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'RESUMO

O filoplano do Hibiscus rosa-sinensis abriga uma enorme biodiversidade de
leveduras e fungos semelhantes a leveduras cujo potencial biotecnolégico
ainda é desconhecido. Foram isoladas 84 cepas de leveduras de filoplano
desta planta, sendo identificadas pela metodologia classica. Do total de
isolados 37% séo de afinidade ascomicética, 36% de afinidade basidiomicética
e 27% de fungos semelhantes a leveduras. Duas leveduras micocinogénicas
(“killer”) com espectro antagonista contra leveduras patogénicas de interesse
epidemiologico foram encontradas. Kodamaea ohmeri HB55 e Kodamaea
ohmeri HB88 séo fortes candidatas a estudos de purificacdo e caracterizacéo
genética da toxina secretada, ativa contra isolados clinicos e ambientais de
todas as variedades de Cryptococcus neoformans e também contra algumas
espécies patogénicas de Candida. O tradicional procedimento de selecdo ou
triagem para obter-se novos microrganismos produtores de enzimas para fins
biotecnolégicos foi executado neste trabalho. As 84 linhagens foram avaliadas
na sua capacidade de produzir amilase, proteases (caseinase e gelatinase),
celulase, celobiase, xilanase, esterase e lipase. Trinta e um isolados foram
slecionados: 5 linhagens produtoras de celulase, 3 de xilanase, 4 de amilase, 5
de protease, 1 de lactase, 2 de esterase, 6 produtoras de celulase e xilanase e,
por fim, 5, produtoras de amilase, celulase e lipase. A cepa HBS85A,
presuntivamente identificada como lItersonilia perplexans, apresentou excelente
perfil lipolitico sendo encaminhada ao Centro de Biotecnologia do Rio Grande
do Sul para processos de otimizagédo da producéo de lipase.

! Dissertacéo de mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (122p). Novembro, 2004.



IDENTIFICATION AND EVALUATION OF THE BIOTECHNOLOGICAL
POTENTIAL OF YEAST AND YEAST-LIKE FUNGI ISOLATED FROM THE
PHYLLOPLANE OF HIBISCUS ROSA-SINENSIS

Author: Alexandre Meneghello Fuentefria
Advisor: Dra. Patricia Valente

2ABSTRACT

The phylloplane of Hibiscus rosa-sinensis supports an abundant biodiversity of
yeast and yeast-like fungi whose biotechnological potential is still unknown. A
total of 84 yeast and yeast-like strains were isolated from the phylloplane of this
plant and identified by the classic methodology. Of these, 37% were of
ascomycetic affinity, 36% of basidiomycetic affinity and 27% of yeast-like fungi.
Two killer yeasts with antagonistic spectrum against pathogenic yeasts of
epidemiological interest were found. Kodamaea ohmeri HB55 and Kodamaea
ohmeri HB88 are strong candidates for studies of purification and
characterization of the killer toxin, active against environmental and clinical
isolates of the three varieties of Cryptococcus neoformans, and against some
pathogenic species of Candida. The traditional procedure of selection or
screening to discover new enzyme-producing microrganisms  for
biotechnological applications was performed in this work. The 84 isolates were
evaluated in their capacity to produce amylase, proteases (caseinase and
gelatinase), cellulase, cellobiase, xylanase, esterase and lipase. Thirty one
strains were selected: 5 isolates producing of celulase, 3 of xilanase, 4 of
amilase, 5 of protease, 1 of lactase, 2 of esterase, 6 producers of celulase and
xilanase e, finally, 5, producers of amilase, celulase and lipase. The strain
HB85A, presumptively identified as Itersonilia perplexans, showed excellent
lipolytic profile, and was directed to the Centro de Biotecnologia do Rio Grande
do Sul for optimization of the production of lipase.

2 Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (122p). November,
2004.



SUMARIO

SUMARIO ......coiitiiitiieti ittt sttt ettt se st s et ss et e s e s b e v
RELACAO DE TABELAS. ..ottt Vil
RELACAQO DE FIGURAS.........oouecteeeeeeeteeeeteeeee et Viii
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS.......ccooeeeeeeeeeeeeeeee e IX
1. INTRODUGAO. ......ouoiuiectieeeeeeee ettt en ettt eaens 1
2. REVISAQO BIBLIOGRAFICA ..ottt 3
2.1 Leveduras e fungos semelhantes a leveduras............ccccoeeeeiiiiiiiiiieeininnnns 3
2.2 Potencial biotecnoldgico de leveduras.........cccoovvviiieeiiiiiiecceeiee e 6
2.2.1 Produgéo de enzimas de interesse industrial...........ccccccccciiiiiiiiiinns 8
2.2.2 Producao de micocinas (toxinas “Killer”).........cccceeeveiiiiiieeeeeieeeeeeeeiiiiiinnns 16
3. MATERIAL E METODOS......ocuiiitieitiecie ettt 21
3.1 Isolamento e purificacdo das culturas de leveduras e fungos
semelnantes a IeVeAUIaS. .........u i 21
3.2 ManuteNGAO0 das CUIUIAS.........euuuureiiieieiee e e e eee et e e e e e e e e e e eees 22
3.3 Taxonomia convencional de leveduras e fungos semelhantes a
leveduras (“yeast-liKe fUNGI™)........uuuiiiiiiieeie e 23
3.3.1 Observagdo macromorfolOgiCa..........ooviuureiiiieiiiiiiiieee e 23
3.3.1.1 Caracteristicas morfoldgicas coloniais ............cccceevvvvvveveiiivniiiiiiinenn. 23
3.3.1.2 Demonstragao de baliStOSPOrOS. .......cuvviiiiiiiiiiieeeeiieieieeeeeeeee 24
3.3.2 Observacao micromorfolOgiCa...........uuuruiiiiiiiieeeieeieieeeeeee s 25
3.3.2.1 Caracteristicas morfolégicas da célula leveduriforme........................ 25
3.3.2.2 Verificagcdo da formacao de aSCOSPOrOS.........cceevvvvrrrniiiiiiieeeeaaenaeeenns 25
3.3.2.3 Técnica de microcultivo em [amina...........ccccuviiiriiiiiiiiiieeeee e 26
3.3.3 Testes DIOQUIMICOS. ........uuueiiiiii i e e e e e e e e eaenaanees 27
3.3.3.1 Testes de FErmentagao. ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiaeaaeieeee e 27
3.3.3.2 Teste de assimilacéo de fontes de carbonO.........cccoeeeeeeeiviiiiiieiinnnnns 28
3.3.3.3 Teste de assimilacdo de fontes de nitrogénio.............ccccvvvvveieeennnnnn. 29
3.3.4 TesStes fiSIOIOQICOS. ......uuuiiiieeiiiiiiiiee e 31
3.3.4.1 Teste com Agar uréia de Christensen..........ccccceeveeiiieiieeeeieieeceeeeiiin, 31
3.3.4.2 Testes de crescimento em diferentes temperaturas.............ccc.eeeeenee 32
3.3.4.3 Teste de tolerancia ao caldo YEPG com NaCl 10% e 16% .............. 32
3.3.4.4 Teste de tolerancia a glicoSe 50%0.......ccceeriiiiiiiiiieiiiiiiieee e 33
3.3.4.5 Teste de producéo extracelular de compostos amildides.................. 33
3.4 Avaliacdo do potencial biotecnolOgiCO..........cccevveeeeeeeeeeieeececcieeee 34
3.4.1 Avaliacado semiquantitativa do perfil enzimatico extracelular................. 34
3.4.1.1 ProduGaO0 de lIPASE.......ccuiiiieeiiiiii ettt 34
3.4.1.2 ProduGa0 € ESIEIaSE.......cuuvruriiiiiiiiieeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e eees 35
3.4.1.3 ProduGao de Celulase...........uueeiiiiiiiiiiiiiiiii e 35
3.4.1.4 ProduGao d€ CASEINASE.......cceieiiieeeeieeieeeeeeeiiieees s s e e e e e e e e e e e eeeeeeeaaannnns 36
3.4.1.5 ProduGao de gelatiNase...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 36
3.4.1.6 Producao de amilaSe...........ovvviiuiiiiiiiiiiii e 37
3.4.1.7 Producéao de celobiase e p-galactosidase (lactase)...........cccceeevvnnnee 37
3.4.1.8 ProduGan de Xilan@se...........uceiiiiiieiiiiiiiiiieiiieiiiiese e e e e e e eaaeeeeaaaanens 38

3.4.2 Producgao de substancias antimicrobianas...........cccccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 38



Vi

3.4.2.1 Culturas PatOgENICAS. ........ceeeiiiiieiieieiiiiiieree e e e 38
3.4.2.2 Teste para detectar linhagens com fendtipo “killer” (produtoras de

101 oo Tl g = 1) PP 39
3.4.2.3 Avaliacdo da atividade “killer” de linhagens selecionadas em
diferentes Meios de CURUIa...........oooiiiiiiiiiiii e 40
3.4.2.4 Confirmacao da atividade miCOCINOGENICA..........ucveeieeeeeeeeieeeeiieiiiiinnns 41
3.4.2.5 Teste de cura do fenitipo “Killer”..........cvvvvviiiii 41
3.5 Listagem de eqUIPaMENTOS.........uuuuuruuiiiiiaieeeeeeeeeeeeeeesirain s e e e e e e eeeaeeeeees 41
3.6 Listagem dos meios de cultura utilizados.............cccooveviiiiiiiiiiiiiieeeeein, 41
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........ciiiiteeieeeeeee e 44
4.1 Isolamento e purificagdo das culturas leveduriformes..................cccceee 44
4.2 ldentificacdo fenotipica das leveduras e fungos semelhantes a
YT [ = L R 45
4.2.1 Testes MOrfOlOQICOS. .......oovveeeiiicee e e 48
4.2.2 Testes bioquimicos e fiSIOlOQICOS............eeviiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 48
4.3 Taxonomia molecular de leveduras................iiiieeeeeeieeee 66
4.3.1 Sequenciamento da regido D1/D2 do 26S rDNA............evvevivvveniiineeennn. 66
4.4 Avaliacdo semi-quamtitativa do perfil enzimatico extracelular................. 66
4.5 Deteccédo de substancias antimicrobianas............ccccevvvvevveveviiiiiiieinneenn. 83
4.5.1 Avaliacdo da atividade micocinogénica de linhagens selecionadas
contra leveduras patogénicas ao hOMem..............uvvevriiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeiiiieanens 92
4.6 Teste de cura do fendtipo “Killer” ..., 94
5. CONCLUSOES. ..ottt ettt 99
6. CONSIDERACOES FINAIS. .....ccoiieeeeteeeeeeetee et 102
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...ttt 103
8. APENDICES. ......cuitiuiiiitiiiieieie ettt se st ns e s e eneneees 112
8.1 Taxonomia molecular de leveduras..............oouuuuiiiiiiiiinne s 112
8.1.1 Sequéncia completa dos segmentos D1/D2 do gene 26S do isolado
HB88 (KOdamaea ONMENT)........uuuuuiiiiiei ettt eeeeaeneees 114
8.1.2 Sequéncia completa dos segmentos D1/D2 do gene 26S do isolado
HB55 (Kodamaea ONMEI)........uuuuuiiiiiieeeee et eeeeeeeeeeeaenees 114
8.2 Preparo de reagenteS......ccccuiieee e eeieeeeeeeetee e s s e e e e e e e e e e e e e e 115
8.3 Doseamento da atividade lipolitica das linhagens selecionadas.............. 116



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:
Tabela 9:

Tabela 10:

RELACAO DE TABELAS

Listagem dos equipamentos utilizados..............ccceeveeveeeiiiinnnns
Listagem dos meios de cultura utilizados............ccccceeeieennnnn.

Listagem e identificacdo presuntiva das culturas de
leveduras isoladas do filoplano do Hibiscus rosa-
S L= 5] P

Caracteristicas morfoldgicas das culturas de leveduras
isoladas do filoplano do Hibiscus rosa-sinensis......................

Perfil biogquimico das culturas de leveduras isoladas de
filoplano de HibiSCus rosa-Sinensis..........ccccvvvvvvevvevvvvnnninneenn.

Perfil bioquimico/fisioldgico das leveduras isoladas de
filoplano de HibiSCUS roSa-SINENSIS..........evvvieiiiiiiiieeeeeeiiinis

Perfil enzimatico extracelular das culturas de leveduras
isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis......................

Selecéo de linhagens micocinogénicas em meio YM-MB.......

Atividade “killer” das linhagens Kodamaea ohmeri HB55,
Kodamaea ohmeri HB88 e Aureobasidium pullulans HB64
contra leveduras patogénicas humanas em Agar YEPG e
Agar YM-MB em diferentes valores de pH.........ccccceeevieneeeenn.

Atvidade micocinogénica da Kodamaea ohmeri HB55 e
HB88 contra diferentes variedades de Cryptococcus
NEOTOIMEANS. ...t e e eeaee

vii

95



Figura 1:

Figura 2:
Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

RELACAO DE FIGURAS
Percentagem absoluta do perfil enziméatico extracelular
avaliado nas linhagens isoladas..........ccccccvvvviiiiiiniiie e,
rDNA em eucariontes, segundo Reeder (1989)..........ccccceunnn.

Determinacdo da enzima lipase com palmitato de p-nitrofenil
(PNPP-SIQIMA)......uuuiiiiiiiiiiiiiiieee e

Determinacdo da caseinase pelo método colorimétrico da
oV 4o lo: 111 | o - O PPRRPPPRRPPRR

Perfil da atividade especifica de lipase por hora de
fErMENtACAOD........coeeeeeeeece e

viii

73
113

117

118



LISTA DE ABREVIATURAS

ATCC: American Type Culture Collection

CBS: Centralbureau voor Schimmelcultures, Holanda

CBiot: Centro de Biotecnologia do Estado do Rio Grande do Sul

cm: Centimetro

DNA: Acido desoxirribonucléico

HB: Hibiscus

IMUFRJ: Colecao de culturas de leveduras do Instituto de Microbiologia Prof.
Paulo de Goes, UFRJ

mM: Milimolar

pL: Microlitro

mL: Mililitro

ug: Micrograma

NRRL: Colec¢éo de culturas ARS, National Center for Agricultural Utilization
Research, USA

pH: Logaritmo decimal do inverso da atividade de ions hidrogénio numa
solucéo

rpm: Rotagdes por minuto

RNA: Acido ribonucléico

S: Sevdberg, unidade de sedimentacao

UFRGS: Universidade Federal do Rio Grande do Sul

UFRJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro



1. INTRODUCAO

As leveduras tém sido usadas pelo homem em processos fermentativos
ha mais de 8.000 anos. Apesar da predominancia do uso da espécie
Saccharomyces cerevisiae, outras leveduras jA demonstraram potencial para
utilizacdo na industria quimica, farmacéutica, téxtil e alimenticia. Uma das
areas onde este potencial pode ser verificado é na producdo de enzimas, tanto
diretamente, através do uso do préprio microrganismo em processos
fermentativos, como indiretamente através do conhecimento de sequéncias
génicas de microrganismos que podem servir como fonte para modificacdes
genéticas. Outra importante aplicacdo € na utilizacdo das substancias
antimicrobianas produzidas por estes fungos para a producdo de novos
antibioticos no combate de espécies patogénicas de microrganismos, em
especial de leveduras.

A diversidade de leveduras no filoplano tem sido muito estudada devido
as interacdes ecoldgicas dentre as diversas espécies presentes nesse rico

substrato. Entretanto, a avaliagdo das caracteristicas biotecnoldgicas que



essas linhagens possam oferecer ndo estdo sendo exploradas. Baseado nesse
contexto, e seguindo relatos da ampla diversidade de leveduras estudadas até
o momento em flores da planta ornamental Hibiscus rosa-sinensis, buscou-se
identificar e avaliar o potencial biotecnoldgico de linhagens de leveduras e
também de fungos semelhantes a leveduras associadas a superficie foliar
(filoplano) desse arbusto.

Com base nos parametros da hipotese apresentada acima, este trabalho

teve como objetivos especificos:

e I|dentificar as leveduras e fungos semelhantes a leveduras isolados do
filoplano do Hibiscus rosa-sinensis.

e Detectar a presenca de leveduras micocinogénicas (leveduras “killer”)
dentre os isolados e testar sua atividade contra leveduras patogénicas
ao homem.

e Selecionar linhagens produtoras de enzimas de interesse biotecnoldgico
e encaminha-las para testes de otimizacdo da producéo enzimatica.

e Depositar as linhagens na Cole¢cdo de Culturas de Leveduras do

Departamento de Microbiologia da UFRGS.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leveduras e fungos semelhantes a leveduras

As leveduras sdo organismos pertencentes ao reino Fungi, possuindo
caracteristicas tipicas dos fungos como presenca de parede celular rigida,
nacleo organizado com membrana nuclear (célula eucariética), aclorofilados,
nutricdo heterotréfica através de absorcdo dos nutrientes, reproducdo sexuada
através de células especializadas denominadas esporos, e auséncia de
motilidade, entre outras. Elas se diferenciam dos demais fungos por possuirem
um talo predominantemente unicelular, realizarem a reproducao assexuada por
brotamento ou fissédo e ndo formarem corpos de frutificagcdo (Kurtzman e Fell,
1998). Os microrganismos considerados como leveduras sdo encontrados nos
filos Ascomycota e Basidiomycota e entre o0s fungos mitosporicos,
anteriormente denominados Deuteromycetes (sem reproducdo sexuada
conhecida), constituindo um grupamento artificial (Hawksworth et al., 1995).
Geralmente sdo encontrados em folhas, frutos, grdos de cereais e outros

substratos contendo acucares. Mas também podem ser isolados do ar, do solo,



de aguas de lagos, rios e mares; da pele e do intestino de animais, incluindo
associacfes com insetos (Do Carmo-Souza, 1969).

A maioria das espécies de leveduras basidiomicéticas possui um perfil
assimilativo amplo de fontes de carbono quando comparadas com as leveduras
ascomicéticas, que se restringem a poucas fontes de carbono (Kutzman & Fell,
1998). As leveduras basidiomicéticas sédo ricamente encontradas em substratos
gue possuam componentes mais complexos, como folhas e solo, ao contrario
das leveduras ascomicéticas, que sao frequentemente encontradas em
substratos ou fontes ricas em acgucares simples, como frutos (Santos et al.,
1997).

Apesar da presenca de leveduras na superficie externa de folhas
(filoplano) ser um fato conhecido, poucos estudos tém sido realizados visando
a avaliacdo do potencial biotecnolégico destas leveduras. A maioria das
espécies encontradas pertence a leveduras de afinidade basidiomicética e as
chamadas leveduras pretas, sendo que grande parte apresenta pigmentacao e
producado de cédpsula mucéide (Last e Price, 1969). Provavelmente, a presenca
de pigmentos carotendides é um fator de protecdo contra a luz solar e a
capsula serve para evitar a desidratacdo, que € um risco sério neste habitat, e
facilitar a fixacdo ao substrato. Segundo Bab’eva e Chernov (1995), essas
leveduras possuem outras caracteristicas que favorecem a permanéncia na
superficie de folhas, tais como producdo de clamidosporos resistentes a
dessecacao e de balistosporos (esporos que séo lancados a distancia e que

podem ser dispersados pelo vento).



