados no género Rhodotorula.
Quinze cepas foram denominadas Rhodotorula sp 01 por apresentarem a cor
da colénia creme ou creme rosada. Como a cepa Fl 19 apresentou resultados
semelhantes nos testes bioquimicos/ fisiolégicos, mas coloracao laranja, foi
classificada como Rhodotorula sp 02. O mesmo ocorreu com o isolado FI 119,
mas como este apresentou coloracdo vermelha foi chamado de Rhodotorula sp
03.

A cepa Fl 118 nao foi capaz de assimilar glucitol, mas mesmo assim
foi identificada como Rhodotorula aurantiaca, pois a cepa tipo apresenta
assimilacdo lenta de glucitol, o que pode ter influenciado no resultado falso-
negativo.

Dezenove isolados foram identificados como Rhodotorula glutinis e
treze como Rhodotorula glutinis?, por diferirem da cepa tipo e ndo terem os
testes repetidos. As cepas FI 14, FI 18, FI 104, FI 159, FI 168, FI 186 e FI 190
diferiram na assimilacéo de trealose, pois foram negativas. Além disso, a cepa

FI 18, igualmente a FI 70 foi positiva para a assimilacdo de melibiose, quando
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deveria ser negativa. As cepas FlI 32 e FI 47 diferiram da cepa tipo por
assimilarem lactose, ja as cepas Fl 124 e FlI 126 por assimilarem salicina. A
cepa FIl 26 foi positiva na assimilacdo de melibiose, e junto com a cepa Fl 167
diferiu da descricdo da cepa tipo de R. glutinis, que apresenta resultado
negativo para este teste. Alguns autores reconhecem as dificuldades na
identificacdo de leveduras apenas com base em caracteristicas fenotipicas,
pois certas espécies sao bastante heterogéneas (Flannigan & Campbell, 1977,
Azeredo et al., 1998).

Os resultados obtidos nos testes bioquimicos/fisiologicos com as
cepas FI 04, FI 25, FI 117, FI 121, FI 150, FI 153, FI 157, FI 158, FI 162, FI
183, FI 189, e FI 191ndo permitem diferenciar entre as espécies R. aurantiaca
e R. glutinis, pois estas sao fenotipicamente muito similares. Sendo assim, 0s
isolados foram identificados como Rhodotorula glutinis/Rhodotorula aurantiaca.
As cepas Fl 155 e FI 176 foram classificadas como R. glutinis/R. aurantiaca -
similar, pois assimilaram melibiose, e assim diferiram de ambas espécies.

O isolado FI 06, identificado como Rhodotorula minuta, diferiu da
cepa tipo, pois foi negativo no teste de assimilacdo de ribitol, mas como R.
minuta assimila ribitol de maneira lenta, este resultado € um provavel falso-
negativo.

Leveduras dos géneros Sporobolomyces, Sporidiobolus e Bullera,
entre outros, sdo especialmente adaptados ao ambiente de filoplano devido a
producdo de balistosporos. Estes esporos sédo fortemente ejetados
assegurando eficiéncia na disperséo, por isso estas leveduras sdo comuns em

folhas (Nakase, 2000; Sampaio, 2004). No presente trabalho, o isolado FI 140
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apresentou esta capacidade, esse resultado foi observado através da alta
producdo que a cepa apresentou, permitindo que fosse observada sua imagem
especular, devido a acdo da gravidade sobre os balistosporos, nas tampas das
placas de Petri quando incubadas. Mas, como FI 140 diferiu da cepa tipo por
assimilar melibiose foi identificado como Sporobolomyces roseus ?. O isolado
FI 128, ndo produziu balistosporos e foi positivo para melibiose e lactose,
diferindo da cepa tipo. Como estes testes ndo foram repetidos foi identificado
como Sporobolomyces roseus?.

Segundo Fonseca & Inacio (2006) alguns estudos foram realizados
para avaliar as mudancas na composicdo de comunidades de leveduras de
filoplano conforme as estacfes do ano. Estes relatam a predominancia de
leveduras pigmentadas dos géneros Rhodotorula e Sporobolomyces durante o
verdo. Foram considerados exclusivamente fatores ambientais, como:
temperatura, umidade, duracdo do dia e intensidade da luz solar. Estas
leveduras mostraram-se melhores adaptadas ao verdo. Ao contrario, espécies
do género Cryptococcus foram dominantes durante os meses mais umidos e
frios (primavera, final do outono e inverno). No presente trabalho, Sporidiobolus
pararoseus (FI 140) foi isolado durante o verdo e Sporobolomyces roseus? (Fl
128) foi isolado na primavera, o que esta de acordo com Fonseca & Inacio
(2006), porém, as espécies do género Rhodotorula foram isoladas durante
todas as estacdes do ano, e com maior abundancia nos meses mais frios.

As cepas FI 12, FI 13, FI 43, FI 68, FI 73, FI 74, FI 78, FI 80, FI 82,
FI 96, FI 108 e FI 130 ndo puderam ser identificadas através da metodologia

convencional e por isso foram denominadas como “isolado nédo identificado”.
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No futuro serdo utilizadas técnicas moleculares para a realizacdo da

identificacdo destes isolados.

Fungos semelhantes a leveduras sdo microrganismos muito
complexos, a identificacdo deles a feita com base, principalmente, na
morfologia e somente um especialista pode concluir uma identificacdo até o
nivel de espécie. Com isso, apesar de varios testes morfologicos e
bioquimicos /fisiolégicos terem sido realizados no presente trabalho, os
fungos semelhantes a leveduras foram apenas classificados em diferentes
grupos ou até o nivel de género. Os fungos semelhantes a leveduras do
género Aureobasidium apresentam col6nias de diferentes coloracdes que ao
longo da conservacdo em laboratério tornam-se pretas. Vinte e quatro
isolados foram obtidos com estas caracteristicas e por isso foram
classificados como Aureobasidium sp. Segundo Last & Price (1969)
Aureobasidium pulullans raramente é encontrado associado ao filoplano
durante o inverno e primavera, mas no verdo sua populacdo aumenta
bastante. No presente trabalho, 7 cepas de Aureobasidium sp foram isoladas
entre os meses de julho e setembro; 4 em novembro e 13 entre 0s meses de
janeiro e marco. Isto reforca que cepas de Aureobasidium sp sdo mais
adaptadas a ambientes com temperaturas mais elevadas e que algumas
destas cepas podem ser da espécie Aureobasidium pulullans. Este € o fungo
semelhante a levedura mais encontrado no filoplano de diferentes plantas
(Breeze & Dix, 1981; de Jager et al., 2001; Andrews et al., 2002; Prasongsuk

et al., 2005).
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N&o foi possivel distinguir as remanescentes linhagens de fungos
semelhantes a leveduras até o nivel de género. Portanto, estes isolados
apenas foram agrupados segundo caracteristicas macromorfologicas e
classificados em seis grupos: “yeast-like” 01 (colénias de cor branca); “yeast-
like” 02 (coldnias de cor creme e consisténcia seca); “yeast-like” 03 (colbnias
de cor creme e consisténcia membranosa); “yeast-like” 04 (colénias de cor
creme e consisténcia esfarelada); “yeast-like” 5* (colénias de cor marrom) e

“yeast-like” 6 (colbnias de cor creme rosado e consisténcia cremosa).

