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RESUMO

Foram isoladas 33 cepas de leveduras a partir de folhas de paineiras,
figueiras e bromélias, oriundas do Parque Estadual de Itapué/RS, e de paineira
localizada na cidade de Porto Alegre/RS. Das leveduras isoladas, 13 foram
produtoras de amilase, 6 de caseinase e outras seis de esterase. Apenas uma
cepa apresentou produgdo de gelatinase. O perfil bioquimico das 3 cepas foi
testado quanto a assimilagéo de fontes de carbono e de nitrogénio, bem como o
crescimento sob estresse osmotico e térmico. Foi também realizada a

identificacdo destas 33 cepas de leveduras.



ABSTRACT

Thirty three yeast strains were isolated from mature leaves of Floss Silk
Trees, Ficus and Bromeliads, collected at Parque Estadual de Itapua/RS, and from
a Floss Silk Tree, located at Porto Alegre city — RS. Of the isolated yeasts, 13 were
amylase producers, six were caseinase producers, and other six produced
esterase. Only one strain was capable of gelatinase production. The biochemical
profile of the 33 strains was tested for carbon and nitrogen assimilation, as well as
growth under osmotic and thermic stress. The identification of these 33 yeast

strains was also performed



1. INTRODUGAO
1.1 Leveduras

Leveduras sa@o organismos pertencentes ao reino Fungi, tipicamente
eucarioticas, heterotréficas e aclorofiladas. Possuem parede celular e,
diferentemente de fungos filamentosos, apresentam talo predominantemente
unicelular. Sua reproducéo assexuada realiza-se por brotamento (fig. 1A)
ou por fissdo celular (fig. 1B), e a reproducdo sexuada é realizada por meio de
esporos (fig.1C) e de conjugacéo (fig 1D); como nédo organizam-se em hifas, nédo
produzem corpos de frutificacdo (Kurtzman e Fell, 1998).

Leveduras tém ampla distribuicdo na natureza, e por isso podem ser
isoladas de diversos substratos, desde os ricos em agucares simples, como frutos
e graos, ate substratos pobres, como agua, solo ou ar (Last & Price, 1969). Casos
clinicos também sdo relatados, especialmente em pacientes imunodeprimidos ou
imunocomprometidos (Klein e al, 1984; Chuck & Sande, 1989)

De maneira geral, o espectro assimilativo de fontes de carbono de
leveduras basidiomicéticas € mais amplo do que o de ascomicéticas, e a produgéo
de pigmentos (fig. 2) e capsula polissacaridicas podem ser fatores de resisténcia a
raios UV e dessecacdo. Por esses motivos, a superficie foliar de plantas
(filoplano), abriga uma variedade maior de leveduras basidiomicéticas, embora

leveduras ascomicéticas também sejam encontradas.



Figura 1 - Reproducgao de leveduras
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Fig. 1A — Microscopia de contraste de fase de células de Saccharomyces
cerevisiae em brotamento; B: broto; aum.: 1000x (Campbell et al, 2006) ; Fig. 1B -
Microscopia de contraste de fase de células de Schizosaccharomyces pombe em
fissdo celular; f- local da fissdo celular; aum.: 1000x (Rincén & Pérez, 2005) . Fig. 1C -
Microscopia de contraste de fase de esporos em ascos de Schizosaccharomyces
pombe; S-esporo, A-asco; aum.: 1000x (Rincén & Pérez, 2005). Fig. 1D: Sequéncia de
eletromicrografias de transmissdo, mostrando conjugagdo em Saccharomyces
cerevisiae; N: nlicleo; aum.: 75000x.: (Mark Rose, 2006).



¢do por leveduras

—

Figura 2 - Producéao de pigmenta
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Fig. 2: Colonias de Sporidiobolus pararoseus, mostrando

producdo de pigmentagdo alaranjada (Centrallbureau voor
Schimmelcultures, 2006, disponivel online).