Os géneros de leveduras mais comumente encontrados associados ao
filoplano sdo Aureobasidium, Sporobolomyces, Cryptococcus, Rhodotorula e
Candida (Robbs, 1986; Bab’eva e Chernov, 1995; Li et al., 1995). A presenca
de espécies de afinidade ascomicética tem sido pouco relatada na literatura,
porém Debaryomyces hansenii foi encontrada como a levedura dominante em
filoplano de diversas plantas nas llhas Canarias (Middelhoven, 1997). Segundo
Do Carmo-Souza (1969), as espécies de leveduras capazes de utilizar grande
variedade de compostos sdo mais frequentemente encontradas no filoplano, ja
que as fontes de carbono simples estdo presentes em concentracées muito
baixas. Ja foi notada a variacdo da populacdo de leveduras com a estacdo do
ano (Di Menna, 1962; Last, 1955; Miller, 1979). E provavel que isto ocorra ndo
somente por causa do aumento da idade da folha (Last, 1955), mas também
pela alteracdo das condi¢cdes atmosféricas, principalmente o aumento da
intensidade das chuvas.

Hibiscus rosa-sinensis, popularmente chamado de mimo de Vénus, é
uma planta da familia Malvaceae descrito como um arbusto lenhoso de 3 a 5
metros de altura que possui diversos hibridos de flores simples ou dobradas,
em cores variadas. Apesar de planta tropical, a espécie tem sido usada até na
arborizacdo de ruas de cidades frias do sul do Brasil, como Porto Alegre e
Curitiba. O popular hibisco encontrado nos jardins, pracas e ruas € uma mistura
de diversas espécies compativeis da Asia, Australia e ilhas do Pacifico. Flores
e folhas do Hibiscus sdo também comumente utilizadas em infusdes, sendo
indicado como adstringente ou expectorante (Panizza, 1998). A escolha dessa

espécie de planta vém de acordo com recentes pesquisas de novas espécies



de leveduras isoladas das flores de diversas espécies nativas de Hibiscus na
Australia e Hawaii (Lachance et al., 1998; Lachance et al., 2001; Rosa et al.,
1999; Rosa et al.,, 2003). Embora estudos de leveduras em flores desse
arbusto j4 sejam desenvolvidos ha uma década, a pesquisa envolvendo a
biodiversidade de leveduras associadas ao filoplano e a aplicacdo

biotecnoldgica desses isolados € uma novidade.

2.2 Potencial biotecnolégico de leveduras

Um esquema geral de um programa de triagem de microrganismos com
potencial para uso industrial € composto por diferentes etapas que, de uma
forma geral, se iniciam com a selecdo do microrganismo que possui a
caracteristica desejada (Steele & Stowers, 1991). Essa selecdo pode ser
realizada a partir de colecdes de culturas ou a partir de substratos naturais
presentes no meio ambiente. A estratégia utilizada para a selecdo pode variar.
Idealmente, deve-se estabelecer qual o produto ou atividade microbiana
desejada antes do inicio do programa de sele¢do, porém a observancia desta
norma nem sempre é aconselhavel. Em especial, caso o objetivo seja isolar
microrganismos que possuam diferentes capacidades para uso biotecnoldgico,
como, por exemplo, capacidade de produzir diferentes enzimas, uma estratégia
indireta de isolamento é normalmente adotada. Nesta estratégia, procede-se ao
isolamento geral de microrganismos da amostra, que depois sdo testados com
relacdo a capacidade de gerar os produtos ou as atividades desejadas. Desta
forma, possibilita-se a criagcdo de colec¢des de cultura de microrganismos que

possam, posteriormente, ser testadas para a verificacdo de outras



caracteristicas de interesse industrial. Apds esta primeira etapa de selecdo do
microrganismo, € realizada a otimizacdo do processo de producdo para
posterior utilizacdo em larga escala.

A procura de novos microrganismos com potencial biotecnoldgico,
representada pela etapa inicial de selecdo, ndo se restringe apenas ao
isolamento de cepas que possam ser posteriormente melhoradas para
otimizacdo da producdo, mas engloba também a procura de sequéncias
génicas responsaveis por caracteristicas interessantes industrialmente. Embora
a manipulacdo genética por técnicas de mutacdo e tecnologia do DNA
recombinante seja freqientemente usada para aumentar o nivel de expressao
de um grande numero de produtos microbianos, procedimentos tradicionais de
selecdo ou triagem para obter-se novos microrganismos produtores de
moléculas bioativas para fins biotecnolégicos na industria alimenticia,
farmacéutica, téxtil e quimica continuam a ser imprescindiveis (Strauss et al.,
2001; Buzzini & Martini, 2002). Segundo Steele & Stowers (1983), produtos
oriundos de microrganismos de ocorréncia natural apresentam a vantagem de
serem mais facilmente aceitos e aprovados para comercializacdo que o0s
produzidos por microrganismos manipulados geneticamente. Por esta razdo
muitas industrias sdo favoraveis a selecdo de microrganismos de ocorréncia

natural.



2.2.1 Producéao de enzimas de interesse industrial

Como todas as outras proteinas, as enzimas se formam por cadeias
longas de aminoacidos unidas por ligacdes peptidicas, porém sao
biocatalisadores, facilitando reacdes bioquimicas sem se deixarem consumir na
reacdo. Estdo envolvidas em todos 0s processos naturais, para processar
nutrientes, produzir energia, dar destino a produtos residuais e regular grande
variedade de outras funcdes metabdlicas. Certas enzimas sdo altamente
especificas, outras controlam um amplo conjunto de reacdes. As enzimas séo
divididas em categorias de acordo com 0s compostos sobre os quais agem ou
com o tipo de reacdo que controlam, recebendo quase sempre no nome o
sufixo ‘-ase’. A celulase, por exemplo, decompde a celulose, a protease
converte proteinas em aminoéacidos, a lipase decompde lipideos e gorduras em
glicerol e acidos graxos e, a amilase, decompde amido em acucares simples.
Fungos produzem uma ampla variedade de enzimas, algumas em pequenas
quantidades, mas suficientes para 0s processos bioquimicos envolvidos na
célula. Estas enzimas sdo usualmente capazes de digerir nutrientes ou
substratos insoluveis como a celulose, o0 amido e proteinas, para que sejam
utiizados nos diversos compartimentos metabolicos intracelulares e
transformados em unidades fundamentais de crescimento (Stryer, 1995).

Uma grande variedade de segmentos industriais utiliza enzimas
amiloliticas de origem microbiana para converter o amido em unidades
fundamentais de glicose. O amido é formado por dois tipos de polimeros
amilaceos: a amilose, que € um polimero linear constituido de unidades de D-

glicose unidas por ligacfes a-1,4 e a amilopectina, que é formada por cadeias



curtas de amilose ligadas entre si de modo a formar uma estrutura ramificada
unidas por ligacdes a-1,6. As amilases de origem microbiana podem ser
subdivididas em exoamilases e endoamilases (Moreira et al., 1999). Dentre as
exoamilases destacam-se a a-amilase (1,4 a-glicanohidrolase) e a glicoamilase
(1,4 a-glicanoglicohidrolase). Dentre as endoamilases encontra-se a -amilase
(1,4 a-glicanomaltohidrolase) e a pululanase secretada por Aureobasidium
pullulans, capaz de hidrolisar ligacdes a-1,6 (Yurlova & de Hoog, 1997). Estas
enzimas sao comumente encontradas em fungos filamentosos dos géneros
Rhizopus e Aspergillus, que séo freqientemente usadas como fonte industrial
de amilases. Apesar da producdo 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
aplicacao industrial direta ou indireta (Gundllapalli et al., 2002). As a-amilases
fungicas sao utilizadas em processos de panificacdo e em racdes para
melhorar a digestdo. Atuam na faixa de 55°C e em pH &cidos (5,0 a 5,5), ao
contrario das a-amilases bacterianas, que sdo termoestaveis nas temperaturas
de 90 a 110°C em pH 6, sendo utilizadas na producao de xaropes, bebidas e
na industria téxtil (Bowles, 1996; Moreira et al., 1999).

Glicerol-éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3) ou lipases sdo enzimas
pertencentes ao grupo das serina hidrolases. Seus substratos naturais s&o
triglicerideos presentes na interface 6leo-agua, ou seja, sdo mais especificas
para substratos insolUveis na forma de emulsdo, produzindo acidos graxos
livres e monoglicerideos (Carvalho et al., 2003). Seu modo de acdo se

assemelha ao das esterases, mas diferem por apresentarem maior afinidade
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por acidos graxos de cadeia longa. Ao contrario das lipases, as esterases
apresentam grande atividade sobre substratos sollveis em agua (lonita et al.,
1997). As lipases e as esterases sao capazes de catalisar reacfes de hidrolise,
esterificacao, transesterificacao e lactonizacao, conferindo a estas enzimas um
potencial enorme de aplicacdes. As lipases sdo produzidas por plantas,
animais ou microorganismos, entre eles se destacando as leveduras e os
fungos filamentosos. As razées do enorme potencial biotecnolégico das lipases
devem-se a sua alta estabilidade em solventes orgéanicos; por ndo requererem
a presenca de co-fatores; por possuirem uma larga especificidade pelo
substrato e por exibirem uma alta enantiosseletividade (Carvalho et al., 2003).
Apesar da maioria das lipases serem utilizadas em sua forma solavel, devido a
necessidade de se aumentar a economia em processos tecnoldgicos (via
reutilizacdo da enzima por mais de uma Unica passagem pelo reator) e a
diminuicdo da contaminac¢do do produto (via confinamento da enzima em um
suporte), tem sido cada vez mais implementada a imobilizacdo dessa enzima
(Paiva et al., 2000; Sharma et al., 2001). Embora as aplica¢cGes industriais das
lipases atualmente estejam focadas nas industrias de detergentes, novas
aplicacbes vém se estabelecendo nos mais diversos campos, tais como
industria farmacéutica, quimica, de alimentos, petroquimica, couro, papel e no
tratamento de residuos industriais (Gandhi, 1997). Na industria petroquimica, o
biodiesel, uma alternativa ao diesel, é produzido através de fontes bioldgicas
renovaveis como Oleos vegetais e gorduras animais. E biodegradavel, n&o
toxico e tem baixa emissdo de poluentes, beneficiando com isso, 0 meio

ambiente (Frangui & Milford, 1999). Na industria alimenticia, a hidrdlise
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seletiva da gordura do leite é um outro exemplo de aplicacdo potencial de
lipases, devido ao aumento da demanda por leite e derivados com menor teor
de gordura. A lipase também é responsavel pela formacdo do aroma distinto
em queijos do tipo Cheddar e pela producdo de substitutos da manteiga e
outros aditivos usados na manufatura de doces (Gandhi, 1997). Nos ultimos
anos, com o intuito de aumentar a atividade catalitica das lipases, varios
procedimentos de imobilizagcdo ou modificagcbes na estrutura ativa vem sendo
propostos. A engenharia genética de lipases, por exemplo, envolve o
isolamento e superexpressdo de genes de interesse em microrganismos
produtores dessa enzima, sendo muito estudada nos ultimos anos (Fickers et
al., 2003). Sao por estes motivos que microorganismos, em particular leveduras
altamente produtoras desta enzima, sdo procurados por centros de pesquisa
em todo o mundo.

As esterases, por sua vez, 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 industria de Oleos. Embora as esterases possuam
importantes aplicacdes industriais, uma importante limitacdo na propriedade
fisico-quimica desta enzima impede o seu uso em larga escala na industria: as
esterases sao termolabeis, principalmente em altas temperaturas, prejudicando
a maioria dos processos quimicos industriais (Kademi et al., 1999; Molinari et
al., 1996). Por esse motivo, a busca de esterases termoestaveis de origem

microbiana sdo uma importante fonte para o desenvolvimento de novas
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aplicacdes desta enzima. Uma discordancia entre autores ainda persiste sobre
a especifica denominacéo da atividade enzimatica sobre os substratos Tween
20 (Laurato de Sorbitan Etoxilado 20) e Tween 80 (Monooleato de sorbitan
etoxilado), quando estes séo utilizados como meios de triagem para a atividade
enzimatica para fins biotecnoldgicos. Alguns grupos de pesquisa afirmam que a
enzima esterase utiliza como substrato ambos compostos (Rudek, 1978),
outros alegam que a sensibilidade e especificidade do tween 20 como
substrato € mais significante como teste de triagem dessa enzima (von
Tigerstrom & Stelmaschuk, 1989; lonita et al., 1997; Alves et al., 2002) e, por
fim, alguns autores alegam que atividade sobre Tween 80 refere-se a esterase
e nao lipase, devido ao tamanho da cadeia de carbono (Aktas et al., 2002;
Yucesoy & Marol, 2003). Em virtude dessa falta de uniformidade neste assunto,
nos utilizamos a prerrogativa que atividade enzimatica sobre os substratos
tween 20 e tween 80 séo lipase e esterase, respectivamente (von Tigerstrom &
Stelmaschuk, 1989; lonita et al., 1997; Alves et al., 2002).

As proteases pertencem ao grupo das hidrolases, as quais tém em
comum o envolvimento da agua na formacdo do produto. Essas enzimas
catalisam a reacdo de hidrolise das ligacbes peptidicas das proteinas,
ocorrendo a transferéncia de componentes do substrato para a agua (Braga et
al., 1998). Proteases sédo encontradas em varios microrganismos, cComo Virus,
bactérias, protozoarios, leveduras e fungos. A impossibilidade das proteases de
células eucarioticas superiores atenderem a demanda industrial de enzimas
tem levado a um interesse cada vez maior pelas proteases de origem

microbiana. Os microrganismos sao um excelente recurso de proteases devido
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a sua grande diversidade bioquimica e possibilidade de manipulacédo genética.
A degradacdo das proteinas € iniciada por proteases (endopeptidases)
secretadas pelos microrganismos, seguida da posterior hidrélise por peptidases
(exopeptidases). As proteases sdo de grande valor comercial, e sao
amplamente utilizadas nas industrias biotecnolégicas. Na industria de alimentos
sdo usadas nos processos de fermentacdo 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 sdo também
empregadas na producdo de derivados laticos como o0s queijos, atuando na
maturacao e desenvolvimento da textura e sabor, devido a acdo das proteases
na beta-caseina do leite (Visser, 1993). Nos ultimos anos, pesquisas tém
revelado que muitas leveduras produzem quantidades significantes de
proteinases extracelulares, ao contrario do que antes se achava, devido
principalmente que a maioria dos estudos sobre aplicacdes industriais eram
somente na espécie Saccharomyces cerevisiae, que secreta pouca ou
nenhuma proteinase extracelular (Zarzoso et al., 1998). As proteases de
leveduras séo relevantes em biotecnologia e também do ponto de vista médico,
pois essas enzimas tém sido consideradas um importante fator de viruléncia
para esses organismos, podendo também ser usadas como antigeno em
meétodos de diagndstico, principalmente nas manifestacbes de candidiases
(Rao et al., 1998).

A celulose é uma fonte de carbono renovavel considerada como o mais

abundante substrato organico existente para a producdo de glicose,
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combustivel e insumos para industria alimenticia, sendo frequentemente
encontrado associado a hemicelulose, lignina e outros polissacarideos. A
celulose € um polimero de unidades de D-glicose unidas por ligagbes $-1,4 que
podem ser hidrolisadas por enzimas celuloliticas. O método quimico
convencional para obtencdo da celulose consiste basicamente na
transformacao da madeira em um material fibroso, denominado pasta, polpa ou
celulose industrial, sendo em seguida submetida a processos de depuragao do
material (Lynd et al., 2002). Nas dUltimas décadas, tem aumentado
progressivamente a pesquisa de microrganismos produtores de celulase para a
hidrélise enzimatica da celulose em glicose, servindo como uma importante
alternativa para os métodos convencionais empregados na industria (Lynd et
al., 2002). O dissacarideo celobiose é o principal produto da degradacdo da
celulose. A degradacdo total da celulose é catalisada por um complexo de
enzimas denominado celulase, composto por B-1,4-glicanases e B-glicosidase,
podendo ter dois padrdes de clivagem: as endoglicanases, que quebram a
cadeia de celulose internamente, enquanto as exoglicanases quebram
externamente, ambas resultando na formacdo de celobiose. Celobiose sé&o
duas unidades de glicose unidas por ligacdes B-1,4. A degradacéo da celobiose
pela celobiase (B-glicosidase) resulta na formacéo de glicose (Atlas & Bartha,
1997), sendo uma das etapas da transformacao da celulose em um acucar

fermentavel, com inimeras aplicacdes industriais.

Apds a celulose, as hemiceluloses sdo o0s polissacarideos mais
abundantes encontrados na natureza, ocorrendo nas paredes celulares das

plantas, sendo constituidas por polimeros lineares ou ramificados, contendo de
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dois a seis diferentes aclUcares ou seus derivados. Para uma completa e
eficiente degradacdo das hemiceluloses ha necessidade de um sistema de
enzimas. Uma dessas enzimas é a xilanase, responsavel pela degradacao da
xilana, principal hemicelulose das plantas (Beg et al., 2001; Reis et al., 2001). A
xilana consiste de uma cadeia principal formada por residuos de xilopiranosil
unidos por ligagbes B-1,4-glicosidicas (Coughlan & Hazlewood, 1993). Nas
Ultimas décadas aumentou o interesse industrial pelas enzimas fangicas que
promovem a degradagdo ou branqueamento das xilanas. Na industria, as
xilanases sao produzidas principalmente pelos fungos filamentosos (Haltrich et
al., 1996). Na industria de papel e celulose, as enzimas xilanoliticas, quando
livres de celulases, auxiliam no branqueamento da polpa facilitando a remocao
da lignina, podendo ser aplicadas para modificar a polpa na formacgéao do papel
ou ainda serem utilizadas na reciclagem do papel. Estas enzimas, em
associacdo com celulases, podem ser utilizadas para aprimorar o processo de
extracdo de Oleos vegetais, na clarificacdo de sucos de frutas e vinhos, na
fabricacdo de café solluvel, no aumento do teor nutricional da silagem, no
melhoramento da reidratacdo de vegetais secos e de textura dos derivados

lacteos (Kulkarni et al., 1999; Reis et al., 2001).

Lactose, o componente de maior concentragdo no leite e soro, possui
limitada utilizagdo em produtos alimenticios e farmacéuticos, devido aos
individuos intolerantes a lactose. Por esta razéo, a lactose é freqiientemente
hidrolisada antes do uso. A ma digestdo da lactose em recém-nascidos deve-
se a uma reducéo geneticamente determinada de B-galactosidase (lactase) no

intestino delgado, provocando sintomas gastrointestinais devido a fermentacao
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da lactose por bactérias do colon (Becerra et al., 2001). A reducdo ou
eliminacdo de leite e derivados do leite da dieta de criancas intolerantes a
lactose pode comprometer a absorcédo de proteina, riboflavina e calcio. Desta
forma, buscam-se alternativas para ndo eliminar o leite da dieta. A adicdo de j-
galactosidase ao leite para pré-hidrolisar a lactose é uma das mais importantes
alternativas (Vasiljevic & Jelen, 2001). A lactase (B-galactosidase) é a enzima
responsavel pela clivagem da lactose e de outros B-galactosideos. Embora
possa ser encontrada em plantas e animais, as melhores fontes para uso
industrial sdo 0s microrganismos. Além disso, € uma enzima largamente
utilizada na industria de alimentos para evitar a cristalizacdo da lactose em
preparados como sorvete e leite condensado e no preparo de solugdes enterais

para individuos intolerantes a lactose (Rings et al., 1994).