Comparando as leveduras isoladas de figueiras com as isoladas
de bromélias no Parque de Itapué por Landell et al. (2006) pode-se observar
varias diferencas quanto a populacédo presente em cada filoplano. Dentre os
isolados de bromélia, com afinidade basidiomicética, foram identificadas
leveduras dos géneros Bullera, Bulleromyces, Cryptococcus, Fellomyces,
Rhodotorula, Sporidiobolus e Sporobolomyces. As leveduras isoladas de
figueiras ndo possuem representantes dos géneros Bulleromyces e
Fellomyces. Além disso, a diversidade dentro de cada género € maior em
bromélias. No grupo dos ascomicetos foram identificadas leveduras, isoladas
de bromélias, dos géneros Candida, Debaryomyces, Dipodascus,
Metschnikowia e Zygosacharomyces. Estes trés altimos géneros nao foram
isolados de figueiras. Por outro lado, cepas de Kluyveromyces lactis e Pichia
pini - similar isoladas de figueiras, ndo foram isoladas de bromélias. Estas
diferencas na identificacdo das leveduras confrontam outros trabalhos.
Segundo di Menna (1959), a populacdo do filoplano varia conforme a

estacdo do ano, mas ndo com o local ou planta. Associacbes de
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determinadas espécies de leveduras com plantas especificas parecem ser
raras (Andrews, 1991). Entretanto, Farysizyma itapuensis foi isolada do
filoplano de diferentes bromélias e em varios locais do Parque de Itapua
(Inécio et al., 2008), mas ela nao foi isolada do filoplano de figueiras. Em
outro trabalho, foi encontrado um numero significativo de uma nova espécie
de Cryptococcus com colbnias laranja isolado de folhas de arbusto de Cistus
albidus, mas nédo foi obtido nenhum isolado em outras quatro espécies da
planta ho mesmo local por dois anos consecutivos (Inacio et al.,, 2002;
Inacio, 2003). Com isso, torna-se claro que outros trabalhos séo necessarios
para o real conhecimento a respeito das leveduras presentes no filoplano de

diversas plantas.
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4.2.1 Testes morfoldgicos, bioquimicos e fisiolégicos
Os resultados dos testes morfologicos, bioquimicos e fisiolégicos
necessarios para a identificacdo dos isolados podem ser vistos nas tabelas 3 e

4 (Apéndices).

4.3 Taxonomia molecular de leveduras

4.3.1 Sequenciamento da regido D1/D2 do 26S rDNA

A sequéncia consenso dos isolados FI 50, FI 91 e FI 113 pode ser
vista na Figura 1. Esses isolados pertencem a uma nova espécie de levedura
(Bullera sp nov.1), proxima filogeneticamente a Bullera arundinariae.

O isolado FI 87 também €& uma nova espécie do género Bullera,
porém com 19 nucleotideos de diferenca em relacdo as Bullera sp nov. 1, por
isso aqui denominado de Bullera sp nov. 2. A sequéncia da cepa Fl 87 pode

ser observada na Figura 2.
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S’AAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGCGAACCG
GGAAGAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGTCCTTTGGGCGTCCGAGTTGTAAT
CTATAGAGGCGTTTTCTGTGCTGGACCGTGTCCAAGTTCCTTGGAACAGG
ATATCAAAGAGGGTGACAATCCCGTATTTGACACGACGACCAGTGCTCTGT
GATACGCTCTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCTAAATGGGT
GGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAG
TACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGAGTGAAACAGTAT
GTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGAAGTCAGTCGTGTCTTGAGGGGTT
CACTTGTTTTCTAGCAAGGTATTCCCCTCTTGATGGGTCAACATCAGTTAG
ATTCGGTGGATAAGAGCGGGAAGAACGTAGCTCCCTCGGGAGTGTTATAG
CTTTCTGTTGCATACACTGGACTTGACTGAGGAACGCAGCTCGCCGTAAG
GCTTGGTCTTGACCAAATACGAGCTTAGGATGTTGGCATAATGGC 3

Figura 1: Sequiéncia consenso da regidao D1/D2 do 26S rDNA dos isolados FI
50, FI 91 e FI 113 (Bullera sp nov. 1).
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Figura 2: Alinhamento da regido D1/D2 da sequéncia consenso das leveduras
F1113, FI50 e FI91 e Bullera arundinariae TISTR 5798 (AF547661.1).
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S'TACGGCGAGCGAACGGGAAGAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGT
TCTTTGAGCCGTCCGAGTTGTAATCTATAGAGGCGTTTTCTGTGCTGGACC
GTGTCCAAGTTCCTTGGAACAGGATATCAAAGAGGGTGACAATCCCGTATT
TGACACGACAACCAGTGCTTTGTGATACGCTCTCGACGAGTCGAGTTGTTT
GGGAATGCAGCTCTAAATGGGTGGTAAATCCATCTAAAGCTAAATATTGGC
GAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTT
GAAAAGAGAGTGAAACAGTATGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGATTGAAG
TCAGTCGTGTCTTGAGGGGTTCACTCGTCTTCTGGCGGGGTATTCCCTTCT
TGATGGGTCAACATCAGTTAAATCCGGTGGATAAGAGCAGTAAGAATGTAG
CTCCCCCGGGAGTGTTATAGCTAACTGTTGCATACACTGGGCTTGACTGA
GGACCGCAGCTCGCCGTAAGT’

Figura 3: Sequéncia da regiao D1/D2 do 26S rDNA da cepa FI 87 (Bullera sp
nov. 2).
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Figura 4: Alinhamento entre as sequéncias da regido D1/D2 das leveduras
FI87 e Bullera arundinariae TISTR 5798 (AF547661.1).
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Figura 5: Alinhamento entre as sequéncias da regido D1/D2 consenso entre as
leveduras FI113, FI50 e FI91 e a levedura FI87.
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4.4 Frequéncia das espécies isoladas segundo as plantas
amostradas.