O filoplano (superficie foliar) € um substrato rico em agucares complexos e
abriga uma biota diversificada, desde artropodos até microorganismos, dos quais
destacam-se leveduras basidiomicéticas. Destas, grande parte apresenta
pigmentacao e produgdo de capsula mucodide (Last e Price, 1969), possivelmente
porque pigmentos carotendides confeririam prote¢do a raios UV, enquanto a

capsula ofereceria resisténcia a desidratag@o, que € um sério risco neste habitat.

1.2 Leveduras balistosporogénicas

Dentre as leveduras basidiomicéticas presentes no filoplano, destacam-se
as produtoras de balistosporos ou balistosporogénicas. Balistosporos séo
estruturas de dispersdo produzidas pela célula em momentos de estresse,
explosivamente langadas a distancia, por acimulo de agua sob o esterigma. Esta

estrutura é produzida apenas por basidiomicetos, incluidos os fungos filamentosos
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desta divisdo. Ha, no entanto, relatos detalhados de ascosporos liberados a for¢a
em fungos ascomicéticos como Ascobolus imersus (Fischer ef. al., 2004).

Grande parte das leveduras isoladas de filoplano ja se mostraram
produtoras de balistosporos, indicando uma boa adaptagdo destes grupos a esse
substrato. Sua vasta distribuicdo pode ser devida a estes esporos, que formam
colénias satélites, podendo ser carregados pelo vento e dispersadas.

A variedade de leveduras balistosporogénicas ndo é estudada no Brasil,
mas ja se mostrou ser grande em ambientes tropicais asiaticos, onde diversas
novas especies ja foram descritas (Nakase et al., 2005; Feng-Yan Bai et al., 2001,
Nakase et al, 2000).

Balistosporos (fig. 3) sdo basidiésporos que, produzidos na ponta de
esterigmas , sdo ativamente descarregados no ambiente. O processo inicia-se
com a formagdo de uma gota sobre um nutcleo higroscépico (gota hilar, ou “gota
de Buller), onde condensa-se agua do ambiente. Esta gota progressivamente
expande-se até fusionar-se com um filme de liquido que se forma na superficie
adjacente do esporo, impelindo este para longe do talo (Carlie e Watkinson, 1994).

Figura 3 — Balistosporo

Fig. 3: Microscopia de contraste de fase mostrando
balistosporo (B) de Sporobolomyces salmonicolor,
preso pelo esterigma (E) a célula. G: gota hilar
(Foto: Doctor Fungus Corp®., 2000.)

Recentemente foi descrito que a formagéao da goticula inicia-se quando uma
quantidade fentomolar (10°M) de manitol e hexoses acumula-se neste nticleo

higroscépico. O processo de descarga foi denominado "catapulta de tensdo
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superficial”, devido ao processo em que a rapida coalescéncia entre a gota de
fluido e o filme liquido do esporo que gera um deslocamento do centro de
gravidade do esporo, acelerando-o em aproximadamente 24.500 m/s® (Money,
1998) .

Estes esporos podem ser formados acima de uma camada de muco em
que as células vegetativas ficam imersas para a fixagdo ao filoplano, como em
Sporobolomyces roseus, permitindo a sua dispersdo (Cooke e Rayner, 1984).

1.3 Identificagdo convencional de leveduras

A formagao de balistosporos € uma caracteristica considerada informativa
na identificagcdo convencional de leveduras, apesar da sua distribuicao polifilética
(Fell et al., 2000; Nakase, 2000). A identificagdo convencional de leveduras & uma
pratica difundida e amplamente aceita, mas muitos grupos proximos
filogeneticamente o sdc também fisiologicamente, e por esses motivos sua
diferenciagdo torna-se por vezes muito dificil.

Leveduras, historicamente, sdo identificadas e tratadas bioquimicamente de
maneira semelhante a bactérias. Caracteristicas da colbnia, crescimento em
fontes especificas de carbono e de nitrogénio e outros testes bioquimicos integram
o rol de aproximadamente cem testes empregados na taxonomia convencional
das leveduras. (Barnett et al., 1990)

Dentre estas provas, uma crucial & a de Urease/DBB (Diazonium Blue B),
em que meio com uréia e corante vermelho (fucsina) € inoculado. Ao transformar a
uréia em amdnia, o pH do meio, entédo rosa, acidifica, tornando este incolor. Este
teste diferencia leveduras de afinidades basidiomicética, que utilizam uréia como
fonte de nitrogénio, e ascomicética, que podem ou néo utiliza-la. Apés, ao corante
Diazonium Blue B é adicionado a este meio, e leveduras ascomicéticas que sejam
positivos a urease néo reagirdo ao DBB (Barnett et al., 1990).