2.2.2 Producao de micocinas (“Toxinas killer”)

Leveduras com fendtipo micocinogénico secretam proteinas ou
glicoproteinas (toxinas “killer” ou micocinas) que sao inibitérias para células
sensiveis de outras leveduras, podendo ou ndo ser do mesmo género, sem o
contato direto célula-célula, mas com 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 micocinogénicas (Schmitt
& Breinig, 2002). No habitat natural, esta toxina pode conferir uma grande
vantagem na competicdo com leveduras sensiveis por limitar o acesso a

nutrientes disponiveis no substrato (Ganter & Starmer, 1992; McCormack et al.,
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1994; Fredlund et al.,, 2002; Zagorc et al., 2001), embora o seu papel em
ambientes naturais ndo esteja bem elucidado. E um mecanismo de competicéo
podendo causar a exclusdo imediata de individuos ou populacdes sensiveis
(Abranches, 1997). O papel ecolégico do fendtipo “killer” tem sido
extensivamente estudado em comunidades de leveduras associadas a frutos,
apresentando-se como 0 mais importante habitat para leveduras
micocinogénicas, visto que um quarto das cepas isoladas demonstra possuir a
caracteristica inibidora (Magliani et al. 1997). Quanto ao modo de acéo, varios
mecanismos tém sido propostos: aumento da permeabilidade da membrana
citoplasmatica provocando sua ruptura com perda de ions potassio e ATP;
inibicdo da sintese do DNA; blogueio do ciclo celular na fase G1; atividade da
quitinase e , por fim, inibicdo da sintese da B-1,3-glicana (Castoria et al., 2001;
Santos et al.,2002). A diferenca entre esses mecanismos depende da base
genética do sistema “killer” (cromossdmico, plasmidial ou codificado por RNA
associado a particulas virais), do tamanho do genoma, da conformacao da
toxina (mondémeros ou dimeros) e do tipo de receptor especifico (B-1,6-D-
Glicana; a-1,3-Manose ou quitina) (Magliani et al., 1997).

O fenotipo “killer” foi observado pela primeira vez em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae por Makower & Bevan em 1963. Estes
pesquisadores propuseram que determinadas linhagens de Saccharomyces
cerevisiae podiam ser classificadas em um dos trés fendétipos: micocinogénico,
sensivel e neutro. Quando células micocinogénicas e sensiveis cresciam em

um mesmo meio de cultura, uma grande propor¢cdo das células sensiveis
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morriam. O fendtipo neutro refere-se as leveduras que séo resistentes ao fator
micocinogénico, mas ndo matam as células sensiveis.

A atividade micocinogénica tem sido detectada em varias espécies
distribuidas em varios géneros de leveduras pertencentes aos filos Ascomycota
e Basidiomycota, além dos chamados fungos semelhantes a leveduras (“yeast-
like”): Aureobasidium, Candida, Cystofilobasidium, Cryptococcus,
Debaryomyces, Filobasidium, Hansenula, Hanseniaspora, Kloeckera,
Kluyveromyces, Metschnikowia, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Sporidiobolus,  Sporobolomyces, Torulopsis, Ustilago, Williopsis e
Zygosaccharomyces (Walker et al., 1995). Certas micocinas tém sido também
descritas como possuidoras de atividade antimicrobiana em algumas bactérias
gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus (Izgu & Altinbay, 1997). Um
importante parametro para a deteccdo da atividade micocinogénica € o pH do
meio de cultivo e a temperatura de incubacédo escolhidos para os testes de
triagem. Esta atividade é geralmente expressa em condicdes acidas entre 22°C
e 28°C (Criseo et al., 1999; Zagorc et al., 2001; Schmitt & Breinig, 2002).

Apoés os primeiros estudos na natureza do fator “killer”, foi demonstrado
que o0s genes que codificam esta toxina podem estar presentes em
cromossomos da levedura (como por exemplo Pichia ), em plasmideos de DNA
(Kluyveromyces) ou em RNA associado com particulas virais (Saccharomyces
cerevisiae) (Magliani et al.,1997). Essa diversidade de localizacdo dos
determinantes genéticos reflete a distribuicdo do fenaotipo “killer” em um grande

namero de espécies e géneros.
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Nos ultimos anos, inUmeras aplicacdes potenciais para o fendmeno
“killer” tém sido descobertas. A aplicacdo de leveduras micocinogénicas como
agentes de biocontrole ou como linhagens iniciadoras de processos
fermentativos tem crescido consideravelmente. Um dos objetivos principais é
de eliminar cepas selvagens contaminantes, responsaveis pela deterioracao de
alimentos e pela producdo de compostos indesejaveis no vinho, cerveja e no
chope (Lowes et al., 2000; Magliani et al., 1997; Zagorc et al., 2001). Leveduras
micocinogénicas também tem sido utilizadas no controle biolégico de agentes
nocivos a cereais, legumes e frutas (Walker et al., 1995; Fredlund et al., 2002;
Castoria et al., 2001) e na biotipagem de leveduras e fungos semelhantes a
leveduras patogénicos ao homem (Boekhout & Scorzetti, 1997; Buzzini &
Martini, 2001). Outra aplicacao biotecnoldgica das leveduras micocinogénicas €
a inibicdo do crescimento de fungos patogénicos para 0 homem com o objetivo
de desenvolvimento de novos agentes antifUngicos para o tratamento de
micoses humanas (Séguy et al., 1998; Schimitt & Breinig, 2002). Algumas
leveduras sdo reconhecidas como patégenos humanos oportunistas, sendo as
mais importantes Candida albicans, Candida tropicalis e Cryptococcus
neoformans. Porém, cada vez mais outras espécies estdo sendo isoladas de
pacientes em todo o mundo (Fricker-Hidalgo et al.,, 2001). Estudos de
competicdo entre leveduras tém demonstrado que as linhagens patogénicas
podem ter o crescimento inibido pelo antagonismo de leveduras saprofiticas
(Magliani et al.,, 1997). A ampliacdo do numero de isolados com esta
capacidade € de extremo interesse para o estudo do controle de infeccdes

fungicas.
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Cryptococcus neoformans € uma levedura de relevante interesse clinico
por ser 0 patdgeno causador da meningite criptocdccica em pacientes com
imunodeficiéncia e possui trés variedades, de acordo com seus sorotipos:
variedade gatti sorotipo B e C, variedade neoformans sorotipo D e variedade
grubii sorotipo A (Franzot & Salkin, 1999). De acordo com dados do Ministério
da Saude, no periodo de 1980 a 1998, 4,5% das infec¢cdes oportunistas
associadas a pacientes portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) foram causadas por C. neoformans (Levi, 1996). Candidiase
orofaringea tém sido reportada em 20 a 40% de todos os pacientes com
SIDA, da mesma forma que candidiase vulvovaginal ocorre em
aproximadamente 40% das mulheres infectadas. Uma das consequéncias da
terapia antifangica supressiva em pacientes com SIDA tem sido o emergente
surgimento de espécies de Candida e variedades de Cryptococcus neoformans
com resisténcia a essas drogas (Fichtenbaum et al, 2000; Mitchell & Perfect,
1995). Considerando a importancia clinica destes patdgenos, a procura por
novas substancias antimicrobianas para o tratamento destas doencas € uma
necessidade crescente e testes de triagem in vitro com leveduras

micocinogénicas sao uma importante ferramenta.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e purificagcdo das culturas de leveduras e fungos

semelhantes a leveduras

As folhas do Hibiscus rosa-sinensis foram coletadas no dia 12 de
fevereiro de 2003 no Parque Farroupilha, localizado no centro da cidade de
Porto Alegre, estado do Rio Grande do Sul. Dezenove folhas maduras
pertencentes a duas plantas foram assepticamente coletadas em sacos
plasticos estéreis, transportadas para o laboratério e processadas dentro de
cinco horas. As folhas foram lavadas com agua destilada estéril, de onde
quinze folhas foram processadas através da técnica de “imprinting”, na qual
coloca-se as folhas em contato direto com o meio de cultura em trés diferentes
tempos de contato (folhas n° 1 a 15): Oh (colocar a folha e retira-la
imediatamente), 1h e 24h. Utilizou-se como meio de cultura Agar YEPG
(Extrato de levedura 0,5%, Glicose 2%, Peptona 1%, Agar 2%) acrescido de
0,04% de cloranfenicol [pH 4,0]. Apds as folhas terem sido removidas, as

placas foram incubadas a 25°C por 3 dias. Colbnias de leveduras e fungos
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semelhantes a leveduras (“yeast-like fungi”) de cada tipo morfolégico foram
selecionadas e purificadas pela técnica do esgotamento em placas de Petri
contendo Agar YEPG para obter culturas puras. Foram escolhidas para
isolamento colénias com caracteristicas morfolégicas distintas e que se
apresentassem fisicamente distantes na placa.

O método de isolamento de leveduras balistosporogénicas também foi
empregado. As quatro folhas remanescentes da amostragem (folhas n® 16 a
19) foram mantidas suspensas por meio de uma gaze estéril em uma placa de
Petri contendo o mesmo meio de isolamento, mas sem contato direto com este
(Valente, 2000). As placas foram incubadas a 25°C por 2 semanas, e as
colénias formadas a partir dos balistosporos lancados contra o meio foram

isoladas e purificadas de acordo com o método descrito acima.

3.2 Manutencgéo das culturas

Todas as leveduras e fungos semelhantes a leveduras utilizados neste
trabalho foram conservados em tubos de ensaio com meio GYMP (2% glicose,
2% extrato de malte, 0,5% extrato de levedura, 0,2% fosfato de sodio
monobasico e 2% Agar), com repiques sucessivos a cada 8 meses. Apés
crescimento das culturas a 22°C por 72 horas, eram cobertos com cerca de
2mL de Oleo mineral estéril e mantidos em geladeira, numa temperatura média

de 4°C.
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3.3 Taxonomia convencional de leveduras e fungos semelhantes a

leveduras (“yeast-like fungi”)

As leveduras e fungos semelhantes a leveduras foram fenotipicamente
caracterizados por testes padroes morfoldgicos e fisiologicos (Yarrow,1998). A
identificacdo das leveduras foi realizada de acordo com Barnett et al. (2000) e o
software YEASTCOMPARE (C. Ciriello e M.A. Lachance, Copyright ® 1999-
2001), que compara as caracteristicas fisiolégicas das leveduras com as de
espécies conhecidas. A identificacdo dos fungos semelhantes a leveduras
(“yeast-like fungi”) seguiu métodos convencionais (de Hoog & Yurlova, 1994; de
Hoog & Guarro, 1995; Middelhoven & de Hoog, 1997), na sua maioria
baseados em fatores macro e micromorfolégicos tais como diametro da
colonia, cor e textura, dimensédo e morfologia da hifa, e presenca de estruturas
reprodutivas. Em alguns casos, caracteristicas fisiolégicas também foram
avaliadas, tais como crescimento em diferentes temperaturas e testes de
assimilacao de fontes de carbono e nitrogénio especificas. Estes testes foram
analisados de acordo com os métodos empregados para a identificacdo

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

3.3.1 Observacdes macromorfolégicas

3.3.1.1 Caracteristicas morfoldgicas coloniais
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
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raizes), superficie (lisa ou rugosa), elevacao (plana, convexa, umbonada ou
vulcdo) e consisténcia (cremosa, mucoide, butirosa, membranosa, esfarelada,

dura, seca), segundo Yarrow (1998).

3.3.1.2 Demonstracéo de balistosporos

A producéo de balistosporos € um critério importante para a distincdo de
espécies de leveduras com afinidade basidiomicética. Os balistosporos,
guando amadurecidos, sdo ejetados para o meio ambiente violentamente. Uma
caracteristica indicativa de que os balistosporos estdo sendo produzidos pelo
isolado é a producdo espontanea de colbnias satélites (Kreger-van Rij, 1984;
Neufeld, 1999). Um simples procedimento para a demonstracdo dessa
caracteristica foi aplicado. Inoculou-se a levedura suspeita na superficie de
uma placa contendo Agar Fuba (1,7% fuba; 0,5% Agar). Fechou-se a base
desta placa com a base de uma outra placa contendo Agar YEPG, selando
ambas, assepticamente, com fita adesiva. Incubou-se a placa, com a base
contendo o indculo para cima, durante 7 dias a 25°C. As culturas produtoras de
balistosporos desenvolveram um crescimento no Agar YEPG idéntico ao

semeado no Agar Fuba (Barnett et al., 2000).
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3.3.2 Observag6es micromorfologicas

3.3.2.1 Caracteristicas morfolégicas da célula leveduriforme

Foram realizadas laminas a fresco a partir do crescimento de culturas
em Agar YEPG com no maximo uma semana de incubacdo a 25°C e a
observacao foi feita em microscopia éptica com aumento de 400 a 1000 vezes.
Os caracteres morfologicos celulares observados foram: forma e tamanho da
célula, presenca de pseudomicélio, tipo de reproducédo assexuada (brotamento
e/lou fissdo) e, caso seja por brotamento, tipo de brotamento (multipolar,
bipolar, unipolar), presenca de ascosporos e de balistosporos, segundo Barnett

et al. (1990) e Kurtzman e Fell (1998).

3.3.2.2 Verificagdo da formagédo de ascosporos

A observacdo de ascosporos foi realizada utilizando um meio especial
para induzir a sua producdo: o meio Agar acetato (0,5% de acetato de sédio
trihidratado + 2% de &gar), com incubacdo a 22°C por até um més. A pequena
quantidade de carboidratos nesse meio de inducdo restringe o crescimento
vegetativo e aumenta a producdo de ascosporos. As caracteristicas
observadas em microscopia Optica foram a presenca ou auséncia de
conjugacéao, forma e numero de ascésporos por asca e liberagdo ou nédo de
esporos logo apds a sua formacéao.

Devido a dificuldade de visualizacdo dos ascosporos por montagens
diretas com agua de alguns isolados, dois procedimentos de coloracdo de

ascosporos foram empregados. O primeiro, denominado método de Wirtz, cora
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0s esporos de verde azulados e as células vegetativas de vermelho. No
esfregaco da cultura teste, cobriu-se a lamina com uma solucdo aquosa de
verde malaquita 5%, aquecendo-a até a emissdo de vapores por 5 minutos.
Lavou-se e, posteriormente foi realizada a contra-coloracdo com uma solucao
aguosa de safranina por 30 segundos. Apés lavagem e secagem da lamina,
examinou-se 0s ascosporos em objetiva de imerséo. O segundo procedimento
de coloracdo de ascosporos é o método de Ziehl-Neelsen. Neste método, apos
confeccdo do esfregaco da cultura teste, cobriu-se a lamina com fuccina de
Ziehl concentrada, aquecendo-a durante 5 minutos a lamina até a emissdo de
vapores. ApOs escorrer o excesso de corante da lamina, adicionou-se etanol
95% com 1% de &cido cloridrico para promover a diferenciacdo das células
vegetativas dos ascosporos, jA que estes sdo alcool-acido resistentes. Em
seguida foi realizada a contra-coloracdo do fundo com azul de metileno 1% por
30 segundos, lavagem com &gua corrente e secagem para observar sob
imersdo os ascosporos avermelhados, sobre um fundo azul disposto de células

vegetativas (Neufeld, 1999).

3.3.2.3 Técnica de microcultivo em lamina

O cultivo em lamina (microcultivo) foi a técnica escolhida para
observacdo de pseudomicélio ou de micélio verdadeiro, utilizando o meio de
cultura Agar Fuba. Dentro de uma placa de Petri colocou-se um chumaco de
algodao, dois palitos quebrados em forma de U, uma lamina de microscopia
(sobre os palitos) e uma laminula. Apos autoclavacdo do material, colocou-se

assepticamente pequenos blocos de 1-2 cm? de meio de cultura sobre a lamina
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de microscopia dentro da placa de Petri. Em seguida inoculou-se o bloco de
agar com os isolados de fungos semelhantes a leveduras (“yeast-like”) por
arrastamento da alca em suas bordas e partes laterais, e colocou-se a laminula
sobre o bloco de Agar. Depois de semeado 0 agar, adicionou-se agua destilada
estéril sobre o0 algodao e incubou-se a placa por 5 dias a 30°C (Barnett et al.,
2000), onde realizou-se a observacdo em microscopio 6ptico nos aumentos

200x e 400x.

3.3.3 Testes bioquimicos

3.3.3.1 Testes de fermentacao

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

Verificou-se, portanto, a capacidade de cada levedura e fungo
semelhante a levedura de fermentar a glicose, a galactose e a maltose. Antes
da realizacdo de cada teste, as culturas foram repicadas em Agar YEPG para
obtencdo de células ativas metabolicamente e incubadas por 48 horas a
temperatura ambiente (26 + 3°C). Estas culturas foram, posteriormente,
inoculadas em tubos de ensaios com meio para fermentagédo contendo tubos

de Durham invertidos no seu interior. Os tubos de fermentacdo foram lidos
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regularmente em 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21 dias ap0s a inoculacdo. A producao
de gas foi confirmada pelo seu acumulo nos tubos de Durham. A leitura foi
considerada negativa quando ndo houve acumulo de gas ou quando apenas
foram observadas algumas bolhas de gas no tubo de Durham, +1 quando
apenas 1/3 do tubo de Durham estava ocupado por gas, +2 quando o0 gas
estiver presente em 2/3 do tubo e +3 quando o tubo de Durham encontrou-se
cheio de gas. As cepas cujas leituras registraram-se +2 ou +3 foram
consideradas fermentadoras. As que tiveram leitura +1 foram consideradas
fermentadoras fracas. As culturas que tiveram resultado positivo para
fermentacdo de glicose foram testadas para fermentacdo de galactose e de
maltose (Kreger-van Rij, 1984; Yarrow, 1998; Neufeld, 1999; Barnett et

al.,2000).

3.3.3.2 Teste de assimilacao de fontes de carbono

Esse teste baseou-se na capacidade de assimilacdo das leveduras nas
respectivas fontes de carbono: glicose, galactose, maltose, celobiose, trealose,
lactose, melibiose, rafinose, amido soluvel, xilose, L-arabinose, ramnose,
etanol, glicerol, isopropanol, manitol, glucitol, salicina, citrato, inositol e N-acetil-
glicosamina. A habilidade ou ndo de assimilar diferentes acucares permite a
separacdo das espécies de acordo com o seu padrdo de assimilacao.
Tradicionalmente, trés principais métodos sao utilizados: o método de
Wickerham em tubos com meios liquidos, auxanograma em placas com Agar
base nitrogenado e o inoculo e, por fim, o método de réplica em placas (Barnett

et al., 2000). Neste nosso experimento, o procedimento escolhido foi 0 método
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de Wickerham. Este método estima a densidade celular através da turvacao da
solugdo: um numero de células/mL entre 10°> e 10° equivale ao grau 1 de
Wickerham; um nimero de células/mL entre 10’ e 10° equivale ao grau 2 de
Wickerham e, por fim, um nimero de células/mL acima de 10® é representado
pelo grau 3 de Wickerham (Pfaller et al., 1988).