As leveduras e fungos semelhantes a leveduras foram isoladas de
trés espécies de figueiras nativas do RS no Parque de Itapud. A frequéncia
das espécies isoladas segundo as plantas amostradas pode ser vista na
Tabela 2. A figueira com maior nimero de amostragens realizadas foi Ficus
cestripholia, com 38 amostras. Destas, foram obtidos 92 isolados de leveduras
e fungos semelhantes a leveduras, sendo um isolado de sicénio. Foram
processadas 21 amostras de folhas de Coussapoa microcarpa, resultando em
66 isolados. De quatro amostras de Ficus luschnathiana foram isolados 17
cepas de leveduras e nenhum fungo semelhante a levedura. Isto pode ser
explicado devido a amostragem desta planta ter sido realizada somente na
primeira coleta, em 21/04/05, més com temperaturas elevadas, periodo onde
fungos semelhantes a leveduras ndo sao abundantes em diversas plantas. Os
géneros de leveduras predominantes isolados do filoplano de figueira,
Rhodotorula e Cryptococcus, foram isolados das trés espécies de figueiras
coletadas, demonstrando ndo serem especificos a nenhuma espécie. Assim
como a espécie nova: Bullera sp nov. 01, isolada tanto de C. microcarpa,
quanto de Ficus cestripholia. Ja Bullera sp nov. 02 foi isolada somente a partir
de folhas de F. cestripholia, mas como a amostragem foi pequena, ndo pode

ser afirmado que esta levedura seja especifica para esta planta.
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TABELA 2: Frequéncia das espécies de leveduras e fungos semelhantes a
leveduras isolados segundo as plantas amostradas.

Espécie Coussapoa microcarpa Ficus cestripholia  Ficus luschnathiana
(N =21) (N =38)* (N =4)

ASCOMICETOS

Candida albicans 1 1

Candida ernobii — similar 1

Candida sp. 01 1

Candida sp. 02 1

Candida sp. 03 1

Debaryomyces hansenii 1

Kluyveromyces lactis 1

Pichia pini — similar 1

BASIDIOMICETOS

Bullera sp nov.01 1

Bullera sp nov.02 2

Bullera kunmingensis 1

Cryptococcus sp 01 1
Cryptococcus sp 02 1

Cryptococcus sp 03 1

C. flavescens 1

C. humicola - similar 4 1

C. hungaricus 1

C. laurentii 7 8 1
C. laurentii — similar 3 1
C. macerans — similar

Rhodotorula sp 01 4 8** 3
Rhodotorula sp 02

Rhodotorula sp 03 1

R. aurantiaca 1

R. glutinis 9 17 6
R.glutinis / R. aurantiaca 6 5

R.glutinis / R. aurantiaca -
similar
R. minuta 1

Sporobolomyces roseus ? 2
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TABELA 2 - Continuacdo: Frequéncia das espécies de leveduras e fungos
semelhantes a leveduras isolados segundo as plantas amostradas.

Espécie Coussapoa microcarpa Ficus cestripholia Ficus
(N =21) (N =38)* luschnathiana
(N =4)
Isolado néo identificado 01 1

Isolado nao identificado 02
Isolado nao identificado 03
Isolado nao identificado 04

Isolado nao identificado 05

N

Isolado nao identificado 06

Isolado néo identificado 07 1
Isolado néo identificado 08 1
Isolado néo identificado 09 1
Isolado néo identificado 10 1
Isolado n&o identificado 11 1
Isolado néo identificado 12 1
FUNGOS SEMELHANTES
A LEVEDURAS
Aureobasidium sp
“Yeast-like” 01

“Yeast-like” 02

“Yeast-like” 03

“Yeast-like” 04

“Yeast-like” 05

“Yeast-like” 06

Total de isolados 66 92 17

15

N P P W 01T W O

N = nimero de amostras coletadas
* = 3 amostras de siconios
** = 1 isolado de siconio
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4.5 Potencial Biotecnoldgico

4.5.1 Avaliacdo semiquantitativa do perfil enzimético

Foram testadas 175 cepas de leveduras isoladas de figueiras quanto
a producdo das enzimas celobiase, amilase, caseinase, gelatinase e esterase.
O perfil enzimético das leveduras e fungos semelhantes a leveduras esta
apresentado na Tabela 3 e na Figura 3. As cepas de figueiras obtiveram um
grande numero de resultados positivos (+) ou de alta producao (++).

Das 126 cepas testadas para producdo de celobiase, 74,8%
produziram a enzima. Os basidiomicetos apresentaram-se como melhores
produtores (77,7%), sendo que 74,1% apresentaram boa (+) ou alta producao
(++). Os ascomicetos apresentaram 55,5% de isolados positivos, com 44,4%
bons produtores (+) ou com alta producdo (++). Aproximadamente 72% dos
fungos semelhantes a leveduras tiveram resultado positivo, com 65,5%
apresentando boa (+) ou alta producdo (++). Cerca de 80% dos isolados de
filoplano de Hibiscus rosa-sinensis obtidos por Fuentefria & Valente (2005)
foram produtores de celobiase. Os isolados de filoplano de bromélias do
Parque de Itapud apresentaram 58% de isolados positivos na producdo da
enzima (Landell et al.,, 2005). Aparentemente a producdo de celobiase é
comum em isolados de filoplano, 0 que é esperado, pois a celobiose € um
componente da parede celular de plantas (Lynd et al., 2002).

Dos 175 isolados testados para a producéo de amilase, 29,1% foram
capazes de produzir a enzima. Nenhuma levedura com afinidade ascomicética
apresentou resultado positivo. Entre os basidiomicetos 22,4% foram positivos,

sendo 8,6% bons (+) ou fortes produtores (++).



TABELA 3: Perfil enzimatico de leveduras e fungos semelhantes a leveduras
isolados de figueiras no Parque de Itapud, Brasil.

o @
2 9 8 8 3
Ne- 3 e T = ©
S = 5 8 9
[ e o o O
Isolados isolado © < ©O O U
Ascomicetos
Candida albicans Fl 11 - + - +
" Fl 24 - - W - +
Candida ernobii — similar Fl 36 - - + - +
Candida sp 01 Fl 144 ++ - W - 4
Candida sp 02 Fl146 + - + -  ++
Candida sp 03 Fl 148 ++ - ++ - +
Debaryomyces hansenii FI 76 - - + - 44
Kluyveromyces lactis Fl 95 w - - - +
Pichia pini — similar Fl 123 + - - - -
Basidiomicetos
Bullera sp nov.01 FI 50 ++ o+ - - -
Bullera sp nov.01 Fl 91 +  w - - -
Bullera sp nov.01 FI113 NR w - - -
Bullera sp nov.02 Fl 87 ++ o+ - - -
Bullera sp nov.02 FI 88 ++ o+ - - -
Bullera kunmingensis FI170 NR - - - -
Cryptococcus sp 01 FI 16 + - - - -
Cryptococcus sp 02 Fl 103 ++ - - - W
Cryptococcus sp 03 FI180 NR - - - w
Cryptococcus flavescens FI 51 ++ - + - ++
Cryptococcus humicola - similar Fl 37 + - - - +
! FI 81 ++ - - - w
" FI 84 + - - - w
" Fl 94 + W - - -
! Fl 106 + - - - W
Cryptococcus hungaricus Fl 181 ++ - - - +
Cryptococcus laurentii Fl 15 ++ - - - +
! Fl 17 ++ - ++ - 4+
! Fl 45 +  w - - -
! FI 53 ++ - - -+t
! FI 56 ++ - - - +

" Fl 57 ++ - - - 4+
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TABELA 3: Continuagéo - Perfil enzimatico de leveduras e fungos semelhantes

a leveduras isolados de figueiras no Parque de Itapud, Brasil.