Assim, sendo exclusivamente basidiomicéticas, espera-se que leveduras
balistosporogénicas déem resultado positivo aos testes de DBB e urease.
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2. OBJETIVOS

Dada a falta de conhecimento a respeito de leveduras balistosporogénicas,
assim como o grande numero de espécies novas encontrado em ambientes

tropicais asiaticos associadas ao filoplano de diversas plantas, este trabalho

pretende:
1- Realizar isolamento, a partir de folhas coletadas, de leveduras
balistosporogénicas , com técnica especifica para este fim;
2- Realizar testes de produgéo enzimatica, com objetivo de analise
de potencial biotecnologico das leveduras obtidas
3- Identificar a que espécies pertencem as cepas isoladas
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e processamento das amostras

As coletas de folhas realizaram-se em Porto Alegre no campus central da
UFRGS, e no parque de Itapud — Viamao-RS, entre abril e junho de 2005. Folhas
de Figueira (Ficus sp.), de Paineira (Chorisia speciosa) e de diversas bromélias
foram assepticamente coletadas em sacos plasticos individuais estéreis e levadas
para processamento em laboratorio.

As folhas foram lavadas com agua destilada estéril, dentro das embalagens
plasticas, a fim de retirar sujeira e artefatos que pudessem existir (artropodos,
teias de aranha, areia, etc) e secas em capela de fluxo laminar. Conforme seu
tamanho, algumas foram cortadas para ndo exceder as dimensdes da placa de
Petri.

3.2 Isolamento e purificagdio de culturas de leveduras

balistosporogénicas

Com uso de fita adesiva tipo dupla-face, foram afixadas duas folhas, ou dois
fragmentos de folhas, sob tampas de placas de Petri, com faces inferior e superior
voltadas a placa com meio de cultura, sem contato com este (fig. 4). A incubagao
foi realizada em Agar YM (glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, agar
2%) com Cloranfenicol 0,04% [pH4,0] por até duas semanas, a temperatura de 25
+/-3 °C.
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Figura 4 — Afixagdo de folhas em placa de Petri

Fig. 4: Folhas afixadas a tampa de placa de Petri sobre meio de cultura (Vista superior)

Colbnias isoladas abaixo das folhas foram selecionadas conforme
diferengas morfolégicas, purificadas por dois esgotamentos consecutivos (fig. 5)
em Agar GYP (glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, agar 2%) e
incubadas a 25 +/-3°C.

A fim de evitar crescimento precoce de fungos filamentosos e perda de
leveduras, algumas coldnias isoladas foram retiradas antes do periodo de duas
semanas.

Figura 5 - Purificagdo de isolados (Fuentefria, 2005; modificado)

>
. 3. Estocégem em meio
2. Dois esgotamentos GYMP, coberto por 6leo
1. Selegao das colonias consecutivos em Agar mineral esteéril, sob
em YM (22-25°C) Sabouraud (22-25°C) ' refrigeragéo (4°C)
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3.3 Manutengéao das culturas

Depois de purificadas, as culturas foram incubadas em tubos de ensaio com
agar GYMP inclinado (glicose 2%, extrato de malte 2%, extrato de levedura 0,5%,
fosfato de s6dio monobasico 2%, agar 2%) a 25+/-3°C por uma semana, ou mais
até observar-se crescimento suficiente e, apos, cobriram-se as culturas com 6leo
mineral estéril. Os tubos foram mantidos sob refrigeracéo (temperatura media de
4°C)