As cepas foram inoculadas, a partir de culturas recentes em Agar YEPG,
em tubos contendo 2 mL de agua destilada estéril, por dois dias, para que as
leveduras esgotassem suas fontes energéticas. A densidade do inéculo nos
tubos com agua estéril foi medida pelo cartdo de Wickerham no grau 0,5. Apés
esse periodo, uma aliquota de 30uL de cada levedura foi inoculada em tubos
contendo as fontes de carbono descritas acima e incubados por 21 dias a
22°C. A concentracdo celular foi avaliada a cada 7 dias através do cartdo de
Wickerham (Pfaller et al, 1988). A proporcdo quimica de cada meio foi de
0,67% de YNB (Yeast Nitrogen Base, DIFCO) e 0,5% da respectiva fonte de
carbono, com excec¢éo da rafinose, que foi 1% (Kreger-van Rij, 1984; Yarrow,
1998; Barnett et al.,2000). Como controle positivo foi usado um tubo com meio

YNB com glicose, e como controle negativo um tubo apenas com YNB (0,67%).

3.3.3.3 Teste de assimilacéo de fontes de nitrogénio

As 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, determinados compostos nitrogenados como
nitrato de potassio, nitrito de sodio, lisina, creatina, creatinina, aminas alifaticas

e alguns aminoacidos sdo seletivamente utilizados por diferentes leveduras
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(Neufeld, 1999; Barnett et al., 2000). Assim, o propésito de testar se uma
levedura possui a habilidade de utilizar determinadas fontes de nitrogénio &
uma caracteristica importante na sua identificacao.

O teste de assimilacao de fontes de nitrogénio baseou-se na utilizacéo
de nitrato, nitrito, lisina, creatina e creatinina como unica fonte desse elemento,
utilizando a técnica de auxanograma. As cepas foram inoculadas, a partir de
culturas recentes em Agar YEPG, em tubos contendo 3mL de agua destilada
estéril, por dois dias, para que as leveduras esgotassem suas fontes
energéticas. A densidade do in6culo nos tubos com agua estéril foi medida pelo
cartdo de Wickerham (grau 0,5). Ao mesmo tempo, foi preparado meio
contendo YCB 1,17% com 2% de agar em uma quantidade proporcional a
15mL para cada placa que for inoculada a levedura, porém sendo hidratado em
apenas 12mL. ApoOs essa fase, foram misturados os 3mL do indculo
leveduriforme em &gua estéril com os 12mL do meio preparado, previamente
resfriado a aproximadamente 45°C, e vertidos em uma placa estéril. Apés a
solidificacdo do meio, pitadas das respectivas fontes de nitrogénio foram
adicionadas de forma equidistante no perimetro da placa, tendo o centro desta
servido como controle negativo e a peptona como controle positivo (Kreger-van

Rij, 1984; Yarrow, 1998; Barnett et al., 2000).
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3.3.4 Testes fisioldgicos

3.3.4.1 Teste com Agar uréia de Christensen

No teste de producdo de urease em meio uréia de Christensen, as
linhagens foram inoculadas a partir de culturas recentes em agar YEPG em
tubos contendo 3 mL do meio sdélido Agar Uréia (Peptona 1%, Glicose 1%,
NaCl 5%, Fosfato monopotassico 2%, Vermelho de fenol 0,012% e Uréia 3%).
Inicialmente autoclavou-se todos os constituintes nos tubos com 2,5 mL cada,
com excecdo da uréia que foi esterilizada por filtros de celulose de 0.22 um.
Apés autoclavacdo, adicionou-se 0.5 mL de uréia filtrada (20%),
homogeneizou-se e inclinou-se os tubos, deixando solidificar. Os tubos de
ensaio foram inoculados e incubados a temperatura ambiente por 3 dias, sendo
as leituras realizadas diariamente. A atividade da enzima urease, quando
presente na cepa, provocou uma viragem do indicador vermelho de fenol de
uma cor amarelada para rosada (Neufeld, 1999; Barnett et al., 2000).

Uma alternativa a esta técnica foi a utilizacdo de placas de Petri em vez
de tubos de ensaio. Ao contrario dos tubos de ensaio que eram autoclavados
junto com os constituintes termorresistentes da formulacao, as placas de Petri
eram previamente esterilizadas sob calor seco no forno de Pasteur a 180°C
durante 2 horas. Apés autoclavada parte dos constituintes e filtrada a uréia,
verteu-se simultaneamente 12mL do Agar base e 3 mL da uréia nas placas de
Petri. Homogeneizou-se lentamente sob movimentos circulares e esperou
solidificar-se para inocular as linhagens a serem testadas. A incubacdo e a

leitura dos resultados foram realizadas conforme descrito no item anterior.
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3.3.4.2 Teste de crescimento em diferentes temperaturas

Devido as leveduras crescerem numa ampla faixa de variacdo térmica
(de 0 a 47°C), o teste de temperatura de crescimento pode contribuir para a
identificacdo de algumas leveduras. Portanto, este teste avalia a capacidade de
crescimento das leveduras e fungos semelhantes a leveduras nas
temperaturas de 25°C, 30°C, 35°C, 37°C e 42°C, sendo a temperatura 6tima de
crescimento para a maioria das espécies de 20°C a 30°C. As espécies
patogénicas crescem otimamente entre 30°C e 37°C, sendo o crescimento a
37°C bem caracteristico. O teste de crescimento em diferentes temperaturas foi
realizado com a utilizacdo do meio caldo YEPG. Apds a inoculacéo, os tubos
foram incubados em banho-maria nas respectivas temperaturas testadas por
até quatro dias, sendo a leitura realizada diariamente pelo grau de turvacao, de
acordo com a escala de Wickerham (Kreger-van Rij, 1984; Yarrow, 1998;

Barnett et al.,2000).

3.3.4.3 Teste de tolerancia ao caldo YEPG com NaCl 10% e 16%

As espécies de leveduras diferem na capacidade de suportarem
solucdes hipertbnicas, tornando essa caracteristica mais uma ferramenta no
conjunto de provas fenotipicas para a identificacdo desses microrganismos.
Avaliou-se, portanto, a capacidade de crescimento das leveduras, durante uma
semana, em duas concentracdes de solucdes salinas hiperténicas; NaCl 10% e
16%. O meio utilizado foi o caldo YEPG modificado (acrescido de NaCl). Para
controle positivo utilizou-se o meio sem NaCl. Apés a inoculacdo, os tubos

foram incubados a temperatura ambiente por até quatro dias, sendo a leitura
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realizada diariamente pelo grau de turvacdo, de acordo com a escala de

Wickerham (Barnett et al., 2000).

3.3.4.4 Teste de tolerancia a glicose 50%

Seguindo 0os mesmos preceitos do teste de tolerancia a solucbes
hipertdnicas, foi testada a capacidade da levedura em multiplicar-se em meio
com alta porcentagem de glicose (solucéo glicosilada hiperténica), composto
de 0,67% de YNB, 2% de Agar e 50% glicose. Apés a inoculagdo, os tubos
foram incubados a temperatura ambiente por até quatro dias, sendo a leitura
realizada diariamente pelo grau de turvacdo, de acordo com a escala de

Wickerham (Barnett et al., 2000).

3.3.4.5 Teste de producédo extracelular de compostos amildides

Este teste ajuda a identificar determinadas espécies, especialmente
aquelas do género Cystofilobasidium e Leucosporidium, bem como a maioria
das espécies de Cryptococcus, que possuem por caracteristica formar
compostos polissacarideos amildides (Barnett et al., 2000). Para avaliar esta
caracteristica, adicionou-se uma solucao de lugol (solucdo de iodo com iodeto
de potassio 1:5) a um tubo com crescimento positivo da amostra em meio base
nitrogenado (YNB) com glicose. O resultado positivo foi evidenciado pela
formacao de um complexo azulado, devido a reacdo do composto amiléide com

a solucéo de iodo.
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3.4 Avaliacéo do potencial biotecnolégico

3.4.1 Avaliacdo semiquantitativa do perfil enzimatico extracelular

Todas as linhagens testadas foram previamente crescidas em Agar
YEPG por 24h para verificacdo da pureza das culturas e obtencao de células
metabolicamente ativas. Placas e tubos com o0s substratos enzimaticos
correspondentes foram avaliados semi-quantitativamente para a presenca ou
auséncia de atividade enzimatica e seus resultados classificados como
negativo (-), fraco (W), positivo (+) ou forte atividade (++), de acordo com o halo
de atividade enzimatica em meio soélido, ou pelo grau de turbidez (cartdo de
wickerham) no meio liquido. Um crescimento celular em meio liquido
equivalente ao grau 1 de Wickerham foi considerado como atividade fraca; um
namero de células/mL equivalente ao grau 2 de Wickerham representou uma
atividade positiva; enfim, um nimero de células/mL acima de 10° (grau 3 de
Wickerham) caracterizou-se como forte atividade. JA& em meio solido, as
escalas em centimetros dos diametros de difusdo da enzima foram
classificadas como: fraca atividade, quando menor ou igual a 1,5cm, atividade
positiva entre 1,5cm a 3cm, e forte atividade acima de 3cm. Os resultados
positivos foram repetidos para confirmacdo dos dados e nenhum resultado

discrepante foi encontrado.

3.4.1.1 Producdo de lipase
A atividade lipolitica foi testada em tubos de ensaio contendo o meio

Yeast Nitrogen Base (YNB) acrescido de 0,5% Tween 20 como fonte de
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carbono (Von Tigerstrom & Stelmaschuk, 1989; Plou et al., 1998). As
linhagens, previamente inoculadas em agua destilada durante 24 horas para
exaurir suas reservas endégenas, foram incubadas a 25°C por 7 dias e sua
atividade enzimatica foi mensurada através do cartdo de Wickerham. A
turvacdo do meio de cultura devido ao crescimento celular foi considerada

como resultado positivo.

3.4.1.2 Producéo de esterase

A capacidade de hidrolisar ésteres foi testada em placas de Petri
contendo Peptona 1%, NaCl 0,5%, CaCl,.2H,O 0,1%, Tween 80 1% e Agar
2%, pH 7 (Slifkin, 2000; Buzzini e Martini, 2002). A presenca da atividade

enzimatica foi evidenciada por um halo opaco visivel ao redor da colbnia.

3.4.1.3 Producéao de celulase

A producado de celulase foi determinada de acordo com Strauss et al.
(2001) e Buzzini e Martini (2002), com algumas modificacbes. O teste foi
realizado em placas de Petri contendo Agar YP-glicerol-CMC (Extrato de
levedura 1%, Peptona 2%, Glicerol 3%, Agar 2% e Carboximetilcelulose 0,4%).
As placas foram incubadas por 5 dias a 30°C. Apés esse periodo, verteu-se
sobre as placas uma solucado contendo o corante Vermelho Congo 0,03%.
Apo6s 30 minutos, retirou-se o excesso do corante e adicionou-se solucao de
NaCl 1M durante 15 minutos. A atividade celulolitica das linhagens foi

verificada pela formacdo de uma palida zona avermelhada em volta da colonia
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produtora presente no meio de cultura. A cor predominante do restante do meio

é vermelho intenso.

3.4.1.4 Producéao de caseinase

A hidrdlise da caseina foi testada em placas de Petri contendo o meio
Yeast Nitrogen Base (YNB) 0,67% acrescido de 0,5% glicose, 0,5% caseina e
2% Agar, ajustado para pH 7,0 com KOH 5N (Hagler & Ahern,1981; Braga et
al., 1998; Strauss et al., 2001; Trindade et al.,2002). A revelacdo realizou-se
apés sete dias de incubacgéo a 25°C, com a adicéo de HCI 1N na superficie do
meio deixando reagir com a caseina por 1 hora. O resultado positivo foi
considerado quando ao redor do indculo surgiu um halo transparente devido a
hidrolise da caseina, circundado por um fundo com coloracdo esbranquicada
correspondendo a area onde a caseina nao tinha sido hidrolisada, sendo,

portanto, desnaturada por ac¢édo do acido cloridrico.

3.4.1.5 Producéao de gelatinase

A hidrélise de gelatina foi avaliada utilizando o meio malte-gelatina
(Extrato de malte 10% e Gelatina 12%) tamponado em pH 4,2 utilizando
tampéao citrato 0,05M, em tubos de ensaio (Yarrow, 1998; Abranches et al.,
1997; Trindade et al., 2002). As leveduras, apés crescidas em agar YEPG por
48h a 25°C, foram inoculadas na superficie do meio (em tubos) e incubadas
durante 21 dias a 25°C. Apos esse periodo, deixou-se os tubos durante 2 horas
a 4°C e avaliou-se a atividade enzimatica de acordo com o grau de hidrélise do

meio. Considerou-se produtoras de gelatinase aquelas linhagens que
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liquefizeram parcial ou até completamente o meio de cultura apos a retirada

dos tubos da geladeira.

3.4.1.6 Producao de amilase

A capacidade de degradar o amido soluvel foi realizada da seguinte
forma: primeiro cresceu-se a cultura em Agar amido contendo Yeast Nitrogen
Base 0,67% (YNB, Difco), Amido soluvel 0,2% e Agar 2%, com pH 6 (Buzzini &
Martini, 2002; Strauss et al., 2001). Apds 7 dias de incubacdo adicionou-se
uma solucao de iodeto de potéassio (lugol) a placa de agar amido, observando-
se, apos um periodo de 30 minutos, um nitido halo amarelado ao redor do
crescimento das cepas consideradas positivas. O restante do meio torna-se
corado de violeta. A reacdo se deve pela captura do iodo pelas duas moléculas
polissacarideas (amilose e amilopectina) constituintes da estrutura basica do
amido, formando um composto escuro (MacFaddin, 2000).

Para excluir a hip6tese de que a concentracdo do agar em 2% num meio
contendo amido (homopolissacarideo formado por n moléculas de a-D-glicose)
poderia resultar em falsos negativos devido a uma maior dificuladade de
difusdo da enzima, para as linhagens que apresentaram fraca atividade, foram
testadas duas variagbes da composicdo do meio: com a concentragdo do Agar

em 1,5% e 1%, ja considerados em estado semi-solido.

3.4.1.7 Producéao de celobiase e B-galactosidase (lactase)
A capacidade de degradar celobiose e lactose foi verificada em conjunto

com os testes bioquimicos para a identificacdo de leveduras (Barnett et al.,
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2000; Yarrow, 1998). As linhagens foram previamente inoculadas em agua
destilada por 24 horas para exaurir suas reservas energéticas endogenas,
conforme descrito no item 3.3.1.3.2. Crescimento celular nos tubos dentro de
um periodo de 7 dias a 22°C indica a atividade enzimatica sobre a celobiose ou
a lactose. A intensidade deste crescimento foi mensurada pelo grau de
turvacdo em meio liquido devido ao crescimento celular, através do cartdo de

Wickerham.

3.4.1.8 Producéao de xilanase

As linhagens foram testadas quanto a sua capacidade produtora de
hemicelulase (xilanase) de acordo a metodologia descrita por Strauss et al.
(2001), com algumas modificacdes. Os isolados foram testados em placas de
Petri contendo YP-glicerol-Xilana agar (Extrato de levedura 1%, Peptona 2%,
Glicerol 3%, Agar 2% e Remazol Brilliant Blue Xylan 0,2% [RBB-Xylan Sigmay).
Apoés a incubacdo por um periodo de 5 dias a 30°C, a atividade xilanase foi

identificada por uma zona clara ao redor da col6nia.

3.4.2 Producao de substancias antimicrobianas

3.4.2.1 Culturas patogénicas

As cepas de leveduras patogénicas empregadas nos ensaios de
avaliacdo da atividade micocinogénica foram Candida albicans ATCC1880,
UFRGS 0050-L e UFRGS 0051-L; C. dubliniensis NRRL 17841; C. glabrata

ATCC 2001e IMUFRJ 50083; C. guilliermondii NRRL 2075; C. krusei CBS 573;
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C. parapsilosis NRRL Y-22019, UFRGS 0052-L, UFRGS 0053-L e UFRGS
0054-L; C. tropicalis NRRL 12968, UFRGS 0055-L e UFRGS 0056-L,
Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC 32045A, Cbiot Az19; C.
neoformans var. neoformans ATCC 28958D, Cbiot A45; C. neoformans var.
neoformans ATCC 28957D; C. neoformans var. gatti ATCC 24065B, ATCC
24066, Cbiot AL5, Cbiot HSL3, Cbiot Az26, Cbiot AL13 e Cbot Az32;
Cryptococcus neoformans hibrido AD ATCC 48184. Os patégenos foram
mantidos em tubo com Agar GYMP inclinado a 4°C, cobertos por 6leo mineral

esteéril.

3.4.2.2 Teste para detectar linhagens com fendtipo “Killer”

(produtoras de micocinas)

A atividade micocinogénica foi testada de acordo com o protocolo
descrito por Starmer et al. (1987) e Abranches et al. (1997), em triplicata em
placas de Petri contendo meio Agar YM (0,3% extrato de levedura, 0,3%
extrato de malte, 0,5% peptona, 1,0% glicose, 2% Agar) com 0,003% azul de
metileno e tamponado a pH 4,2 com tampao citrato 0,05M. Cada cepa sensivel
foi crescida por 24 horas a 22°C em meio Agar YM e diluida em agua destilada
estéril até uma concentracéo de aproximadamente 10° células/mL (grau 0,5 da
escala de Wickerham), sendo posteriormente espalhada na superficie do meio
com suabe esteéril. As leveduras testadas quanto a capacidade micocinogénica
foram também crescidas em meio Agar YM por 24 horas a 22°C e inoculadas,
na forma de um disco de 1cm de diametro, na superficie do meio contendo a

cepa sensivel previamente espalhada. Incubou-se as placas a temperatura de
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22°C durante 72 horas, havendo leituras diarias das mesmas. As cepas foram
consideradas micocinogénicas quando o crescimento das linhagens inoculadas
esteve envolto por uma zona de inibicdo, onde ndo ocorre o crescimento da
cepa sensivel, e uma zona azul adjacente a zona de inibicdo, indicando morte
celular. O indicador da atividade micocinogénica é a zona azul de células

mortas envolvendo a zona de inibicéo.