Cryptococcus macerans — similar

Rhodotorula sp 01

Rhodotorula sp 02
Rhodotorula sp 03

Rhodotorula aurantiaca

Rhodotorula glutinis

FI 63
Fl 64
Fl 71
FI1 89
FI 101
Fl 133
Fl 143
Fl 164
Fl 184
Fl 188
Fl 28
Fl 67
FI 69
Fl 97
Fl 27
FI1 03
FI1 08
Fl 09
Fl 21
FlI 23
Fl 34
Fl 41
Fl 44
Fl 46
Fl1 49
Fl 54
Fl 61
FI 83
F1 98
Fl 99
Fl 19
FI 119
FI 118
Fl 02
Fl 05
Fl 14
FI 18
Fl 20
Fl 26
FI 29
FI 30

++
+
++
+
+
++
++
NR
NR
++
+
+
+
++
+
NR

+ + + S + +

+

++

w
++
++

+
++

+

++
++

++
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TABELA 3: Continuagéo - Perfil enzimatico de leveduras e fungos semelhantes

a leveduras isolados de figueiras no Parque de Itapud, Brasil.

R.glutinis / R. aurantiaca - similar
R. minuta

Sporobolomyces roseus ?
Sporobolomyces roseus ?

Fl1 32
Fl 47
Fl 60
Fl 65
FI 66
Fl 70
Fl 77
FI 79
FI 86
Fl 93
Fl 104
FI 109
Fl 114
Fl 120
Fl 124
Fl 126
FI 159
Fl 163
Fl 167
Fl 168
FI 173
Fl 186
Fl 187
FI 190
FI 191
Fl 04
Fl 25
Fl 117
Fl 121
Fl 150
Fl 153
Fl 157
FI 158
Fl 162
Fl 183
FI 189
FI 155
Fl 176
Fl 06
Fl 128
FI 140

+ + + +

+ + +

NR

NR

+ 4+ +

+ 4+ +

NR
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TABELA 3: Continuagéo - Perfil enzimatico de leveduras e fungos semelhantes
a leveduras isolados de figueiras no Parque de Itapud, Brasil.

Isolado nao identificado

Fungos semelhantes a leveduras

Fl 12
Fl 13
Fl 43
Fl 68
FI 73
Fl 74
FI 78
FI1 80
Fl1 82
Fl 96
Fl 108
FI 130

Aureobasidium sp

“Yeast-like” 01

Fl1 92

Fl 102
Fl 111
Fl 115
Fl 116
FI 125
Fl 134
Fl 135
Fl 136
F1 138
Fl 139
Fl 145
Fl 154
FI 156
Fl 160
Fl 165
Fl 166
FI 169
Fl 172
FI 175
Fl 177
F1 178
Fl 179
Fl 185
Fl 01

FI 10

FI 55

+
+
++
NR
++
++
+
+
++
NR
NR
NR

+ +

£+ ++ 28

£ = s

++
++
++

+ + + o+
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TABELA 3: Continuacéo - Perfil enzimatico de leveduras e fungos semelhantes
a leveduras isolados de figueiras no Parque de Itapud, Brasil.

“Yeast-like” 02

“Yeast-like” 03

“Yeast-like” 04
“Yeast-like” 05

“Yeast-like” 06

FI 58
Fl 137
Fl 59
Fl 85
Fl 90
FI 110
Fl 129
Fl 142
Fl 147
Fl 149
Fl 182
Fl 62
Fl 75
Fl 127
Fl 151
Fl 174
FI 100
F1 07
Fl 112
FI 105
Fl 107
Fl 131
Fl 152

++
++
+
++
NR
NR
NR
+
w
NR
+

NR
w

++

NR
++

+

=

w
w

++
++
++
++
++
w
++
++
++
+
++
+
+
++
++
+
+
++
++
++

++
++
+

(++) alta producdao; (+) resultado positivo; (W) fraca producéao; (-) resultado

negativo; (NR) teste nao realizado.
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Figura 6: Percentagem absoluta do perfil enziméatico avaliado nos isolados

de figueiras.
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Os fungos semelhantes a leveduras foram os maiores produtores de
amilase (50%), com 18% de bons ou 6timos produtores. Fuentefria & Valente
(2005), analisando leveduras de filoplano, obtiveram apenas 22% de
produtores de amilase. A baixa percentagem de leveduras isoladas do filoplano
produtoras de amilases esta de acordo com o relatado na literatura
(Middelhoven & Hoog, 1997). Em ensaios de triagem realizados com isolados
de floresta tropical brasileira, foram raros os resultados de ascomicetos e
basidiomicetos produtores de amilase em meio sélido (Buzzini & Martini, 2002).
Entretanto, Landell et al. (2005) obtiveram cerca de 40% dos isolados positivos.
Outros autores encontraram alto percentual de leveduras capazes de degradar
amido isoladas de diferentes substratos, como o vinho (Strauss et al., 2001).
Isso provavelmente reflete a diversidade dos habitats de onde as leveduras
avaliadas foram isoladas.

Para o teste de proteases, foi utilizada a hidrolise da gelatina e da
caseina. Os isolados foram melhores produtores de caseinase (46,3%) do que
de gelatinase (9,7%). Os resultados estdo de acordo com Landell et al. (2005)
que obtiveram cerca de 49% de isolados produtores de caseinase e 14% de
gelatinase. No presente trabalho, 77% das leveduras ascomicéticas foram
capazes de hidrolisar a caseina, sendo 55,5% fortes produtoras, enquanto
nenhum isolado foi capaz de hidrolisar a gelatina. Em relacdo aos
basidiomicetos, apenas 3,4% produziram gelatinase, em contrapartida, 36,2%
produziram caseinase, sendo 31,8% fortes produtores. A producdo de
caseinase por basidiomicetos foi semelhante ao encontrado por Buzzini &

Martini (2002), que relataram a atividade caseinolitca em um terco das
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leveduras ambientais testadas. Abranches et al. (1997) estudando a
comunidade de leveduras associadas a diferentes habitats tropicais,
observaram que as leveduras basidiomicéticas foram mais frequientemente
proteoliticas do que as ascomicéticas e que a producdo de proteases
extracelulares pode ser importante para as leveduras terem acesso a mais
fontes de nitrogénio, obtendo um equilibrio nutricional com as fontes de
carbono disponiveis. Trindade et al. (2002) avaliaram a producdo de enzimas
por leveduras isoladas de polpa de frutas tropicais. A producédo de gelatinase
foi menor que a de caseinase em todas as frutas analisadas, o que esta de
acordo com os resultados obtidos no presente trabalho. Em contrapartida,
Rosa et al. (2002) em um estudo com comunidades de leveduras associadas a
frutas tropicais, encontraram uma ampla producdo de proteases. No presente
trabalho, quase 80% dos fungos semelhantes a leveduras foram produtores de
caseinase, sendo 66% altamente produtores (++), enquanto apenas 26%
degradaram fortemente a gelatina.