3.4 |dentificagdao convencional de leveduras

As leveduras foram caracterizadas com base em caracteristicas macro e
micromorfolégicas, e em testes fisiolégicos padrdo para a identificacdo
convencional de leveduras. A identificagdo foi realizada de acordo com o
programa online BioloMICS (Robert, V. & Szoke, S. 2003), e com o programa
YEASTCOMPARE © (C. Ciriello & M.A. Lachance, Copyright 1999-2001), que
comparam os caracteres obtidos com dados de espécies conhecidas, depositados
no banco de dados do programa, e segundo Barnet et al (1990)

3.4.1 Caracteristicas morfolégicas

Foram observadas caracteristicas morfol6gicas macroscopicas (cor, brilho,
forma, margem, superficie, elevagcdo e consisténcia coloniais), segundo Yarrow
(1998), e também caracteristicas microscépicas (forma da célula, presenga e

formato de balistosporos, tipos de brotamento e/ou presenc¢a de fissao).

3.4.2 Testes bioquimicos

3.4.2.1 Assimilagao de fontes de Carbono
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Apo6s esgotamento nutricional em agua destilada estéril, por 24h a 25+/-
3°C, foi realizada incubagao em placas com Yeast Nitrogen Base (YNB) - DIFCO
0,67%, agar 2% e as fontes de carbono a serem testadas (glicose, inulina,
sacarose, melibiose, galactose, lactose, trealose, maltose, amido, celobiose,
salicina, sorbose, ramnose, xilose, L-arabinose, D-arabinose, ribose, glicerol,
meso-eritritol, ribitol, manitol, inositol, lactato, citrato e tween 20, todos a 0,5%, e
rafinose a 1% ). Controle negativo era realizado em placa sem adigao de fonte de
carbono e controle positivo realizado no meio com glicose. Os inoculos foram
realizados com o método “Replica plate” (fig. 6)

Figura 6: Método “Replica-plate”

. (@) ) ©

Fig. 6: Esquema do método Replica-plate. Legenda: (a) Inéculo da colénia desejada
em agua destilada estéril; (b) pipetagem de aliquotas dos inéculos em pogos; (c)
acoplagem da parte superior do aparato, com pinos mergulhando nos pogos; (d)
Inéculo das amostras no meio de cultura a ser testado; (e) Aspecto final do teste
(Foto: Landell, 2005)
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3.4.2.2 Assimilagao de fontes de Nitrogénio

Apbs esgotamento nutricional em agua destilada estéril, por 24h a 25+/-
3°C, foi realizada incubagdo em placas com Yeast Carbon Base (YCB) -DIFCO
1,17%, agar 2% e as fontes de nitrogénio a serem testadas (nitrato de sddio
0,078%, etilamina 0,064%, L-lisina 0,056%, creatina 0,078%, creatinina 0,078%).
O controle negativo era realizado em placa sem adig¢do de fonte de nitrogénio. O
controle positivo utilizado era 0 mesmo da assimilacdao de fontes de carbono. Os
inoculos foram realizados também com o método “Replica plate”.

3.4.2.3 Formacao de compostos amildides

Para a verificagado da produgéo de compostos amildides pelas leveduras, foi
adicionado corante Lugol sobre as placas de YNB + Glicose do teste de
assimilagao de fontes de carbono (ver subitem 2.4.2.1). A leitura era feita por meio
da verificagdo de mudanga da coloragdo da colénia para roxo, sempre que

houvesse formagdo de compostos amiléides.

3.4.2.4 Crescimento sob estresse osmotico

Para a verificagéo do crescimento das leveduras sob estresse osmético, as
culturas foram testadas em Agar GYP adicionadas de NaCl 10% e NaCl 16% e,
também de Glicose 50%. Ambas foram incubadas por 21 dias, e seu crescimento
avaliado a cada sete dias.
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3.4.2.5 Crescimento sob estresse térmico

Tubos de ensaio com Caldo GYP inoculados com as leveduras a serem
testadas foram incubados a 30°C e 37°C, com agitacéo, e a turbidez turvagéo do
meio foi avaliada segundo o cartdo de Wickerham, diariamente durante trés dias.