3.4.2.3 Avaliacdo da atividade “killer” de linhagens selecionadas em

diferentes meios de cultura

A atividade micocinogénica de linhagens selecionadas foi avaliada
conforme descrito no item anterior, utiizando o meio Agar YM em trés
diferentes pHs (3.0, 4.0 e 5.0) com adicdo de azul de metileno 0.003% (YM-
MB) e no meio agar YEPG, como descrito por Walker et al. (1995). A atividade
micocinogénica foi avaliada contra as leveduras patogénicas ao homem dos
géneros Candida e Cryptococcus. As cepas foram consideradas como
possuidoras de atividade micocinogénica ou “killer” quando houve uma zona de
inibicdo (com uma zona azul adjacente a zona de inibicdo, indicando morte
celular) do crescimento dos fungos patogénicos maior que 3mm (distancia
média do espaco entre a margem da colbnia “killer” e o inicio do crescimento
da cepa sensivel) ao redor da colbnia das leveduras testadas. Uma zona de
inibicdo nitida, mas menor do que 3mm foi interpretada como fraca atividade

micocinogénica ou “killer”.
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3.4.2.4 Confirmacéao da atividade micocinogénica
A atividade micocinogénica foi confirmada por testes contra 9 isolados de
diversas espécies patogénicas de Candida e 14 isolados clinicos e ambientais

de Cryptococcus neoformans (variedades gatti, grubii e neoformans).

3.4.2.5 Teste de cura do fenotipo “killer”

O teste de cura avalia a capacidade de perda da caracteristica
micocinogénica ap0s sucessivas exposicdes a situacdes de estresse para a
célula produtora, como choque térmico, radiacdo ultravioleta e utilizacdo de
compostos danosos ao DNA (brometo de etidio, 5-fluoracil ou metanosulfonato
de etila), indicando o grau de estabilidade da toxina produzida para aplicacdes
biotecnolégicas (Magliani et al.,, 1997). Neste experimento foram utilizadas
elevadas temperaturas de incubacdo como mecanismo estressante para a
célula. Sucessivos repiques das linhagens micocinogénicas foram incubadas
na sua temperatura maxima de crescimento (40°C) durante um més, para
apos esse periodo ser avaliado se houve alteracdo da sua capacidade de

producao da toxina.

3.5 Listagem dos equipamentos

Os equipamentos utilizados nos experimentos estéo listados na tabela 1.

3.4.2 Listagem de meios de cultura utilizados

Os meios de cultura utilizados estao listados na tabela 2.



TABELA 1: Listagem dos equipamentos utilizados.

42

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 TI0O6
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 esterilizagdo SCHLEICHER 0.02um
Centrifuga SANYO MICRO CENTAUR
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TABELA 2: Listagem dos meios de culturas utilizados.

Agar Batata Dextrose

3,9% PDA; 0,5% Agar; 0,04% de cloranfenicol; ajustar
para pH 4,0

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

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

Agar GYMP 2% glicose; 2% de extrato de malte; 0,5% de extrato
de levedura; 0,2% de fosfato de s6dio monobasico; 2%
Agar

Meio YM-MB 0,3% extrato de levedura; 0,3% extrato de malte;

0,5% peptona; 1% glicose; 2% Agar; 0,003% azul de
metileno

Corn Meal Agar (Agar Fubd)

1,7% Corn Meal Agar; 0,5% Agar; 0,04% cloranfenicol;
ajustar pH para 4,0

Meio para fermentacdo de aclcares

0,75% peptona; 0,45% de extrato de levedura; 2%

(glicose / lactose / galactose / maltose)

Meio para a assimilagéo de fontes de

carbono

0,67% base nitrogenada para leveduras (YNB); 2%

Agar Difco; 0,5% fonte de carbono (1% rafinose)

Meio para a assimilacdo de fontes de

1,17% de Yeast Carbon Base (YCB); 0,078% Nitrato

nitrogénio de potasio

Meio para a observacdo de|0,5% acetato de sddio trihidratado; 2% Agar
ascosporos

Meio para a observacdo de|1,7% Corn Meal Agar; 2% Agar Agua

balistosporos

Teste Urease

1,17% YCB ; 2% Agar ; 1% Uréia; Fuccina acida

Teste com Agar uréia de Christensen

1% de Peptona; 1% de Glicose; 5% de NacCl; 2% de
Fosfato monopotassico; 0,012% de Vermelho de fenol;
20% de Uréia

Teste de resisténcia a NaCl 10 e
15%

2% glicose; 1% de peptona; 0,5% extrato de levedura;
2% Agar; 10 ou 15% de NacCl

Teste de resisténcia a 50% de

glicose

0,67% de YNB; 50% glicose




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e purificagcao das culturas leveduriformes

O isolamento das leveduras pela técnica de “imprinting” foi somente
possivel em cinco folhas (folhas 1 a 5) que tiveram o contato com o meio no
tempo Oh (toque e retirada imediata da folha no meio de cultura), devido ao
demasiado crescimento de fungos filamentosos nos outros tempos de
tratamento. Nas quatro remanescentes folhas que foram submetidas ao teste
de balistosporos, em somente duas (folhas 16 e 17) houve isolamento de
cepas leveduriformes. Portanto, a partir de 7 folhas, um total de 84 coldnias de
leveduras e fungos semelhantes a leveduras (“yeast-like fungi”) de diferentes
tipos morfolégicos, que se apresentaram macroscopicamente distantes na
placa, foram selecionadas e purificadas pela técnica do esgotamento em

placas de Petri contendo Agar YEPG.
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4.2 Identificac&o fenotipica de leveduras e fungos semelhantes a

leveduras isolados de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis

Das 84 colbnias, 61 representam leveduras verdadeiras e 23 fungos
semelhantes a leveduras. As 61 linhagens de leveduras isoladas pertencem a
40 espécies, sendo 31 de afinidade ascomicética e 30 de afinidade
basidiomicética. A listagem com a identificacdo presuntiva das linhagens de
leveduras e fungos semelhantes a leveduras, assim como a folha de onde
foram isolados, podem ser vistas na tabela 3. Os fungos semelhantes a
leveduras foram classificados, segundo suas caracteristicas macro e
micromorfolégicas em dez grupos diferentes. A maioria destes fungos €
pertencente as leveduras pretas ou “black-yeasts”.

Os isolados identificados com o nome da espécie seguido pelo sufixo “

similar” ou “-like” 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 ndo foi
possivel. Esses isolados podem representar possiveis bidtipos ou espécies

novas.
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TABELA 3: Listagem com a identificacdo presuntiva das culturas de leveduras isoladas do filoplano do Hibiscus rosa-sinensis
e numero da folha de onde foram isoladas.

Ascomicetos cepa Flc\)llorja Basidiomicetos cepa Flc\)llorja Fungos Se(TfelgaSm?kse% leveduras cepa Fﬁllokla
Candida spp. HB13 1 |Bullera sp. HB91 16 |Aureobasidium sp. HBO7 1
HB22 1 |Bullera pseudoalba HB67 4 HBO8 1
HB43 3 |Bullera-variabilis-like HB24B 1 HB11B 1
HB53 4 |Bullera alba HB78C 5 HB14 1
HBG60A 4  |Cryptococcus sp; HB80 5 HB41 3
HB69 4  |Cryptococcus sp, HB87 3 HB44 3
HB71 5 |Cryptococcus humicola-like HB34 2 HB26A 1
Candida colliculosa-like HB79 5 HB76A 5 HB47 3
HB57 4  |Cryptococcus laurentii HB18 1 HB78A 5
HB48 3 HB11A 1 |Aureobasidium pullulans HB64 4
Candida famata var. flareri HB74 5 |Cryptococcus laurentii-like HB12A 1 |Aureobasidium pullulan-like HB30 1
Candida glabrata HB73 5 |Filobasidium floriforme-like HB26B 1 HB21A 1
Candida glabrata-like HB61 4  |Pseudozyma sp. HB27A 1 |Levedura preta HB28 1
Candida insectorum HB97B 17 HB27B 1 |Levedura preta fermentadora HB49 4
Candida robusta HB17A 1 HB97A 17 HB51 4
HB17B 1 |Rhodotorula sp. HB29 1 HB45 3




TABELA 3: Continuacéo - Listagem com a identificacdo presuntiva das culturas de leveduras isoladas do filoplano do
Hibiscus rosa-sinensis e numero da folha de onde foram isoladas.

Candida robusta-like
Candida santjacobiensis-like
Candida tenuis

Debaryomyces occidentalis —
like

Debaryomyces polymorphus

Debaryomyces polymorphus-
like

Kodamaea ohmeri

Pichia scolyti-like

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae/bayanus

HB54B

HB60B

HB25

HB10

HB15

HB83

HBG68A

HB68B

HB70

HB55

HB88

HB66

HB62A

HB19

HB20

4

4

1

Rhodotorula glutinis-like
Rhodotorula minuta
Rhodotorula mucilaginosa-like
Rhodotorula mucilaginosa
Sporobolomyces salmonicolor

Sporobolomyces sasicola-like

Sporidiobolus pararoseus
Sporobolomyces roseus

Sporodiobolus johnsonii

Tremella brasiliensis-like
Tremella folliacea
Trichosporon pullulans

Trichosporon pullulans-like

HB21B

HBO3V

HB90

HB95

HB24A

HB63

HBY94

HB96

HB89

HB12B

HB37

HB31

HB85C

1

16

16

17

17

17

16

Hormonema sp.

Hormonema schizolunatum-like

Itersonilia perplexans

Itersonilia perplexans-like

Tilletiopsis sp.

HB23

HB76C

HB16

HB85A

HB54A

HB85B

HB58
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4.2.1 Testes morfoldgicos

A avaliacdo macro e micromorfologica das linhagens de leveduras pode
ser visualizada na tabela 4. As cepas de fungos semelhantes a leveduras
também tiveram suas caracteristicas macro e micromorfologicas avaliadas. Os
isolados do género Aureobasidium apresentaram colénias mucdides, com
pigmentacdo negra, formacdo de pequenos conidios hialinos sincrénicos
localizados nos segmentos das hifas e esparsos endoconidios. Os isolados do
género Hormonema, que também possuem hifas demaceas, diferenciaram-se
dos isolados do género Aureobasidium por ndo apresentarem sincronismo dos
conidios, nem endoconidios. As linhagens dos géneros Itersonilia e Tilletiopsis
ndo apresentaram colbnias pretas, mas de coloracdo creme e textura rugosa.
Nado foi possivel distinguir as caracteristicas micromorfolégicas das
remanescentes linhagens identificadas como leveduras pretas, sendo estas
portanto agrupadas segundo critérios macromorfolégicos, como pigmentacao

da colbnia.

4.2.2 Testes bioquimicos e fisioldgicos
Os resultados dos testes bioquimicos e fisioldgicos necessarios podem

ser vistos nas tabelas 5 e 6.



TABELA 4: Caracteristicas morfoldgicas das culturas de leveduras isoladas do filoplano do Hibiscus rosa-sinensis.
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Candida spp. HB13 creme opaca lisa cremosa circular pequena ausente ausente
HB22 creme brilhosa lisa cremosa oval grande ausente ausente
HB43 creme brilhosa lisa cremosa circular  grande ausente ausente
HB53 creme opaca lisa cremosa alongada pequena ausente ausente
HB60A  creme opaca lisa mucoide  circular média ausente ausente
HB69 creme opaca lisa mucoide oval média ausente ausente
HB71 creme brilhosa lisa mucoide oval grande ausente ausente
Candida colliculosa-like HB79 branca  brilhosa lisa cremosa oval grande ausente ausente
HB57 branca  brilhosa lisa mucodide  circular pequena ausente ausente
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TABELA 4: Continuacéo - Caracteristicas morfolégicas das culturas de leveduras isoladas do filoplano do Hibiscus rosa-

sinensis.

Candida famata var. flareri
Candida glabrata-like
Candida glabrata
Kodamaea ohmeri
Kodamaea ohmeri
Candida insectorum

Candida robusta

Candida robusta-like

Candida santjacobiensis-like
Candida tenuis

Debaryomyces occidentalis - like

Debaryomyces polymorphus

HB48

HB74

HB61

HB73

HB55

HB88

HB97B

HB17A

HB17B

HB54B

HB60B

HB25

HB10

HB15

HB83

HB68A

HB68B

branca

creme

creme

creme

creme

creme

creme

branca

branca

creme

branca

creme

branca

creme

creme

branca

creme

brilhosa
brilhosa
opaca
opaca
brilhosa
brilhosa
opaca
brilhosa
brilhosa
brilhosa
brilhosa
opaca
opaca
brilhosa
opaca
opaca

brilhosa

lisa
lisa
lisa
lisa
lisa
rugosa
lisa
lisa
lisa
lisa
lisa
lisa
lisa
lisa
rugosa
lisa

lisa

cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
mucéide
mucoide
cremosa
cremosa
cremosa
cremosa
mucéide
cremosa
cremosa
cremosa
mucoéide
cremosa

cremosa

circular

oval

oval

circular

oval

oval

oval

circular

circular

circular

circular

oval

oval

circular

circular

circular

circular

grande
média
grande
média
grande
grande
média
grande
grande
grande
grande
média
pequena
pequena
média
média

pequena

ausente
ausente
ausente
ausente
ascosporos
ascosporos
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ascosporos
ascosporos

ascosporos

ausente
ausente
ausente
ausente
pseudohifas
pseudohifas
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
pseudohifas
ausente

ausente
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TABELA 4: Continuacéo - Caracteristicas morfolégicas das culturas de leveduras isoladas do filoplano do Hibiscus rosa-

sinensis.
Debaryomyces polymorphus-like

Pichia scolyti-like

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces

cerevisiae/bayanus

Basidiomicetos
Bullera sp.

Bullera pseudoalba
Bullera-variabilis-like
Bullera Alba

Cryptococcus spp.

Cryptococcus humicola-like

Cryptococcus laurentii

HB70

HB66

HB62A

HB19

HB20

HB91

HB67

HB24B

HB78C

HB80

HB87

HB34

HB76A

HB18

branca

creme

creme

branca

creme

creme

creme

creme

creme

creme

creme

creme

creme

creme

brilhosa

opaca

brilhosa

brilhosa

brilhosa

opaca

opaca

brilhosa

brilhosa

brilhosa

brilhosa

brilhosa

brilhosa

brilhosa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

cremosa
mucodide
mucoide
cremosa

cremosa

mucodide
cremosa
mucéide
mucoide
mucoide
mucoide
mucoéide
mucoide

cremosa

circular
oval

circular

circular

circular

circular
oval
oval
oval
oval
oval

circular

alongada

circular

grande
média
média
grande

grande

média
média
grande
pequena
pequena
média
grande
média

média

ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos

ascosporos

balistosporos
balistosporos
balistosporos
balistosporos
ausente
ausente
ausente
ausente

ausente

ausente
ausente
ausente
ausente

ausente

pseudohifas
ausente

pseudohifas
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente

ausente
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TABELA 4: Continuacéo - Caracteristicas morfolégicas das culturas de leveduras isoladas do filoplano do Hibiscus rosa-

sinensis.

Cryptococcus laurentii-like
Filobasidium floriforme-like

Pseudozyma sp.

Rhodotorula sp.

Rhodotorula glutinis-like
Rhodotorula minuta
Rhodotorula mucilaginosa-like
Rhodotorula mucilaginosa
Sporobolomyces sasicola-like

Sporidiobolus pararoseus

Sporobolomyces salmonicolor-like

Sporobolomyces roseus

Sporodiobolus johnsonii

HB11A

HB12A

HB26B

HB27A

HB27B

HB97A

HB29

HB21B

HBI93V

HB90

HB95

HB24A

HB63

HB75

HB94

HB96

creme

creme

creme

creme

creme

creme

rosa claro

creme

vermelha

rosa claro

vermelha

creme

vermelha

creme

vermelha

vermelha

brilhosa
opaca
brilhosa
opaca
opaca
opaca
opaca
brilhosa
brilhosa
brilhosa
opaca
opaca
brilhosa

opaca

brilhosa

brilhosa

lisa
lisa
lisa
rugosa
rugosa
rugosa
rugosa
lisa
lisa
lisa
lisa
lisa
lisa

lisa

lisa

lisa

cremosa
cremosa
cremosa
esfarelada
esfarelada
esfarelada
cremosa
mucoide
mucoide
mucoide
mucéide
cremosa
cremosa

mucoéide

mucéide

mucéide

circular
alongada
oval
canoa
canoa
canoa
oval
circular
oval
oval
oval
oval
oval
Oval /
alongada
oval

oval

grande
grande
pequena
média
média
média
média
pequena
pequena
grande
grande
média
média

grande

média

média

ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
balistosporos
balistosporos

balistosporos

balistosporos

balistosporos

ausente
ausente
ausente
raras hifas
raras hifas
raras hifas
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente

pseudohifas

ausente

ausente
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TABELA 4: Continuacéo - Caracteristicas morfolégicas das culturas de leveduras isoladas do filoplano do Hibiscus rosa-

sinensis.
Tremella brasiliensis-like HB89
Tremella folliacea HB12B
Trichosporon pullulans HB37
Trichosporon pullulans-like HB31

HB85C

creme

creme

creme

creme

creme

brilhosa

brilhosa

opaca

opaca

brilhosa

lisa

lisa

lisa

lisa

lisa

mucoéide
cremosa
mucoide
cremosa

mucéide

oval

oval
alongada
alongada

alongada

média
média
grande
grande

grande

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente
artroconideos
artroconideos

artroconideos
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TABELA 5: Perfil bioquimico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.
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+

HB13

Candida spp.
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HB43
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+
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Candida colliculosa-like

+
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TABELA 5: Continuacéo - Perfil bioquimico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Candida famata var. flareri
Candida glabrata-like
Candida glabrata
Kodamaea ohmeri
Kodamaea ohmeri
Candida insectorum

Candida robusta

Candida robusta-like

Candida santjacobiensis-like
Candida tenuis

Debaryomyces occidentalis - like

Debaryomyces polymorphus

Debaryomyces polymorphus-like

Pichia scolyti-like

HB74

HB61

HB73

HB55

HB88

HB97B

HB17A

HB17B

HB54B

HB60B

HB25

HB10

HB15

HB83

HBG68A

HB68B

HB70

HB66

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+



TABELA 5: Continuacéo - Perfil bioquimico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae/bayanus

Fungos semelhantes a leveduras

HB62A

HB19

HB20

Aureobasidium sp.

Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulan-like

Levedura preta

HBO7

HBO8

HB11B

HB14

HB41

HB44

HB26A

HB47

HB78A

HB64

HB30

HB21A

HB28

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

w

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

w

+

+

w

+

+

+

+
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TABELA 5: Continuacéo - Perfil bioquimico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Levedura preta fermentadora HB49 + + - + + + - + + + - + + o+ - -+ -
HB51T + + - + + + + + + + + + + o+ - + + O+
HB45 + + - + + + + + + + - + o+ + o+ -
Hormonema sp. HB23 - - - + + + + + + + - 4+ + + o+ + + - 4+
HB76C - - -+ + 4+ + + o+ + o+ O+ +  + + + w -
Hormonema schizolunatum-like HB16 - - - + + + + + + + + + + o+ w + o+ + o+
Itersonilia perplexans HB85A - - - + + + + + + + + + + o+ -+ -+ W
HB54A - - - + + + + + + + + - + -+ o+ -+
Itersonilia perplexans-like HB8SB - - - + + + + + + + 4 + - + + - -
Tilletiopsis sp. HB58 - - - + + w + - 4+ - - 4+ + + w - -+ + - -

Basidiomicetos

Bullera sp. HB91T - - - + + + + - + - + - 9w + + w - + w - -
Bullera pseudoalba HB67 - - - 4+ + + 4+ + + 4+ + + 4+ + + + + + + o+ o+ o+
Bullera-variabilis-like HB24B - - - + w - + - - + + w + + + + w - - - -
Bullera alba HB78C - - - + + 4+ + + + + + - + 4+ o+ -+ -+ w
Cryptococcus sp; HB80 - - -+ + + 4+ -+ o+ - - - -+ + o+ + + W W
Cryptococcus sp; HB87 T T S o U + + + o+ o+ o+ o+ - -
Cryptococcus humicola-like HB34 - - - + + 4+ + + + + + + + o+ - -+ -+ o+ -
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TABELA 5: Continuacéo - Perfil bioquimico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Cryptococcus laurentii

Cryptococcus laurentii-like
Filobasidium floriforme-like

Pseudozyma sp.