Foram testados 138 isolados de figueiras para verificar a atividade
de esterase, sendo 81,5% produtores da enzima. Fuentefria & Valente (2005)
em estudo com leveduras isoladas de Hibiscus do Parque Farroupilha (RS),
obtiveram 43% dos isolados produtores de esterase, enquanto 63% dos
isolados de filoplano de bromélia do Parque de Itapud produziram a enzima
(Landell et al., 2005). No presente trabalho, as leveduras ascomicéticas
apresentaram 88,8% dos isolados com forte producdo de esterase. Entre os
basidiomicetos 74% dos isolados foram produtores. A maioria dos fungos

semelhantes a levedura (97,7%) produziu esterase, sendo 88,6% com otima
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producdo. As leveduras isoladas de figueiras obtiveram um 6étimo resultado,
com varias cepas com boa producdo enzimatica. Esta elevada atividade
enzimatica demonstra que essas leveduras possuem um grande potencial para
producdo de esterase. Esses numeros confrontam os resultados de Buzzini &
Martini (2000) que obtiveram atividade de esterase apenas nos grupos dos
basidiomicetos e fungos semelhantes a leveduras, ndo tendo nenhum
ascomiceto positivo em isolados da Mata Atlantica Brasileira. Isso pode estar
refletindo diferencas nos nutrientes disponiveis para a utilizacdo por
microrganismos na superficie foliar das diversas plantas. A superficie das
folhas de plantas € modificada quanto a composicdo quimica, durante as fases
de desenvolvimento da planta (Katja et al., 2006; Jétter & Schaffer, 2001). Isto
ird influenciar na microflora das folhas e, consequentemente, na producéao de
enzimas extracelulares pelas leveduras presentes.

A comparacdo entre a atividade amilolitica no presente trabalho e
em Landell et al. (2005), realizado com leveduras isoladas de folhas bromélias
no Parque de Itapud, produziu resultados interessantes. Enquanto a producao
de amilase em isolados com afinidade ascomicética de bromélias foi de 21,1%,
em isolados de figueiras ndo houve producdo de amilase por leveduras
ascomicéticas. Como o local de amostragem (Parque de Itapud) e metodologia
de producdo enzimatica utilizada foram os mesmos, isso pode estar refletindo
diferencas nos nutrientes disponiveis para a utilizagdo por microrganismos na
superficie foliar das duas plantas. Os mesmos resultados foram encontrados

quanto a producdo de gelatinase, pois 15,8% dos isolados com afinidade
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ascomicética de bromélias foram capazes de produzir a enzima, enquanto
nenhum isolado ascomicético de folhas de figueira produziu gelatinase.

As cepas FI 55, FI 107, FI 125 e FI 139 foram capazes de produzir
todas as enzimas testadas. Isto é de extrema importancia, porque
microrganismos bons produtores de varias enzimas de interesse sdo mais
valiosos que restritos produtores de uma enzima em particular, pois
apresentam uma versatilidade de aplicacbes industriais, além de serem
economicamente mais rentaveis. (Panke & Wubbolts, 2002; Van Beilen & Li,
2002).

As leveduras ambientais testadas demonstram ter potencial para
contribuir efetivamente para a inovacao biotecnoldgica. As cepas com melhor
producdo serdo encaminhadas para estudos de viabilidade e de otimizacdo da
producdo enzimdtica. Estudos verificando a producdo de outros grupos
funcionais enziméticos devem ser feitos para ampliar o conhecimento sobre o

real potencial tecnoldgico destas leveduras.
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4.5.2 Avaliagao de atividade “killer”

As 175 leveduras e fungos semelhantes a leveduras foram avaliados
guanto a sua capacidade de secretar micocinas através de testes de inibicdo in
vitro de duas cepas de leveduras patogénicas ao homem. Das 175 linhagens, 8
apresentaram atividade “killer”, sendo 7 leveduras verdadeiras: 5 ascomicetos
(FI 11, FI 144 e FI 148 do género Candida; Debaryomyces hansenii FI76 e
Kluyveromyces lactis FI 95); 2 basidiomicetos (Rhodotorula glutinis FI 159 e FlI
168) e um fungo semelhante a levedura (FI 147). Estas apresentaram atividade
“killer” contra Cryptococcus neoformans, mas nenhuma contra Candida
albicans.

Relatos de atividade “killer” contra cepas de Cryptococcus
neoformans foram realizados por Boekhout & Scorzetti (1997), Criseo et al.,
1999. Segundo Fuentefria et al. (2006) duas leveduras com fendtipo “killer”,
Kodamaea ohmeri (HB55 e HB88), isoladas de folhas de Hibiscus rosa-
sinensis, foram capazes de inibir fungos patogénicos humanos. Estas
leveduras inibiram todos os isolados de Cryptococcus neoformans (vars.
neoformans e grubii) e Cryptococcus gattii testados, incluindo isolados clinicos
e ambientais. Em outro trabalho, Fuentefria et al. (2007) testaram 20 cepas de
leveduras com atividade “killer’, sendo que 5 foram capazes de inibir pelo
menos 99% dos Cryptococcus (C. neoformans e C. gattii) testados. Esses
trabalhos demonstram o potencial das leveduras “killer” como fonte promissora
de novos agentes antifungicos para o controle de microrganismos, justificando

a procura por estas leveduras em novos ambientes.



5. CONCLUSOES

Os isolados de leveduras obtidos de figueiras coletadas no Parque
de Itapua foram identificados fenotipicamente pela metodologia convencional.
As linhagens denominadas como Bullera sp, Candida sp, Cryptococcus sp e
Rhodotorula sp apenas puderam ser identificadas ao nivel de género com a
metodologia utilizada. Quatro isolados do género Bullera foram seqlienciados e
tratam-se de duas novas espécies. Assim sendo, o filoplano de figueiras
demonstra ser um bom substrato para o isolamento de leveduras, inclusive de
novas espécies.