3.4.3 Testes enzimaticos

3.4.3.1 Producgédo de amilase

Placas contendo agar amido (agar 2%, amido soluvel 0,5%, YNB-DIFCO
0,67%) foram incubadas por sete dias a 25+/-3°C, e a revelacao feita com adigéo
de Lugol sobre o meio de cultura. Halos transparentes a amarelados revelavam-se
em torno de coldnias produtoras (fig. 7), enquanto o restante do meio permanecia

corado de azul-escuro.

. 7 g
Fota: Landell, M.

Fig. 7: Aspecto da placa de Agar-amido com inéculos. O
Halo transparente (H) indica produgdo da enzima. (Foto
fornecida por Melissa Landell) '
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3.4.3.2 Producio de caseinase

Placas contendo YNB 0,67%, agar 2%, glicose 0,5% e caseina 0,5%,
ajustadas para pH 7,0 com KOH, foram incubadas por sete dias a 25+/-3°C, e
apos, sua revelacdo se deu através da adicdo de HCI 1N por uma hora. O acido
desnatura a proteina (caseina), que torna-se opaca. Halos transparentes (fig. 8)
em torno das colénias indicavam produg¢éo da enzima.

LU

Fig. 8: Aspecto da placa de Agar—caseina, com halos (H)
transparentes indicando acdo enzimatica. (Foto fornecida
por Melissa Landell)

3.4.3.3 Producéo de esterase

Para a produgdo de esterase, inoculou-se as leveduras no meio com tween
20 0,5% do teste de assimilagdo de fontes de carbono (ver sub-item 2.4.2.1).
Apds sete dias de incubagéo verificou-se o crescimento sobre a superficie do meio
de cultura, sendo esse crescimento considerado como positivo para a producao de
esterase.
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3.4.3.4 Produgéo de gelatinase

Para a verificagdo da enzima gelatinase, tubos de ensaio com meio malte
gelatina (extrato de malte 10% e gelatina 12%) foram incubados por 21 dias a
25+/-3°C, e apos este periodo, refrigerados a 4°C por duas horas para verificagao
de hidrolise do meio pela levedura. A ndo-solidificagdo da gelatina (fig. 9) sob
refrigeragdo indica produgéo da enzima.

Fig. 9: Aspecto dos tubos com Malte gelatina
apés refrigeracéo. A: Meio solidificado,
negativo; B: Meio liquefeito, positivo. (Roberts,
2005)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amostragem

Entre margo e agosto de 2005 foram realizadas trés coletas, totalizando
vinte amostragens de folhas, entre paineira, bromélias e figueiras. Foram isoladas
33 cepas, sendo quatro fungos semelhantes a leveduras e 29 leveduras
verdadeiras. Destas, sete foram capazes de formar pseudomicélio, e seis
produziram micélio verdadeiro. Assumiu-se que todas pertenceriam a divisdo
Basidiomycota, uma vez que a técnica de isolamento utilizada é especifica para
leveduras produtoras de balistosporos, e estas s&o exclusivamente
basidiomicéticas. Assim, nas chaves dicotémicas, assumiu-se como sendo
positivas para testes de Urease e DBB, e negativas para fermentacao de glicose,
ja que essa caracteristica ndo € comum nessas leveduras.

4.2 Testes fisiolégicos

Foram testadas a assimilagdo de fontes de carbono e de nitrogénio, cujos
resultados encontram-se na tabela de identificagéo (tabela 2). Também foram
testados crescimentos a 37°C, em glicose 50% e em NaCl 10%, mas nenhuma
das cepas testadas foi capaz de crescimento em tais condi¢gbes de estresse.