Rhodotorula sp.

Rhodotorula glutinis-like
Rhodotorula minuta

Rhodotorula mucilaginosa-like
Rhodotorula mucilaginosa
Sporobolomyces sasicola-like
Sporidiobolus pararoseus
Sporobolomyces salmonicolor-like

Sporobolomyces roseus

HB76A

HB18

HB11A

HB12A

HB26B

HB27A

HB27B

HBO7A

HB29

HB21B

HBI3V

HB90

HB95

HB24A

HB63

HB75

HB94

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

W

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

w

w

+

+

+

w

+

+

+

+

+



TABELA 5: Continuacéo - Perfil bioquimico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Sporodiobolus johnsonii HB9% - - - + + + + - + + - + - W o+ - - - o
Tremella brasiliensis-like HB89 - - -+ o+ o+ o+ -+ - e + o+ - - -+ - -
Tremella folliacea HB12B - - - + + + + - + + + - + + 4+ - W -+ o+ W
Trichosporon pullulans HB37 - - - + - + 4+ - + 4+ + - -+ - + o+
Trichosporon pullulans-like HB31T - - - + + + + + + + - + 4+ o+ e
HB85C - - -+ + + o+ o+ o+ + - + w -+ - -

+, assimilagdo do carboidrato; W, fraca assimilagéo; - negativa assimilacao
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TABELA 6: Perfil bioquimicof/fisiolégico das leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.
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Candida spp.
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Candida colliculosa-like
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TABELA 6: Continuacéo - Perfil bioquimicof/fisiolégico das leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

HB48 + + + - - - - - - - - + W + -
Candida famata var. flareri HB74 + o+ o+ o+ - - - - - - - + - - -
Candida glabrata-like HB61 + + + + + - - - - - - + W o+ -
Candida glabrata HB73 + + + + w - - - - - - + W W -
Kodamaea ohmeri HB55 + + - + - - - + - - - - - + -
Kodamaea ohmeri HB88 + + - w - - - + - - - + - + -
Candida insectorum HB97B + + W - - - - + - - - + - - -
Candida robusta HB17A + o+ o+ - - - - - - - - W - + -
HB17B + o+ o+ - - - - - - - -+ -+ W
HB54B  + + - - - - - - - ..+
HBG60B + + + + - - - - - - - + - + -
Candida robusta-like HB25 + + - - - - - - - - - + + - -
Candida santjacobiensis-like HB10 + + - - - - - + - - - - - + -
Candida tenuis HB15 + + - - - - - + + - + w - W W
Debaryomyces occidentalis - like HBS83 + + + W - - - + - - - - - - -
Debaryomyces polymorphus HBG68A + o+ o+ o+ - - - + - - - + - + -
HB6SBB + + + W - - -+ - - -+ W+ -

Debaryomyces polymorphus-like HB70 + + + + - - - - - - - + - + -



TABELA 6: Continuacéo - Perfil bioquimicof/fisiolégico das leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Pichia scolyti-like

Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae/bayanus
Fungos semelhantes a leveduras

Aureobasidium sp.

Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulan-like

HB66

HB62A

HB19

HB20

HBO7

HBO8

HB11B

HB14

HB41

HB44

HB26A

HB47

HB78A

HB28

HB64

HB30

HB21A

+

+

+

+

+

+

+

+

+

w

+

+

+

w

w

w

+

w

w

+

w

w
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TABELA 6: Continuacéo - Perfil bioquimicof/fisiolégico das leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Levedura preta fermentadora HB49 + + - - - - - + - - - + - + -
HB51 + + - - - - - + - - - + - + -
HB45 + + - - - + - + - - - + - + -
Hormonema sp HB23 + - - - - + - + + + + + - + -
HB76C + - - - - o+ - o+ - -+ W - - -
Hormonema schizolunatum-like HB16 + + - - - + - - + - + - - + -
Itersonilia perplexans HB85A + - - - - + - + - - + + - - -
HB54A + o+ - - - + - + o+ - + + w4+ -
Itersonilia perplexans-like HB85B + - - - - + + + - - + + - + -
Tilletiopsis sp. HB58 + + - - - + + + + - + + + - -

Basidiomicetos

Bullera sp. HB91 + + - - - - - - - - +  w - - -
Bullera pseudoalba HB67 + + + + - - - + - - + + - - -
Bullera-variabilis-like HB24B + + - - - - - - - - +  w - w -
Bullera alba HB78C + + - - - + - + - - + + - - +
Cryptococcus sp; HB80 + + + - - + + + + - + + w - -
Cryptococcus sp; HB87 + + + - - - - + - - + - - - -

Cryptococcus humicola-like HB34 + + - - - + - - + - + - - - -



TABELA 6: Continuacéo - Perfil bioquimicof/fisiolégico das leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

HB76A + + - - - + - + + - + - - - -
Cryptococcus laurentii HB18 + + - - - - - - - - + W - + -

HB11A + + - - - - - - - - + + w - -
Cryptococcus laurentii-like HB12A + + - - - + - + + - + + - + +
Filobasidium floriforme-like HB26B + + - - - + + + - - + + - + -
Pseudozyma sp. HB27A + + - - - + + + - - + + - w -

HB27B + + + - - + - + + - + + - + -

HB97A + + w - - + + + + - + + - - -
Rhodotorula sp. HB29 + + - - - + - - - - w o+ W w -
Rhodotorula glutinis-like HB21B + + + - - - - - - - + - - - -
Rhodotorula minuta HB93V + +  w - - - - - - - + - - - -
Rhodotorula mucilaginosa-like HB90 + + - - - - - - - - + - - - -
Rhodotorula mucilaginosa HB95 + o+ o+ - - - - - - - + 4+ - - -
Sporobolomyces sasicola-like HB24A + + - - - - - - - - + + - - -
Sporidiobolus pararoseus HB63 + + - - - + - + + - + - - - -
Sporobolomyces salmonicolor-like HB75 + + - - - + + + + - - +  w - -

Sporobolomyces roseus HB94 + + - - - - - - - - + + W - -



TABELA 6: Continuacéo - Perfil bioquimicof/fisiolégico das leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Sporodiobolus johnsonii
Tremella brasiliensis-like
Tremella folliacea
Trichosporon pullulans

Trichosporon pullulans-like

+, positivo; W, fraco; -, negativo

HB96

HB89

HB12B

HB37

HB31

HB85C

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

w
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4.3 Taxonomia molecular de leveduras

4.3.1 Sequenciamento daregido D1/D2 do 26S rDNA

As linhagens HB55 e HB88 foram gentilmente sequenciadas e
analisadas por Jesus P. Ramos no Departamento de Genética da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Suas sequéncias podem ser vistas no

apéndice 8.1.1 ¢ 8.1.2.

4.4 Avaliacdo semiquantitativa do perfil enzimético extracelular
O perfil da atividade enzimatica das leveduras e fungos semelhantes a
leveduras isolados do filoplano do Hibiscus rosa-sinensis esta apresentado na

tabela 7 e na figura 1.



TABELA 7: Perfil enzimatico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

%]
©
S
0
i)
Q ) )
< o % @ o 3
5 3 4 s 2 £ 2 g S
. @ T 3 2 @ T S c S
Linhagens No- o = 5 o @ [ o) = ©
m < Ll T O O] O = O
Candida spp. HB13 - - W
HB22 W - -
HB43 + ++ +
HB53 + W ++ + +
HBG60A - ++ + +
HB69 - ++ +
HB71 - + +
Candida colliculosa-like HB79 - - -
HB57 - - -
HB48 - - -
Candida famata var. flareri HB74 - W W
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TABELA 7: Continuacéo - Perfil enzimatico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Candida glabrata
Candida glabrata-like
Candida insectorum

Candida robusta

Candida robusta-like
Candida santjacobensis-like
Candida tenuis

Debaryomyces polymorphus

HB73

HB61

HB97B

HB17A

HB17B

HB54B

HB60B

HB25

HB10

HB15

HBG68A

HB68B

Debaryomyces polymorphus-like HB70

Debaryomyces occidentalis - like HB83

Kodamaea ohmeri

HB55

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

w

w

++
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TABELA 7: Continuacéo - Perfil enzimatico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Pichia scolyti-like

Pichia scolyti-like
Saccharomyces
cerevisiae/bayanus
Saccharomyces cerevisiae

Aureobasidium sp.

HB88

HB66

HBG62A

HB20

HB19

HBO7

HBO8

HB11B

HB14

HB41

HB44

HB26A

HB47

HB78A
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TABELA 7: Continuacéo - Perfil enzimatico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Aureobasidium pullulans

Aureobasidium pullulans-like

Levedura preta

Levedura preta fermentadora

Hormonema schizolunatum-like

Hormonema spp.

Itersonilia perplexans

Itersonilia perplexans-like
Tilletiopsis sp.
Bullera sp.

Bullera pseudoalba

HB64

HB21A

HB30

HB28

HB49

HB51

HB45

HB16
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HB76C
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HB54A
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TABELA 7: Continuacéo - Perfil enzimatico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Bullera-variabilis-like
Bullera alba
Cryptococcus sp;
Cryptococcus sp;

Cryptococcus humicola-like

Cryptococcus laurentii

Cryptococcus laurentii-like

Filobasidium floriforme-like

Pseudozyma spp.

Rhodotorula sp.

Rhodotorula glutinis-like

HB24B

HB78C

HB80

HB87

HB34

HB76A

HB18

HB11A

HB12A

HB26B

HBO97A

HB27B

HB27A

HB29

HB21B

+
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TABELA 7: Continuacéo - Perfil enzimatico das culturas de leveduras isoladas de filoplano de Hibiscus rosa-sinensis.

Rhodotorula minuta
Rhodotorula mucilaginosa-like
Rhodotorula mucilaginosa

Sporobolomyces sasicola-like

Sporobolomyces pararoseus
Sporobolomyces salmonicolor
Sporobolomyces roseus
Sporodiobolus johnsonii
Tremella brasiliensis-like
Tremella folliacea
Trichosporon pullulans

Trichosporon pullulans-like

++, forte atividade; +, atividade positiva; W, fraca atividade;

HBO3V

HB90

HB95

HB24A

HB63

HB75

HB94

HB96

HB89

HB12B

HB37

HB31

HB85C

+

++

++

+

++

w

++

-, hegativa atividade

++

++

++

++

++
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w
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90,00%

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00% -
20,00% -
10,00%
0,00% -
1
M caseinase 31,00%
Ogelatinase 36,00%
Hlipase 70,00%
Olactase 38,00%
M celobiase 81,00%
Hamilase 23,00%
Ocelulase 38,00%
Exilanase 24,00%
Oestearase 43,00%

Figura 1: Percentagem absoluta do perfil enzimatico avaliado nas

linhagens isoladas do filoplano do Hibiscus rosa-sinensis.



74

A hidrdlise enzimética da celulose tem sido extensivamente estudada,
entretanto pobremente compreendida. Trinta e oito por cento (32 isolados) das
84 cepas foram capazes de produzir a enzima celulase, sendo a maioria
pertencente aos grupos dos fungos semelhantes a leveduras (“yeast-like”). A
baixa percentagem de leveduras verdadeiras capazes de hidrolisar a celulose
(24%; 15 de 61 isolados) contrasta com a sua capacidade de utilizar celobiose
(77%; 47 de 61 isolados) como fonte nutricional enzimatica. Outro ponto
interessante em torno deste tema é que a maioria das cepas que foram habeis
para hidrolisar celulose ndo foram capazes de assimilar celobiose. Este
comportamento poderia pressupor uma outra finalidade para a capacidade de
hidrélise da celulose, tal como o0 envolvimento com mecanismos de
patogenicidade em plantas. A producdo de enzimas com capacidade de
degradar componentes da parede celular de plantas como parte de um
sistema de fitopatogenicidade tem sido descrita para alguns fungos
filamentosos e fungos semelhantes a leveduras, considerando estes
microorganismos como patégenos oportunistas de plantas (Lalaoui et al.,2000).

Outro contexto interessante, baseia-se no fato de que a acdo da celulase
€ devido ao sinergismo entre trés tipos de enzimas: as endoglicanases, que
clivam aleatoriamente sitios internos da cadeia polissacaridea da celulose,
produzindo oligossacarideos; as exoglicanases, que clivam no fim dessas
cadeias de oligo ou polissacarideos, liberando glicose ou celobiose; e por fim
as B-glucanases (celobiases) que clivam a celobiose para produzir glicose.
Existe uma grande variabilidade na especificidade destas enzimas. Especula-

se que a acgdo sinérgica das endoglicanases e exoglicanases poderia facilitar a
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utilizacdo de celobiose como fonte de nutriente. Se isto for verdade, residuos
de celobiose que ndo séo assimilados por microorganismos degradadores de
celulose poderiam ficar disponiveis para outros microorganismos que S&o
capazes apenas de degradar celobiose. Portanto podemos supor que, na
natureza, e mais especificamente no microhabitat do filoplano, a degradacao
da celulose é realizada por um consércio de microrganismos celuloliticos e néo
celuloliticos que coexistem em mutualismo, onde a atividade de cada um
contribui para a hidrdlise final da celulose (Lynd et al., 2002).

A busca por microrganismos produtores de celulase é uma importante
alternativa aos métodos quimicos convencionais de obtencéo desta enzima a
partir da madeira processada (Lynd et al., 2002). Microrganismos
simultaneamente produtores de celulase e celobiase sdo muito valiosos para a
indUstria quando se deseja a decomposicdo do material celulésico para a
producdo de acucares fermentaveis, reducdo da viscosidade em polpas ou
suspensdes e aumento do rendimento na extracdo em produtos de origem
vegetal. Cinco isolados do filoplano apresentaram esta caracteristica:
Debaryomyces occidentalis-similar (HB83), Aureobasidium sp. HB78A,
Aureobasidium pullulans-similar HB21A, Hormonema sp. HB76C, Itersonilia
perplexans HB54A. Mais estudos sobre a capacidade de utilizacdo de outros
substratos de celulose, além da caracterizacdo da atividade celulolitica destes
isolados, sdo necessarios para serem encaminhados a processos de
otimizacdo de sua atividade.

Glicosidases, tais como a celobiase e a B-xilosidase, produzidas por

microorganismos, tém sido reportadas em processos bioquimicos de
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precursores e componentes relevantes para o aroma em alimentos (Rodriguez
et al., 2004). Em virtude disso, Rosi et al. (1994) pesquisando essa atividade,
realizaram uma extensiva triagem de 20 géneros de leveduras isoladas de
vinhedos para a producdo de celobiase, sendo que 0S mais expressivos
resultados foram encontrados nos géneros Candida, Debaryomyces,
Kluyveromyces, Pichia e Zygosaccharomyces. Esses resultados estdo de
acordo com os dados encontrados em nosso trabalho.

Hemicelulose é a segunda fonte de nutriente mais abundante disponivel
na natureza, caracterizada como polimeros constitutivos das sementes e
componente estrutural da parede celular de plantas, onde a xilana é a mais
abundante das hemiceluloses (Beg et al.,, 2001; Kulkarni et al., 1999). Cerca
de 65% (15 de 23 isolados) dos fungos semelhantes a leveduras isoladas neste
estudo foram capazes de hidrolisar a xilana, ao contrario da atividade
apresentada pelas leveduras verdadeiras, que ndo ultrapassou 10% (5 dos 61
isolados) do total. Strauss et al. (2001) utilizando mesma metodologia com
leveduras isoladas de uvas obteve semelhante resultado. A maioria dos
isolados xilanoliticos sdo também celuloliticos, incluindo a maioria das
linhagens de fungos semelhantes a leveduras. Somente 7% (6 de 84 isolados)
das cepas testadas foram xilanoliticas sem acao celulolitica, mas o oposto foi
verificado em 21% (18 de 84 isolados) das cepas. Tem sido proposto que a
camada de xilana pode ser uma importante protecéo para as fibras de celulose
(Uffen, 1997). Se isto for verdade, leveduras capazes de produzir ambos os
tipos de enzimas poderiam ter uma vantagem ecologica sobre aquelas que

somente produzem celulase. Isolados xilanoliticos poderiam ser importantes
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para facilitar o acesso de cepas nao-xilanoliticas para as fibras de celulose.
Este provavel sistema de mutualismo para obtencdo de compostos
energeéticos, entre leveduras e fungos semelhantes a leveduras do filoplano do
Hibiscus rosa-sinensis, esta de acordo com as explanacdes relatadas por
Middelhoven (1997) sobre a utilizacdo de componentes da planta como fonte
de carbono para leveduras do filoplano.

Quanto ao perfil biotecnolégico das cepas fortemente produtoras de
xilanase em meio soélido nos testes de triagem, as linhagens de Aureobasidium
sp. HBO7, HB08 e HB11l sdo oOtimas produtoras de xilanase, mas ndo de
celulase, apresentando-se como uma importante fonte destas enzimas para a
industria de papel, onde a auséncia de celulase é requerida. Por outro lado, a
incorporacdo de celulases e xilanases nas dietas fornecidas a animais
domésticos é hoje corrente na industria de ragdes, pois aumenta o valor
nutricional de cereais como aveia, cevada e trigo para animais monogastricos,
ja que estes ndo dispdem de um sistema digestivo similar aos dos ruminantes.
A inclusédo de celulases e xilanases em regimes a base de cereais ricos com
polissacarideos nao amilaceos tende a reduzir a viscosidade intestinal,
melhorando as taxas de crescimento e o nivel de saude (Reis et al., 2001). Os
isolados de fungos semelhantes a leveduras HB41, HB26A, HB45, HB21A,
HB47 e HB54A sdo capazes de secretar ambas as enzimas, sendo 6timos
candidatos para estudos de caracterizacdo, purificacdo e imobilizacdo de
celulases e xilanase para fins de utilizacao na industria de racoes.