Alguns isolados de leveduras e fungos semelhantes a leveduras
foram capazes de produzir diferentes enzimas. As cepas Cryptococcus
macerans — similar (FI 27), “Yeast-like” 02 (FI 59), “Yeast-like” 02 (FI 147) e
“Yeast-like” 06 (FI 152) foram boas produtoras das enzimas celobiase,
caseinase, gelatinase e esterase. Ja os isolados “Yeast-like” 06 (FI 131) e
Rhodotorula glutinis (FI 163) obtiveram boa producdo das enzimas amilase,

caseinase, gelatinase e esterase. “Yeast-like” 01 (FI 55), “Yeast-like” 06 (FI
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107), Aureobasidium sp 06 (FI 125) e Aureobasidium sp 11 (FI 139) foram
capazes de produzir todas as enzimas testadas. Os isolados selecionados
como melhores produtores serdo encaminhados para futuros estudos de
otimizacao de producédo enzimatica.

Aproximadamente 4,5% dos isolados de leveduras e fungos
semelhantes a leveduras apresentaram atividade “killer”. Apesar do baixo
namero de isolados com essa capacidade, este resultado torna-se importante,
pois as cepas inibiram a levedura Cryptococcus neoformans, um importante

patdgeno humano.
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7. APENDICES

TABELA 1: Listagem de meios de cultura utilizados.

MEIO

COMPOSICAO

Agar YEPG

Caldo YEPG

Agar GYMP

Agar YM

Corn Meal Agar (Agar Fuba)

Meio basico para fermentacdo de
acucares (MBF)

Meio para a assimilagdo de
fontes de carbono

Meio para a assimilacdo de

fontes de nitrogénio

Agar Acetato (meio para a

observacao de ascosporos)

Agar YCB-Uréia

Teste de resisténcia a NaCl 10 e
16%
Teste de resisténcia a 50% de

glicose

2% glicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato
de levedura; 2% Agar

2% glicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato
de levedura

2% glicose; 2% de extrato de malte; 0,5% de
extrato de levedura; 0,2% de fosfato de sodio
monobasico; 2% Agar

0,3% extrato de levedura; 0,3% extrato de
malte; 0,5% peptona; 1% glicose; 2% Agar
1,7% Corn Meal Agar; 0,5% Agar; 0,04%
cloranfenicol; ajustar pH para 4,0

0,75% peptona; 0,45% extrato de levedura;
2% (glicose / lactose / galactose / maltose)
0,67% Yeast Nitrogen Base (YNB); 2% Agar;
0,5% fonte de carbono (1% rafinose)

1,17% de Yeast Carbon Base (YCB); 2%

Agar; fonte nitrogenada nas diferentes
concentracdes: 0,078% para nitrato, creatina

e creatinina; 0,064% etilamina e 0,056% lisina

0,4% acetato de sodio anidro; 2% Agar

1,17% YCB; 2% Agar; 1% uréia filtrada;
fuccina acida

2% glicose; 1% de peptona; 0,5% extrato de
levedura; 10 ou 16% de NaCl

2% glicose; 1% de peptona; 0,5% extrato de

levedura; 50% de glicose
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TABELA 1: Continuacgdo - Listagem de meios de cultura utilizados.

MEIO

COMPOSICAO

Producéo de celobiase e esterase

Agar Amido (teste para producdo
de amilase)

Agar Caseina (teste para producdo
de caseinase)

Meio malte-gelatina (teste para

producao de gelatinase)

0,67% YNB, 2% Agar e 0,5% celobiose ou
Tween 20 0,5%

0,67% YNB; 0,2% amido; 2% Agar

0,67% YNB; 0,5% glicose; 0,5% caseina; 2%
Agar; ajustar pH para 7,0 com KOH

10% extrato de malte e 12% gelatina
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TABELA 2: Listagem dos equipamentos utilizados no laboratorio.

Equipamento Marca Modelo
Céamara de fluxo laminar VECO VLFS-12
Autoclave vertical PHOENIX AV30
Geladeira CONSUL PRATICE 230
Freezer vertical ELETROLUX F210
Estufas incubadoras BIOPAR TI06
Destilador de agua BIOPAR PILSEN
Banho-maria NOVA TECNICA GEFRAN 500
Microscopio OLYMPUS CX40
Balanca analitica MARTE AL200C
Estufa de secagem BIOMATIC Sem identificacao
Forno de Pasteur BIOMATIC Sem identificacao
Filtro de esterilizacdo SARTORIUS 0.45um
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TABELA 3: Resultados dos testes morfologicos e bioquimicos/fisioldégicos das culturas isoladas de figueiras.
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Isolados

Ascomicetos

B

descr*

Candida albicans

B

Fl 11

B

Fl 24

B

descr

Candida ernobii

B

Fl 36

Candida ernobii — similar

B

FI 144

Candida sp 01

B

Fl 146

Candida sp 02

B

Fl 148

Candida sp 03

B

descr

Debaryomyces hansenii

B

FI 76
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TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

Kluyveromyces lactis descr B v v - - v v % % % - - + - % -

" FI 95 B - - - - ? + - - - - - + - - -
Pichia pini descr % % v % - - v % - % - - v - % -
Pichia pini — similar Fl 123 C - - - - - - - - - - - - - - -

Basidiomicetos

Bullera sp nov. 01 FI 50 C - - - + ? - - - - + + - - - -
Bullera sp nov. 01 Fl 91 C - - - - ? + - - - + + - - - -
Bullera sp nov. 01 F1 113 C - - - - ? - - - - - - - - - -
Bullera sp nov. 02 Fl 87 C - - - - ? - - - - - - - - - -
Bullera sp nov. 02 FI 88 C - - - - ? - - - - - - - - - -
Bullera kunmingensis descr C - - - - + o+ o+ - - + o+ - - v o+

" FIlZ70 C - - - - 2 4+ - - - 4+ - - -4
Cryptococcus sp 01 FI 16 L - - - - ? + - - - + + - - - +
Cryptococcus sp 02 FI 103 L - - - - ? + - - - + + + - - +
Cryptococcus sp 03 FI 180 L - - - - ? - + - - + + - - - -
Cryptococcus flavescens descr C - - - - + + + - - + + - - - +

" FI 51 C - - - -2 - - - - - e



TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

Cryptococcus humicola - similar

Cryptococcus hungaricus

Cryptococcus laurentii

descr

Fl 37

Fl 81

Fl 84

Fl 94

Fl 106

descr

Fl 181

descr

FI 15

Fl 17

Fl 45

FI 53

Fl 56

FI 57

FI 63

Fl 64

C
C
C
C
C
C
R
R

<

O O o o o O O O

\'

\Y
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TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioguimicos/fisioldgicos das culturas isoladas de figueiras.

Cryptococcus macerans
Cryptococcus macerans — similar

Rhodotorula sp 01

Fl 71

FI 89

Fl 101

Fl 133

Fl 143

Fl 164

Fl 184

Fl 188

Fl 28

Fl 67

Fl 69

Fl 97

descr

Fl 27

Fl 03

Fl 08

o O o o o o o o v’ O o o 0

CR

CR

?