Alem disso, € interessante observar que muitas das leveduras
apresentaram crescimento em controles negativos, inclusive produzindo
pseudomicélio e balistosporos em grande quantidade; isto pode ser explicado pela
reserva de energia sob forma de glicogénio que fungos possuem, e pela pouca
exigéncia metabdlica de fungos basidiomicéticos, que sdo adaptados a viver em
ambientes pobres em nutrientes. Embora a técnica preveja o esgotamento
nutricional destas leveduras, o tempo de esgotamento foi notavelmente

insuficiente em muitas delas.
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Por outro lado, em muitas das culturas ndo foram visualizados
balistosporos. Este fato é relatado, explicado pela possivel perda da capacidade
de produgao de balistosporos em meios de cultura nutricionalmente ricos (Nakase,
1989). Por serem adaptados a meios pobres em nutrientes, estes organismos nao
necessitariam investir energia em dispersdo, mas sim, em multiplicagdo celular. A
observacdo de ascosporos, em levedura ascomicéticas, se da em agar acetato,
sem fontes de carbono ou nitrogénio, forcando o fungo a produzir esporos
sexuados, que aumenta a variabilidade da prole e as chances de sobrevivéncia
em um meio hostil. O mesmo ocorre com balistosporos, que séo visualizados ap6s
crescimento em agar-fuba — meio utilizado classicamente para observar tubos
germinativos em caracterizacdo morfolégica de Candida albicans. Esta técnica
para confirmacgédo da producgdo de balistosporos nao foi utilizada.

Outra explicagéo para a nao observagao de balistosporos em muitos dos
isolados € a possibilidade de leveduras nao-balistosporogénicas presentes no
filoplano estarem sendo carreadas junto aos balistosporos das
balistosporogénicas. Com isso, apareceriam coldnias de leveduras ndo produtoras
de balistosporos, apesar da utilizagdo da técnica de isolamento seletiva para as
balistosporogénicas.

4.3 Perfil de produgdo enzimatica
A avaliagdo de potencial biotecnologico foi realizada em 18 das 35
leveduras, sendo que 13 produziram amilase, seis produziram caseinase, e outras

seis produziram esterase. Os resultados encontram-se na tabela 2, e sao
mostrados também no grafico 1.
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Tabela 1 — perfil de produgéo enzimatica

1 2 3 9 1112 16 22 23 26 27 28 30 35 36 38 41 42
Amilase W + + = + =~ + W + + + + - + + + + +
Caseinase - + - - = = + + - - 4+ W - + ww - +
Gelatinase - « =« = = & 4 F =2 & & & = o @ = w &
Esterase + 4+ + = = = = = 4+ = = = - - - - + +

Legenda: “-": Sem produgéo; “+": Produgdo positiva. “w":Crescimento fraco.

Grafico 1 — Perfil de produgao enzimatico das cepas testadas

' 80,00% 7 Amilase

60,00% -
| A Caseinase Esterase
20,00% - -"
0.00% Gelat'faﬁse

4.4 IDENTIFICAGAO DAS CEPAS ISOLADAS

As 33 cepas foram identificadas com uso do software online BioloMICS, (em
http://www.cbs.knaw.nl/yeast/(kfgrxf55qyfrbr55h03ngu3p)/BiocloMICSID.aspx), com
auxilio do programa YEASTCOMPARE (Ciriello, C. & Lachance, M. A. Copyright
1999-2001). A lista se encontra na tabela 1.

As incongruéncias com a literatura, e a falta de parametros com relacédo a

controles negativos, devem-se a incipiéncia com que se trabalha com estes
organismos, sendo que, por ser um campo ainda inexplorado no Brasil,
possivelmente haja espécies novas dentre os isolados, ndo descritas na literatura.

Por isso, este € um trabalho que necessita ampliagdo e aprofundamento.
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5. CONCLUSOES:

1-

Foram isoladas 33 cepas de leveduras e fungos semelhantes a
leveduras a partir de amostras de folhas de paineiras, figueiras e
bromélias, utilizando a metodologia para isolamento de leveduras

balistosporogénicas.

Foram realizados testes de produgdo enzimatica com 18 das leveduras
isoladas, sendo que a produgdo de amilase foi a atividade enzimatica

mais comum, presente em mais de 70% dos isolados

Os géneros mais comuns encontrados foram Rhodotforula (7
ocorréncias), Sporobolomyces (5 ocorréncias) e Sporidiobolus (4
ocorréncias). Foram encontradas algumas leveduras ascomicéticas, que

nao eram esperadas com a metodologia de isolamento utilizada.
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