Enzimas envolvidas na degradacédo do amido sdo comuns em fungos e

sdo frequentemente usadas como fonte industrial de amilases (MacGregor,
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1996). A producdo de amilases foi encontrada em somente 23% (19 de 84
cepas) de nossos isolados, sendo mais corrente nas leveduras verdadeiras
(53%; 10 de 61 isolados). A baixa percentagem de leveduras isoladas do
filoplano produtoras de amilases estd de acordo com o relatado na literatura
(Middelhoven, 1997). Buzzini & Martini (2002) em ensaios de triagem
realizados com isolados da floresta tropical brasileira, tiveram também raros
resultados de ascomicetos e basidiomicetos produtores de amilase em meio
sélido. Visto que a obtencdo de leveduras capazes de produzir quantidades
comercialmente aceitaveis de amilase, quando comparado a fungos
filamentosos, ainda é um desafio, foram selecionados quatro isolados que
apresentaram condi¢cdes necessarias para serem submetidos a testes de
producdo enzimatica em fermentadores contendo diferentes compostos
amilaceos: Saccharomyces cerevisiae/bayanus HB20, Aureobasidium sp.
HB78A, Rhodotorula mucilaginosa-similar HB90 e Trichosporon pullulans-
similar HB31. Microrganismos, em especial fungos, produtores de amilase,
protease e xilanase vém sendo implementados como fonte alternativa de
complexos multienzimaticos para racfes mais eficientes e econbémicas. A
suplementacdo com enzimas hidroliticas extracelulares nas dietas melhora a
eficiéncia de producéo de aves pelo aumento da digestdo de produtos de baixa
qualidade e reducado da perda de nutrientes nas fezes (Reis et al., 2001). Trés
isolados apresentaram essas trés caracteristicas: Itersonilia perplexans HB54A,
Aureobasidium sp. HB11B e HBO08. Estas distintas linhagens s&o Otimas
aspirantes a testes de otimizacdo da sua atividade catalitica, visando a

aplicacao destas enzimas na industria de beneficiamento de ragdes.
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Proteases produzidas por leveduras tém sido muito estudadas devido a
suas implicacbes na industria vinicola (Strauss et al., 2001) e pelo grande
interesse clinico como enzimas alvo para estudos de fator de patogenicidade
(Rodrigues et al, 1999, Chakrabarti et al.,, 1991). A atividade enzimatica
proteolitica foi avaliada em dois diferentes meios: Agar caseina (caseinase) e
Meio Malte Gelatina (gelatinase). O meio Malte Gelatina foi 0 meio que
apresentou maior eficiéncia como teste de triagem e deteccdo da atividade
proteolitica, onde 19 cepas de leveduras verdadeiras foram consideradas
positivas (+) ou fortemente positivas (++), enquanto somente 8 linhagens
demonstraram atividade caseinolitica. O oposto foi observado com linhagens
de fungos semelhantes a leveduras, apresentando 11 e 18 isolados capazes de
hidrolisar gelatina e caseina, respectivamente. A ampla diversidade de enzimas
com atividade proteolitica pode explicar os resultados discrepantes obtidos com
cada meio. A producdo de protease foi detectada em ambos os meios por
somente 11 das 45 linhagens, 8 delas pertencentes ao grupo dos “yeast-like”.
Este resultado pressupde que estas 11 linhagens possivelmente produzem
proteases com ampla especificidade de substrato e, portanto, poderiam ser
empregadas em formulacdes de detergentes (Rao et al., 1998). Estudos sobre
a viabilidade da purificacdo, bem como a estabilidade quanto a variacdes de
temperatura e pH séo indispensaveis para avaliar sua adequada viabilidade
como componente de formulacbes em detergentes. Cincos isolados,
Aureobasidium sp. HB11B e HB78A, Aureobasidium pullulans-similar HB21A,
Hormonema schizolunatum-similar HB16 e Pseudozyma sp. HB27B

apresentaram forte atividade proteolitica em ambos os meios testados, fato
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raro em leveduras ndo patogénicas (Phaff et al., 1994). O estudo da acéo da
atividade dessas enzimas produzidas em valores extremos de pH é de grande
importancia para aplicacdo na industria alimenticia, visto que processos de
fermentacdo de bebidas alcodlicas, por exemplo, requerem atvidade
proteolitica em pHs basicos (Nelson & Young, 1987).

Cerca de 70% (59 cepas) dos nossos isolados foram lipoliticos, sendo
que deste percentual 71% (42 cepas) sdo forte produtor de lipase. Este alto
percentual ressalta o filoplano como uma boa fonte de microrganismos
produtores desta enzima. Buzzini & Martini (2002) numa triagem de
aproximadamente 400 linhagens isoladas de &gua, solo, insetos e partes de
plantas da floresta tropical brasileira obtiveram um percentual de 40% (160
cepas) de seus isolados com perfil lipolitico. O percentual de leveduras com
afinidade ascomicética produtoras de lipase isoladas foi semelhante ao
reportado por estes autores, entretanto 70% (21 de 30 isolados) das nossas
cepas com afinidade basidiomicética produziam lipase, contrastando com os
14% obtidos por eles. Outra importante diferenca foi em relacdo ao niumero de
fungos semelhantes a leveduras produtores de lipase: 87% (20 de 23 cepas)
de nossas linhagens sdo produtoras, sendo que 48% (11 de 23 cepas) destes
sao forte produtoras, enquanto os autores citados acima obtiveram fungos
semelhantes a leveduras lipoliticos em apenas 43% dos isolados classificados
neste grupo.

Outro fato interessante trata-se da utilizacdo do tween 20 e tween 80
como substratos indutores de lipase e esterase, respectivamente. Como citado

anteriormente, muitos autores afirmam que tween 20 e tween 80 servem como
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substrato tanto para lipase quanto para a esterase, enquanto outros defendem
o contrério, ainda estando longe de se chegar a um consenso sobre o assunto.
Nossos resultados nitidamente ressaltam a controvérsia sobre este tema.
Cerca de 39% (33 de 84 cepas) dos nossos isolados utilizam apenas tween 20
como substrato para producdo enzimatica, ao passo que 8% (7 de 84 cepas)
utilizam apenas tween 80. Entretanto, 36% (30 de 84 cepas) das linhagens
utilizam ambos os substratos para producao enzimatica. Este ultimo dado pode
a principio parecer notdrio, mas quase 60% (50 de 84 isolados) das cepas que
produzem estas enzimas utilizam apenas um dos substratos. Maiores estudos
sdo necessarios para compreender o mecanismo correto de inducéo
enzimatica causada por estes substratos.

Detergentes multienzimaticos biodegradaveis produzidos com derivados
de microrganismos para a higienizacdo de instrumentos cirlrgicos e
hospitalares em geral, sistemas sanitarios e cloacais vém despertando um
crescente interesse devido as suas garantias de eficacia e seguranca (Gandhi,
1997). Varios consércios de enzimas sao utilizados na composicdo destes
produtos, como amilase, lipase, celulase e proteases. Em diversos isolados foi
detectada a alta producéo dessas enzimas. As linhagens de Aureobasidium sp.
HB78A, HB47 e HB44, de Trichosporon pullulans-similar HB31 e Itersonilia
perplexans HB85A secretam grandes quantidades de lipase, amilase e celulase
conjuntamente, caracteristica desejada para otimizacdo de precursores
bioloégicos de detergentes enzimaticos. Microrganismos produtores de varias
enzimas de interesse, em grande quantidade, sdo mais valiosos que restritos

produtores de uma enzima em particular, pois apresentam uma versatilidade de
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aplicacdes industriais, além de serem economicamente mais rentaveis (Van
Beilen & Li, 2002; Panke & Wubbolts, 2002).

A ocorréncia de esterases de interesse industrial também foi avaliada.
Somente os isolados basidiomicetos e os fungos semelhantes a leveduras
secretaram a enzima, sendo que 28% (15 de 53 isolados) demonstraram forte
atividade, estando de acordo com os achados por Buzzini & Martini (2002) em
isolados da mata atlantica Brasileira, que obtiveram atividade esterase apenas
nestes grupos, nao tendo também nenhum ascomiceto positivo. As esterases
também estdo envolvidas no processo de formacdo de compostos aromaticos
para a industria vinicola. As leveduras produtoras de esterase e ndo produtoras
de celobiase, enzima envolvida na liberacdo de flavonéides, sdo de grande
importancia para esse segmento (Zarzoso et al.,, 1998). As leveduras
Aureobasidium sp HB11B e Rhodotorula glutinis-similar HB21B apresentam
essa caracteristica, destacando-se como 6timas candidatas para estudos de
purificacdo e caracterizacdo enzimatica dessa propriedade.

Embora a producdo industrial de p-galactosidase em biorreatores
usando células imobilizadas da levedura Kluyveromyces fragilis esteja bem
avancada (Russo et al., 1997; Vasiljevic & Jelen, 2001), outras espécies de
leveduras ainda permanecem inexploradas quanto a sua possibilidade de
utilizacdo como fonte desta enzima. A atividade enzimatica B-galactosidase ou
lactase em nossos isolados foi mais associada aos basidiomicetos do que 0s
isolados ascomicetos ou aos fungos semelhantes a leveduras, porém com
percentuais mais baixos que os reportados por Strauss et al. (2001), utilizando

metodologia similar. A maioria dos isolados que apresentaram alta producao
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dessa enzima nos ensaios de triagem realizados ndo secretava amilase, uma
enzima indesejada em estudos de viabilidade biotecnologica de linhagens
produtoras de [B-galactosidase na indastria de laticinios (Vasiljevic & Jelen,
2001). Somente um isolado Rhodotorula sp. HB29 secreta B-galactosidase,
sem secretar amilase, lipase e proteases. Esta caracteristica fenotipica
capacita este isolado para processos de purificacdo e mobilizacdo desta
enzima para aplicacdo em testes de biodisponibilidade de solucdes
medicamentosas em individuos intolerantes a lactose.

O mercado de enzimas de interesse biotecnolégico esta crescendo
exponencialmente, comparado aos processos quimicos convencionais de
obtencdo de enzimas, devido a significante reducdo de custos, sendo
reconhecido como um importante componente de desenvolvimento industrial
sustentavel (Van Beilen & Li, 2002). Os resultados obtidos neste trabalho
revelam o filoplano do Hibiscus rosa-sinensis como uma importante fonte de
leveduras e fungos semelhantes a leveduras com caracteristicas enzimaticas
desejaveis ao enfoque biotecnoldgico, sendo alguns desses isolados 6timos

candidatos para estudos de viabilidade em processos industriais.

4.5 Deteccéo de substancias antimicrobianas

Leveduras micocinogénicas, ou seja, leveduras que possuem biotipo “killer”
apresentam um potencial para sua aplicagdo em processos fermentativos
(Kurtzman & Fell, 1998; Zargoc et al.,, 2001), biotipagem de leveduras
patogénicas (Buzzini & Matrtini, 2001) e também no desenvolvimento de novos

agentes antimicrobianos para o tratamento de micoses humanas (Séguy et al.,



84

1998), embora certas micocinas jA tenham sido relatadas com atividade
antibacteriana contra bactérias gram-positivas patogénicas (Izgu & Altinbay,
1997). As 84 leveduras e fungos semelhantes a leveduras foram avaliadas
para a sua capacidade de secretar micocinas, através de testes de inibicdo in
vitro de 11 cepas de leveduras patogénicas ao homem de diferentes espécies,
descritas na tabela 8. Das 84 linhagens, 11 apresentaram carater
micocinogénico, sendo destes quatro sdo leveduras verdadeiras: dois
ascomicetos (Kodamaea ohmeri HB55 e Kodamaea ohmeri HB88) e dois
basidiomicetos (Bullera sp. HB91 e Trichosporon pullulans-like HB31). Neste
teste inicial de triagem, a levedura patogénica mais inibida foi a Candida
albicans ATCC 1880, sendo antagonizada por seis cepas diferentes. Dois
isolados antagonistas destacaram-se: Kodamaea ohmeri HB55 e HB88, cada
uma inibindo seis das onze cepas testadas, sendo que dentre estes estavam
quatro linhagens de diferentes variedades de Cryptococcus neoformans.

A incidéncia de leveduras micocinogénicas em substratos isolados no
Brasil tem sido relatada na literatura. Buzzini & Martini (2000) verificaram a
ocorréncia de leveduras micocinogénicas em uma colecdo de 438 leveduras e
fungos semelhantes a leveduras pertencentes em 96 espécies diferentes,
isoladas de diversos substratos da floresta tropical brasileira, apresentando
deste total 170 cepas (39%) com atividade “killer”. Esse maior percentual
encontrado, quando comparado aos nossos resultados (13%; 11 de 84
isolados), deve-se ao tipo de substrato utilizado. Estes autores coletaram além

de flores, frutos, que possuem sabidamente alto percentual de leveduras
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micocinogénicas (Magliani et al., 1997), ao passo que folhas ainda ndo haviam
sido reportados.

Relatos de atividade micocinogénica contra cepas de Cryptococcus
neoformans foram realizados por Boekhout & Scorzetti (1996), Criseo et al.
(1999) e Cenci et al. (2004), tanto em amostras clinicas quanto ambientais.
Boekhout & Scorzetti (1996) foram capazes de distinguir dentre os isolados de
C. neoformans, as variedades gatti de neoformans utilizando a susceptibilidade
dos mesmos a diferentes leveduras produtoras micocinas, porém seu resultado
expressou a incapacidade das linhagens utilizadas nesse estudo em possuir
ampla atividade antagonista contra variedades de Cryptococcus neoformans.
Por outro lado, as cepas K. ohmeri HB55 e HB88, isoladas do filoplano do
Hibiscus rosa-sinensis, foram capazes de inibir todas as variedades de C.
neoformans, apresentando um melhor potencial para utilizacdo como
substancias antifangicas. Os demais autores citados acima, testaram a
atividade micocinogénica apenas contra isolados de Cryptococcus neoformans
var. neoformans.

Leveduras basidiomicéticas com atividade micocinogénica tém sido
descritas na literatura, embora se reconheca a predominancia de ascomicetos
com essa propriedade antagonista. Golubev & Nakase (1997) reportaram a
atividade de leveduras balistosporogénicas do género Bullera contra diversas
espécies de leveduras verdadeiras. Dentre os nossos isolados de afinidade
basidiomicética, apenas os isolados Bullera sp. HB91 e Trichosporon pulllans-

similar HB31 tiveram perfil micocinogénico.
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LEVEDURAS PATOGENICAS

TABELA 8: Selecédo de linhagens micocinogénicas em meio YM-MB.
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LINHAGENS ISOLADAS

NO

Aureobasidium sp

HBO7

Aureobasidium sp

HBO8

Candida satjacobensis-like

HB10

HB11A Cryptococcus laurentii

HB11B Aureobasidium sp

HB12A Cryptococcus laurentii-like

HB12B Tremella follacea




TABELA 8: Continuacéo - Selecdo de linhagens micocinogénicas em meio YM-MB.

HB13 Candida sp - - - - - - -
HB14  Aureobasidium sp - - - - - - -
HB15 Candida tenuis - - - - - - -
HB16 Hormonema schizolunatum-like - + - - - - -
HB17A Candida robusta - - - - - - -
HB17B Candida robusta - - - - - - -
HB18 Cryptococcus laurentii - - - - - - -

HB19 Saccharomyces cerevisiae - - - - - - -

HB20 Saccharomyces cerevisiae / bayanus
HB21A Aureobasidium pullulans-like - + - - - - -
HB21B Rhodotorula glutinis-like - - - - - - -
HB22 Candida sp - - - - - - -
HB23 Hormonema sp - - - - - - -
HB24A Sporobolomyces sasicola-like - - - - - - -
HB24B Bullera variabilis-like - - - - - - -

HB25 Candida robusta-like - - - - - - R




TABELA 8: Continuacéo - Selecdo de linhagens micocinogénicas em meio YM-MB.

HB26A

HB26B

HB27A

HB27B

HB28

HB29

HB30

HB31

HB34

HB37

HB41

HB43

HB44

HB45

HB47

HB48

Aureobasidium sp
Filobasidium floriforme-like
Pseudozyma sp
Pseudozyma sp
Aureobasidium sp
Rhodotorula sp
Aureobasidium pullulans-like
Trichosporon pullulans-like
Cryptococcus humicola-like
Trichosporon pullulans-like
Aureobasidium sp

Candida sp

Aureobasidium sp

Black yeast fermentadora
Aureobasidium sp

Candida colliculosa-like

88



TABELA 8: Continuacéo - Selecdo de linhagens micocinogénicas em meio YM-MB.

HB49

HB51

HBS53

HB54A

HB54B

HBS55

HB57

HB58

HBG60A

HB60B

HB61

HB62A

HB63

HB64

HB66

HB67

Black yeast fermentadora
Black yeast fermentadora
Candida sp

Itersonilia perplexans
Candida robusta
Kodamaea ohmeri
Candida colliculosa-like
Tilletiopsis sp

Candida sp

Candida robusta
Candida glabrata-like
Pichia scolyti-like
Sporodiobolus pararoseus
Aureobasidium pullulans
Pichia scolyti-like

Bullera pseudoalba

89



TABELA 8: Continuacéo - Selecdo de linhagens micocinogénicas em meio YM-MB.

HBG68A

HB68B

HB69

HB70

HB71

HB73

HB74

HB75

HB76A

HB76C

HB78A

HB78C

HB79

HB80

HB83

HB85A

Debaryomyces polymorphus
Debaryomyces polymorphus
Candida sp

Debaryomyces polymorphus-like
Candida sp

Candida glabrata

Candida famata var. flareri
Sporobolomyces salmonicolor
Cryptococcus humicola-like
Hormonema sp

Aureobasidium sp

Bullera alba

Candida colliculosa-like
Cryptococcus sp

Debaryomyces occidentalis - like

Itersonilia perplexans

90



TABELA 8: Continuacéo - Selecdo de linhagens micocinogénicas em meio YM-MB.

HB85B

HB85C

HB87

HB88

HB89

HB90

HBI91

HB94

Itersonilia perplexans-like - - - - - - - -
Trichosporon pullulans-like - - - - - - - -
Cryptococcus sp - - - - - - - -
Kodamaea ohmeri - - - +) - + - +
Tremella brasiliensis-like - - - - - - - -
Rhodotorula mucilaginosa-like - - - - - - - -
Bullera sp - - - - - - - -

Sporobolomyces roseus - - - - - - - -

(+)

+ Atividade micocinogénica positiva, (+) Atividade micocinogénica fraca, - Atividade micocinogénica negativa

ATCC — American Type Culture Collection
NRRL — ARS Culture Collection

91
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45.1 Avaliacdo da atividade micocinogénica de linhagens

selecionadas contra leveduras patogénicas ao homem

Os dois isolados selecionados do teste de triagem contra leveduras
patogénicas ao homem (Kodamaea ohmeri HB55 e HB88) tiveram sua
identidade confirmada pelo sequenciamento da regido D1/D2 do gene
ribossémico 26S (rDNA). As cepas HB55 e HB88 tiveram 98% e 100% de
similaridade com a cepa tipo Kodamaea ohmeri (ATCC46053),
respectivamente, tendo suas seqUéncias depositadas no GeneBank com
namero de acesso AY614706 (cepa HB55) e AY614707 (cepa HB88). As
sequéncias podem ser vistas no apéndice 1.