?

+

+

+

+

+

+

+

+
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TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

Rhodotorula sp 02
Rhodotorula sp 03

Rhodotorula aurantiaca

Fl 09

Fl 21

Fl 23

Fl 34

Fl 41

Fl 44

Fl 46

Fl 49

Fl 54

Fl 61

Fl 83

Fl 98

Fl 99

Fl 19

FI 119

descr

Fl 118

+

+

?

?

90



TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

Rhodotorula glutinis

descr

Fl 02

FI 05

Fl 20

Fl 26

Fl 29

Fl 30

FI 60

FI 65

Fl 66

Fl 77

Fl 79

Fl 86

FI 93

FI 109

Fl 114

Fl 120

\Y

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

CR

\Y

91



TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

R.glutinis / R. aurantiaca

Fl 163

FI 173

Fl 187

Fl 14

Fl 18

Fl 32

Fl 47

FI 70

Fl 104

Fl 124

Fl 126

Fl 159

Fl 167

Fl 168

Fl 186

Fl 190

Fl 191

l X XXV X1/ XV XD

Py

CR

CR

CR

CR

+

+

+

+
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TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

R.glutinis / R. aurantiaca - similar

Rhodotorula minuta

Sporobolomyces roseus

Sporobolomyces roseus ?

Fl 04

Fl 25

Fl 117

Fl 121

Fl 150

Fl 153

Fl 157

FI 158

Fl 162

Fl 183

Fl 189

Fl 155

Fl 176

descr

Fl 06

descr

Fl 128

J »©® X® X X X/ XV AW/ ~— XV XD

Py

?

?

+

+

+

+

+

+

+

93
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TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

" FIZ40 R - - - - 2 4+ - - - 4+ 4+ - -
Isolado n&o identificado 01 Fl 12 B - - - - ? + - - - + + - - - -
Isolado n&o identificado 02 FI 13 B + - - - ? + - - - + + - - - -
Isolado néo identificado 03 Fl 43 CR - - - + ? - - - - + + + - - -
Isolado n&o identificado 04 FI 68 CR - - - - ? - - - - - + - - - -
Isolado néo identificado 05 FI 73 C - - - - ? + - - - - + - - - -
Isolado néo identificado 06 Fl 74 C - - - + ? - - - - + + + - - -
Isolado n&o identificado 07 FI 78 C - - - - ? + - - - - + - - - -
Isolado néo identificado 08 FI 80 C - - - - ? + - - - + + - - - -
Isolado néo identificado 09 Fl 82 C - - - - ? + - - - + + - - - -
Isolado n&o identificado 10 Fl 96 CR + - - + ? - - - - - + - - - -
Isolado n&o identificado 11 Fl 108 CR - - - - ? + - - - + + - - - -
Isolado nao identificado 12 FI 130 CR + - - + ? + - - - + + - - - +
Fungos semelhantes a leveduras )

Aureobasidium sp Fl 92 CR - - - + ? + - - - + - - - - -

" FI102 CR - - - + 2 4+ - - - 4 - 4 .



TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

Fl 111

FI 115

Fl 116

FI 125

Fl 134

FI 135

Fl 136

Fl 138

FI 139

FI 145

Fl 154

Fl 156

Fl 160

FI 165

Fl 166

Fl 169

Fl 172

C

M

CR

CR

CR

CR

CR

CR

+

+

?

?

+

+
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TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

“Yeast-like” 01

“Yeast-like” 02

FI1 175

Fl 177

F1 178

FI 179

Fl 185

Fl 01

FI 10

FI 55

FI 58

Fl 137

FI 59

Fl 85

FI 90

Fl 110

Fl 129

Fl 142

Fl 147

M

CR

< £ L

(o9)

O o o o O O O
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TABELA 3: Continuacéo - Resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos/fisiolégicos das culturas isoladas de figueiras.

“Yeast-like” 03

“Yeast-like” 04

“Yeast-like” 05

“Yeast-like” 06

Fl 149

Fl 182

Fl 62

FI 75

Fl 127

Fl 151

Fl 174

FI 100

F1 07

Fl 112

Fl 105

Fl 107

Fl 131

Fl 152

C
C
C
C
C
C
C
C
M
M

CR
CR
CR

CR

?

?

?

?

+

+

+

+

?

?

+, assimilacdo do carboidrato; w, fraca assimilacao; D, positivo lento; ?, resultado desconhecido; v, variavel; - assimilacdo
negativa; B, col6nia de cor branca; C, colénia de cor creme; CR, colénia de cor creme - rosada; L, col6énia de cor laranja; R,
col6nia de cor rosa a vermelha; M, colénia de cor marrom; * descricdo da espécie.
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TABELA 4: Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.
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Isolados

Ascomicetos

\'

+

descr

Candida albicans

+

Fl 11

+

Fl 24

+

descr

Candida ernobii

?

Fl 36

Candida ernobii — similar

?

Fl 144

Candida sp 01

?

Fl 146

Candida sp 02

?

Fl 148

Candida sp 03

\"

descr

Debaryomyces hansenii



TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

" FI 76
Kluyveromyces lactis descr

" Fl 95
Pichia pini descr
Pichia pini — similar Fl 123
Basidiomicetos
Bullera sp nov. 01 FI 50
Bullera sp nov. 01 Fl 91
Bullera sp nov. 01 Fl 113
Bullera sp nov. 02 Fl 87
Bullera sp nov. 02 Fl 88
Bullera kunmingensis descr

" FI 170
Cryptococcus sp 01 FI 16
Cryptococcus sp 02 FI 103
Cryptococcus sp 03 FI 180
Cryptococcus flavescens  descr

+

+

+

?

=+

+

\Y



TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

Cryptococcus humicola -
similar

Cryptococcus hungaricus

Cryptococcus laurentii

Fl 51

descr

Fl 37

FI 81

Fl 84

Fl 94

Fl 106

descr

Fl 181

descr

Fl 15

Fl 17

Fl 45

FI 53

FI 56

Fl 57

Fl 63

?

100



TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

Cryptococcus laurenti i-
similar

Cryptococcus macerans

Cryptococcus macerans —
similar
Rhodotorula sp 01

Fl 64

Fl 71

FI 89

Fl 101

FI 133

Fl 143

Fl 164

Fl 184

Fl 188

Fl 28

Fl 67

Fl 69

Fl 97

descr

Fl 27

FI 03

Fl 08

?

?

101



TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

Rhodotorula sp 02
Rhodotorula sp 03

Rhodotorula aurantiaca

Fl 09

Fl 21

Fl 23

Fl 34

Fl 41

Fl 44

Fl 46

Fl 49

Fl 54

Fl 61

FI 83

Fl 98

Fl 99

Fl 19

FI 119

descr

Fl 118

?