A atividade micocinogénica das linhagens Kodamaea ohmeri HB55 e
HB88 foi testada agora em Agar YEPG e Agar YM-MB em diferentes valores de
pH contra as mesmas leveduras patogénicas, como demonstrado na tabela 9.
Pequenas diferencas foram observadas nos resultados, sendo que a maioria
nos ensaios que apresentavam fraca atividade micocinogénica. As cepas de
Kodamaea ohmeri apresentaram melhores resultados no meio YM-MB com pH
acido (3,0 a 4,0) contra isolados de Candida. Estas mesmas cepas inibiram a
todos os 4 isolados as trés variedades de Cryptococcus neoformans (var.
neoformans, grubii e gattii) em todos os meios e pHs testados. Para confirmar
esta atividade contra isolados de C. neoformans, a atividade foi testada contra
isolados obtidos de colecdes, amostras ambientais e amostras clinicas em
Agar YM-MB com pH 4,0, como apresentado na tabela 10. HB55 e HB88
inibiram todas as cepas de C. neoformans testadas, demonstrando o potencial

biotecnolégico desses dois isolados na pesquisa de novas drogas para o
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tratamento da criptococose. Embora as micocinas ndo estejam viaveis para
serem diretamente usadas como antibidticos sistémicos devido a sua forte
antigenicidade, podendo resultar num choque anafilatico, atualmente tem-se
sugerido seu uso como anticorpos anti-idiotipicos monoclonais, reconhecidos
sobre suas relevantes vantagens sobre os métodos de vacinacao utilizando
DNA recombinante (Polonelli et al., 1997; Magliani et al., 1997). Diferencas na
susceptibilidade entre cepas de Candida pertencentes a mesma espécie pode
ser atribuida a diferenca de sensibilidade as micocinas produzidas pelas cepas
HB55 e HB88. Candida albicans UFRGS 0051-L, Candida tropicalis NRRL Y-
12968 e UFRGS 0056-L foram inibidas ou pela HB55 ou pela HB88, sugerindo
que as toxinas produzidas sejam diferentes. Entretanto, experimentos de
inibicdo cruzada entre HB55 e HB88 foram negativos, 0 que representa que a
toxina provavelmente seja a mesma para ambos os isolados, reforcando a
necessidade de maiores confirmacfes para essa hipotese. Especulacdes sobre
esta variabilidade de acédo do fenotipo “killer” concentram na seletividade dos
receptores situados na parede celular das células sensiveis serem
caracteristicos de cada variedade, assim como existem alteracfes estruturais
nos receptores B-1,6-glicana especificos para cada micocina produzida por
linhagens micocinogénicas de Saccharomyces cerevisiae (Magliani et al., 1997,

Santos et al., 2000).



94

4.6 Teste de cura do fenétipo “killer”

O teste de cura das cepas HB55 e HB88 foi realizado, onde avaliou-se a
capacidade de cura da caracteristica micocinogénica ap0s sucessivos repiques
perto da temperatura maxima de crescimento (42°C) de ambos os isolados
durante um més. Apds o tratamento térmico, 100 col6nias obtidas de cada
micocinogénica foram testadas contra os 4 isolados das trés variedades de
Cryptococcus neoformans para avaliar a sua capacidade de producdo da
toxina. Todos os isolados mantiveram a caracteristica e, interessantemente,
81% dos clones obtidos da cepa HB55 produziram halos de inibicdo maiores
qgue a cepa original. Entretanto, os clones da linhagem Kodamaea ohmeri HB88
apresentaram também diferencas na atividade, porém muito pouco evidentes.
Estes resultados indicam que a producdo da micocina por ambos os isolados €
relativamente estavel, o que é desejavel para aplicacbes biotecnolégicas.
Soares & Sato (1999), avaliaram a capacidade de perda ou cura da
caracteristica “killer” em duas cepas micocinogénicas de Saccharomyces
cerevisiae isoladas no Brasil, utilizando protocolo similar de cura. Ambos os
isolados tiveram seu biotipo “killer” inativado a 40°C. Comparando esse perfil
com nossas linhagens, somente ressalta a expressiva e estavel caracteristica,
indispensavel em processos quimicos de otimizacdo e purificacdo da
biomolécula ativa. Magliani et al. (1997) afirmaram que o desaparecimento da
propriedade micocinogénica, num curto espaco de tempo, por leveduras
isoladas de frutos tropicais deve-se a perda de plasmideos ou a elevadas
temperaturas de incubacéo, tornando estes isolados ndo aptos para processos

biotecnoldgicos, ao contrario das cepas HB55 e HB88.
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TABELA 9: Atividade micocinogénica das linhagens Kodamaea ohmeri HB55 e Kodamaea ohmeri HB88 contra leveduras
patogénicas humanas em Agar YEPG e Agar YM-MB em diferentes valores de pH.

HB 55 HB 88
YM - MB YEPG YM - MB YEPG
3.0° 40 50 30 40 50
C. n.? var.grubii ATCC 32045A + + + + + + + +
C. n. var. neoformans ATCC 28957D + + + + + + + +
C. n. var. neoformans ATCC 28958D + + + + + + + +
C. n. var. gatti ATCC 24065B + + + + + + + +
Candida glabrata ATCC 2001 # H @ HHE®H®H @
Candida glabrata IMUFRJ 50083  H H HH®H®H ™
Candida krusei NRRL Y-22019 + - + - -
Candida dubliniensis NRRL Y-17841 - - - - - - - -
Candida guilliermondii NRRL Y-2075 - - - - - - - -
Candida parapsilosis NRRL Y-22019 + ™ - + = ® -

Candida parapsilosis UFRGS 0052-L - - - - - - - -
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TABELA 9: Continuagéo - Atividade micocinogénica das linhagens Kodamaea ohmeri HB55 e Kodamaea ohmeri HB88
contra leveduras patogénicas humanas em Agar YEPG e Agar YM-MB em diferentes valores de pH.
Candida parapsilosis UFRGS 0053-L - - - - - - - -
Candida parapsilosis UFRGS 0054-L + ™ - + &) - -
Candida albicans ATCC 1880 - - - - - - - -
Candida albicans UFRGS 0050-L - - - - - - - -
Candida albicans UFRGS 0051-L + - - - - -
Candida tropicalis NRRL Y-12968 - - - - (+) (+) (+) -
Candida tropicalis UFRGS 0055-L - - - - - - - -
Candida tropicalis UFRGS 0056-L + - - - - -

& C.n. = Cryptococcus neoformans

b valores de pH

+ Atividade micocinogénica positiva, (+) Atividade micocinogénica fraca, - Atividade micocinogénica negativa

ATCC — American Type Culture Collection; NRRL — ARS Culture Collection; IMUFRJ — Colecao de Culturas de Leveduras do
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées, UFRJ; UFRGS — Departamento de Microbiologia/UFRGS;



TABELA 10: Atvidade micocinogénica de Kodamaea ohmeri HB55 e HB88 contra diferentes isolados de Cryptococcus

neoformans.
HB 55 HB 88
_ . Fonte / YM - MB YEPG YM - MB YEPG
Designacao®
Informacdes adicionais 3.0° 4.0 5.0 3.0 4.0 5.0
C. neoformans ATCC 32045 Sorotipo A, var. grubii + + + + + + + +

ATCC 28957 Sorotipo D, var. neoformans + + + + + + + +
ATCC 28958 Sorotipo D, var. neoformans + + + + + + + +
ATCC 24065 Sorotipo B, var. gattii + + + + + + + +
ATCC 32269 Sorotipo B, var. gattii ND + ND ND ND + ND ND
ATCC 48184 Sorotipo hibrido AD ND + ND ND ND + ND ND
ATCC 24066 Sorotipo C, var. gattii ND + ND ND ND + ND ND
CBiot Az19 Sorotipo A, var. grubii /

ND + ND ND ND + ND ND

Isolado ambiental

CBiot A45 Sorotipo D, var. neoformans

ND + ND ND ND + ND ND

/ Isolado ambiental
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TABELA 10: Continuacéo - Atvidade micocinogénica de Kodamaea ohmeri HB55 e HB88 contra diferentes isolados de
Cryptococcus neoformans.
CBiot AL5 Sorotipo B, var. gattii /
ND + ND ND ND + ND ND
Isolado clinico

CBiot HSL3 Sorotipo B, var. gattii /
ND + ND ND ND + ND ND
Isolado clinico

CBiot Az26 Sorotipo B, var. gattii /
ND + ND ND ND + ND ND
Isolado ambiental

CBiot AL13 Sorotipo B, var. gattii /
ND + ND ND ND + ND ND
Isolado clinico

CBiot Az32 Sorotipo B, var. gattii /
ND + ND ND ND + ND ND
Isolado ambiental

4 ATCC — American Type Culture Collection; Cbiot — Centro de Biotecnologia do Estado do Rio Grande do Sul/lUFRGS
® valores de pH

+ Atividade micocinogénica positiva, (+) Atividade micocinogénica fraca, - Atividade micocinogénica negativa, ND = ndo determinado



5. CONCLUSOES

Foram isoladas 61 cepas de leveduras verdadeiras e 23 de fungos
semelhantes a leveduras, totalizando 84 isolados obtidos do filoplano de
Hibiscus rosa-sinensis. Dentre as leveduras verdadeiras, 31 linhagens
possuem afinidade ascomicética e 30 afinidade basidiomicética. A maioria dos
fungos semelhantes a leveduras pertencem ao grupo das leveduras pretas ou

“black yeasts”.

Todos os isolados foram identificados fenotipicamente pela metodologia
convencional. As linhagens denominadas como Candida sp., Bullera sp.,
Cryptococcus sp., Pseudozyma sp., Rhodotorula sp., Aureobasidium sp.,
Hormonema sp., Tilletiopsis sp., apenas puderam ser identificadas ao nivel de
género com a metodologia utilizada. Dois isolados com caracteristicas
micocinogénicas tiveram sua identificacdo confirmada pelo sequenciamento da
regido D1/D2 do gene 26S rDNA: Kodamaea ohmeri HB55 e Kodamaea ohmeri

HB88. Em trés linhagens de fungos semelhantea a leveduras foi possivel
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apenas classifica-las como leveduras pretas fermentadoras, comumente

conhecidas como “black-yeasts”.

Cerca de 13% dos nossos isolados tiveram perfil micocinogénico contra
cepas patogénicas leveduriformes. As cepas HB55 e HB88 foram selecionadas
para testes de purificacdo de sua toxina, devido a sua capacidade de inibir a
levedura patogénica humana Cryptococcus neoformans, tendo demonstrado

atividade contra todas as linhagens deste fungo testadas.

A partir dos dados apresentados neste trabalho podemos concluir que
programas de “screening” ou triagem para a selecdo de microrganismos
capazes de produzir biomoléculas ativas continuam a ser um importante
método para a biotecnologia. Avaliou-se a producdo de celulase, celobiase,
xilanase, amilase, B-galactosidase, protease (gelatinase e caseinase), esterase
e lipase pelos 84 isolados do filoplano do Hibiscus rosa-sinensis. Varias
linhagens apresentaram bom perfil biotecnolégico, com predominancia de
glicosidases e lipases. Destaca-se a cepa ltersonilia perplexans HB85A, que
foi encaminhada para processos de purificacdo e imobilizacdo da enzima

lipolitica em suporte de resina, para producao em escala semi-industrial.

A utilizagdo do filoplano de plantas como substrato de escolha na busca
de linhagens com potencial biotecnolégico é uma das principais conclusdes
deste trabalho. Alcangou-se um inesperado numero de isolados representando

mais de 40 espécies de leveduras e fungos semelhantes a leveduras em
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apenas 7 folhas. Além disso, a facilidade de escolha devido a diversidade
botanica no nosso pais, a simplicidade das técnicas de isolamento dos
microrganismos associados e a escassez de estudos sobre seu potencial sédo
algumas das vantagens da escolha desse substrato para selecionar linhagens
com perfil biotecnolégico. O filoplano esconde um imenso universo de
microrganismos ainda inexplorados, caracteristicos da espécie e localizazacéo
geografica da planta, tornando-se um reservatorio natural para pesquisas

biotecnoldgicas.

Por fim, todas as linhagens selecionadas foram depositadas na colecéo de

leveduras do Departamento de Microbiologia da UFRGS.



6. CONSIDERACOES FINAIS

Como perspectivas para futuros estudos da toxina “killer” secretada pelas
cepas HB55 e HB88, identificadas como Kodamaea ohmeri , poderiamos citar:

a) Verificar se a caracteristica € cromossémica, plasmidial ou codificada
por dsRNA plasmidial associado a particulas viras (“virus-like
particles”). Apds, sequenciar 0 gene responsavel e caracterizar a
toxina.

b) Estudar o mecanismo de acao da toxina e caracterizar 0s receptores
celulares (B-glicanases) nas células sensiveis.

C) Purificar e comparar o espectro de acdo da toxina concentrada com
antifingicos de referéncia.

d) Determinar o peso molecular, sequéncia de aminoacidos e

similaridade estrutural da toxina concentrada e purificada.
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8. APENDICES

8.1 Taxonomia molecular de leveduras

A taxonomia convencional de leveduras nem sempre alcanca uma
identificacdo correta, ndo somente a nivel de espécie, mas as vezes também
quanto ao género. Por esse motivo a biologia molecular vem sendo cada vez
mais usada como uma importante ferramenta auxiliar na identificacdo de
leveduras, principalmente de espécies com dificil visualizagdo de
caracteristicas micromorfologicas esseciais para identificacdo, como a
visualizacdo de esporos. Além disso, € uma ferramenta indispensavel na

andlise filogenética de leveduras (Kurtzman & Robnett, 1998).

O rDNA (Figura 2) € muito empregado em estudos taxonémicos devido a
presenca de regides codificantes e nao-codificantes, que evoluem em
diferentes taxas, e também pelo fato dos ribossomos estarem presentes em
todos os organismos, a partir de uma origem evolutiva comum (Valente et al.,
1999). A regido génica do rDNA possui as seguintes estruturas na disposicao
5-3": a regido espacadora externa (ETS), o gene 18S, a regido espacgadora
interna (ITS1), o gene 5,8S, uma segunda regido espacadora interna (ITS2) e o
gene 26S. Este Ultimo gene apresenta as sequUéncias menos conservadas, em
relacdo aos genes 18S, 5.8S e 5S, sendo a regido de escolha para estudos de
filogenia de espécies e grupos taxondmicos mais relacionados. A regido D1/D2
do 26S rDNA de grande parte das leveduras conhecidas encontra-se
sequenciada e observou-se que essa regido € capaz de diferenciar quase
todas as espécies de leveduras testadas, visando estudos de taxonomia

(Kurtzman & Robnett, 1998).
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Regido intergénica Regido génica
F— + —
PROMOTOR DO PROMOTOR
ESPACADOR GENICO
18 S 58S 26 S
5' 3I
ETS ITS1 ITS2
ORIGEM DE TERMINADOR TERMINADOR

REPLICACAO?

Figura 2: rDNA em eucariontes, segundo Reeder (1989)
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8.1.1 Sequéncia completa dos segmentos D1/D2 do gene 26S do isolado
HB 88 (Kodamea ohmeri)

5~ tgctcagtaccggcgagttacggcaaagctcaaatttgaaatccccccggggagttg
taatttgaagattgcgtcttggaggcgaccgtgtctatgttccttggaacaggacgtca
cagagggtgagaatcccgtgcggcacggcccccggctecttataaggcgctctcgacga
gtcgagttgtttgggaatgcagctcaaagtgggtggtaaattccatctaaagctaaata
cagggcgagagaccgatagcgaacaagtacagtgatggaaagatgaaaagcactttgaa
aagagagtgaaacagcacgtgaaattgttgaaagggaagggcatgccgtcagattgtca
gtgtgggtaagaagcggggtacaaagactgtggaacgtggccctcggtgta 3~

8.1.2 Sequéncia completa dos segmentos D1/D2 do gene 26S do isolado
HB55 (Kodamea ohmeri)

57 gctcggaaagagacggggcatgaactgcgctataacacacgagggccacgttccaca
gtctttgtaccccgcttcttacccacactgacaatctgacggcatgcccttccctttca
acaatttcacgtgctgtttcactctcttttcaaagtgcttttcatctttccatcactgt
acttgttcgctatcggtctctcgectgtatttagctttagatggaatttaccacccact
ttgagctgcattcccaaacaactcaactcgtcgagagcgcecttataaggagccgggggce
cgtgccgcacgggattctcaccctctgtgacgtcctgttccaaggaacatagacacggt

cgcctccaagacgcaatcttcaaattaaactccccggggggattc 3~
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8.2 Preparo de reagentes

Solucéo tampéo citrato de sédio

Um dos requisitos para a obtencédo de resultados confiaveis nos testes
de avaliacdo da caracteristica “killer” em meios com diferentes pH era a
manutencdo do pH dos substratos que foram acidificados. Esses quesitos
foram garantidos pela adicdo de solucdo tampéao, que assegurou a faixa de pH
no valor proposto.

O preparo dessa solugcéao se faz em dois momentos: primeiro preparou-
se uma solucdo de &acido citrico 0,AM (21,01g em 1000 mL), que foi
denominada de solucédo A, e uma segunda solucdo, constituida de citrato de
soédio (29,41g em 1000 mL), que foi denominada de solucdo B (Abranches,
1997). Prontas essas solucdes, aplicou-se a seguinte mistura das solucdes

para obter a faixa de pH desejada:

X mL de solucédo A Y mL de solucéo B Faixa de pH*
40,5 mL 3,5mL 3,0
31,5 mL 18,5 mL 4,2
28 mL 22 mL 4.4

" obtida apos a mistura das solugdes e diluicdo em 1000 mL de 4gua destilada
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8.3 Doseamento da atividade lipolitica de linhagens selecionadas

Cerca de 70% dos nossos isolados foram lipoliticos, sendo que deste
percentual 79% sao forte produtores de lipase. Esta valiosa caracteristica
apresentada por estes isolados estimulou o Centro de Biotecnologia desta
mesma universidade, através da aluna de mestrado Roberta Bussamara, a
realizar a caracterizacao enzimatica, utilizando como substrato palmitato de p-
nitrofenil, de 30 isolados que apresentaram resultados mais expressivos. Uma
unidade de lipase foi definida como a quantidade de enzima necesséria para
produzir 1 umol de p-nitrofenol por minuto a partir de palmitato de p-nitrofenil
(Figura 3). Esta metodologia evidenciou o grande potencial biotecnolégico de
10 linhagens, ressaltando a cepa Itersonilia perplexans HB85A. A determinacao
quantitativa da protease foi avaliada (caseinase) para fins de estocagem da
lipase em nivel industrial, pois a mesma nao deve ser degradada com
facilidade. A analise da quantidade de protease também foi verificada por
Bussamara, que demonstrou o baixo perfil proteolitico desses isolados (Figura
4), de acordo com o0 ensaio de “screening” realizado neste trabalho, quando
comparado com ensaios utilizando mesma metodologia. A cepa Itersonilia
perplexans HB85A, em processos de producdo de lipase em alta escala (via
fermentacdo), apresentou um aumento de quatro vezes a sua atividade
especifica num pico de 18h (Figura 5), resultado expressivo para
microrganismos ndo recombinantes em bioprocessos industriais. A lipase
produzida por esta linhagem encontra-se atualmente em processos de
purificacdo e imobilizacdo em suporte de resina, para a producéo de biodiesel a

nivel de larga escala.
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