?

?

?

+

+

+

?

?

+

102
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TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

Rhodotorula glutinis descr - - - + v v v v v v D v + v v D - v v v v v - - Vv - VvV V
" FlIo2z - 2?2 ?2 + + - 4+ + + - 2?2 4+ + + - 4+ - + + + + - - - + - - -
" FIOS - ? 2?2 4+ + - + + - - ? 4+ + - - 4+ - + 4+ + + - - - + - - -
" FlI20 - ? 2?2 4+ + + + + + - ? - + - - 4+ - - 4+ + + - - - + - - -
" Fl2z6 - 2 2?2 + - - - - - - 2 - 4+ - - 4+ - + + + - - - - - - - -
" Fl 29 - 0?2 07?2 4+ - - 4+ + - - 2 4+ + - - o+ - - -+ - - -+ -
" FI3o - 2?2 2?2 + - - + - + - 2?2 - 4+ - - 4+ - - + 4+ - - - - 4+ - - -
" FIeO - 2?2 ?2 + + - + + + - 2?2 4+ + + - 4+ - + + + + - - - + - - -
" FIes5 - ? ? + + + + + + + ? + + - - + - + + + + + - - + - - -
" Fle6 - 2?2 2?2 + + - + + + - 2?2 4+ + - - + - + - - - 4+ - - + - - -
" K77 - 2?2 2?2 + + - + - 4+ - 2?2 4+ 4+ - + 4+ - + 4+ - + + - - + - - -
" Fl79 - 2?2 2?2 4+ - - + 4+ - + ? - + - - - - - - - 2?2 - - - - - - -
" FIse - 2?2 2?2 + - + + + + - 2?2 - + + - 4+ - + + + 2?2 + - - + - + +
" Fl 93 - 0?2 0?2 + + - 4+ + 4+ - 0?2 + 4+ - - 4+ - 4+ + + - - - - - - - -
" FIiz09 - ? 2?2 + + - + + + - ? - + - - 4+ - - 4+ + 2?2 - - - + - - -
" Fl114 - 2 2?2 + + - + - + - 2 - 4+ - - 4+ - - + + ? - - - 4+ - - -

" FI120 - 2 2 + - - - - - - 2 < 4+ - - - o 4 4 + 2 - - - 4 - - -



TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

Fl 163

FI 173

Fl 187

Fl 14

Fl 18

Fl 32

Fl 47

Fl 70

Fl 104

Fl 124

Fl 126

Fl 159

Fl 167

Fl 168

Fl 186

F1 190

?

?

?

?

+

+

+

+

?

?

104



TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

R.glutinis / R. aurantiaca

R.glutinis / R. aurantiaca -
similar

Rhodotorula minuta

Sporobolomyces roseus

Fl 04

Fl 25

Fl 117

Fl 121

FI 150

Fl 153

Fl 157

Fl 158

Fl 162

Fl 183

Fl 189

Fl 191

Fl 155

Fl 176

descr

Fl 06

descr

?

?

+

+

+

+

?

?

+

+

105
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TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

Sporobolomycesroseus? FI1140 - ? ? + + + + - + - ? 4+ + - + 4+ - + + - ?2 + + - + - - -

" Fli128 - ? 2?2 + + + + + + - 2?2 4+ + - + + - + + + + + + + + - - +
Isolado ndo identificado01 FI12 - 2?2 2?2 + + - - - - - 2?2 4+ + 4+ + + - + + - 4+ - + - 4+ - - -
Isolado ndo identificado 02 FI13 - 2?2 2?2 + + - + 4+ - - ?2 4+ 4+ 4+ - 4+ - 4+ + + 4+ 4+ - - 4+ - - -
Isolado ndo identificado03 FI43 - 2?2 ? + + + + + - 4+ 2?2 + + + - + + - + + + + + - + + - -
Isolado ndo identificado 04 FI68 - 2?2 2?2 + - - - - - - ? - 4+ - - - - - - 4+ 2 - - - - - - -
Isolado ndo identificado05 FI73 - 2?2 2?2 + + + + + + + 2?2 + + - 4+ 4+ + - + + + - + + + + - -
Isolado ndo identificado 06 FI74 - 2?2 2?2 + + + + + - + 2?2 + + - - + + - - + 4+ + + - + - - -
Isolado ndo identificado 07 FI78 - 2 2?2 + + + + + + + 2?2 4+ 4+ - 4+ - 4+ 4+ + + + - + + + + - -
Isolado ndo identificado08 FI80 - 2?2 2?2 + + - + + + - 2?2 + + - 4+ - + + + + + - + + + - - -
Isolado ndo identificado 09 FI82 - 2 2?2 + + + + + + + ? + + - + + 4+ - 4+ 4+ 4+ - 4+ - 4+ - - -
Isolado ndo identificado 10 FI96 - 2 2 + - - - - - - 2 - - o o o oo oo ... e e
Isolado ndo identificado 11 FI108 - 2 2?2 + - - - - - 4+ 2 4+ - - 4+ - - - - - - - 4 - - -
Isolado ndo identificado 12 FI130 - ? 2?2 + + + + + 4+ + ? 4+ - - - + - + 4+ + + - + - + + - -

Fungos semelhantes a
leveduras

Aureobasidium sp FlIo2 - 2?2 2 + + + 4+ + + + 2?2 + + + + + + + + + + + + + + + - -



TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

Fl 102

Fl 111

Fl 115

Fl 116

Fl 125

Fl 134

Fl 135

Fl 136

Fl 138

FI 139

Fl 145

Fl 154

Fl 156

Fl 160

FI 165

Fl 166

Fl 169

?

?

?

?

+

+

+

+

+

+

=+

?

?

+
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TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

Fl 172

FI 175

Fl 177

FI 178

Fl 179

Fl 185

Fl 01

Fl 10

FI 55

FI 58

Fl 137

FI 59

FI 85

F1 90

Fl 110

Fl 129

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?

?
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TABELA 4: Continuacéo - Perfil bioquimico dos isolados de figueiras.

“Yeast-like” 04
“Yeast-like” 05

“Yeast-like” 06

Fl 142

Fl 147

Fl 149

Fl 182

Fl 62

Fl 75

Fl 127

FI 151

Fl 174

FI 100

Fl 07

Fl 112

FI 105

Fl 107

Fl 131

Fl 152

2 2

- ?

?

?

?

+

?

+

?

+

?

+

?

+

?

+

?

?

?

?

+

+ + + - 4+ - -
- - - - + - -
? - + - 4+ - +

- -+ + + - +
- - - + + - +
+ - o+ o+ - - -
? - - - + - -

109

+, assimilacéo do carboidrato;

w, assimilacdo fraca; ?, ndo realizado ou desconhecido; v, variavel;

-, assimilagao negativa.
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