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RESUMO

Frutos de sete espécies de plantas nativas da floresta Amazonica foram coletados nos
arredores do municipio de Itacoatiara, na regido do Médio Amazonas e examinados para a
presenca de leveduras de superficie e endofiticas. Amostras de frutos esterilizados e néo
esterilizados superficialmente foram incubados por até sete dias em agar extrato de levedura-
peptona-dextrose (YEPD) e os morfotipos sugestivos de leveduras foram repicados para
isolamento e caracterizacdo da morfologia colonial e celular. Apés a incubacdo, as colnias de
leveduras que se desenvolveram nas placas através do processamento dos frutos néo
esterilizados, foi em geral mais diversificada e mais numerosa do que a partir dos frutos de
superficie esterilizada. Um total de 81 cepas leveduriformes foram caracterizadas
fenotipicamente quanto a sua morfologia colonial e celular, e testado seu potencial enzimatico
para atividade amilolitica e caseinolitica, sendo que foram selecionados representantes
significativos de cada fruto, os quais foram enviados para caracterizacdo molecular. De todos
os frutos coletados foram evidenciados microrganismos com morfologia tipica de leveduras.
De acordo com a proposicdo inicial, ao avaliar-se os isolados para uma possivel producéo de
enzimas com interesse biotecnolégico, observou-se que 0S mesmos ndo apresentaram
atividade amilolitica, caseinolitica. Trés isolados apresentaram atividade de gelatinase.

Palavras-chave: leveduras, frutos amazonicos, enzimas.

ABSTRACT

Fruits of seven species of plants native from the Amazonian forest were collected in the
surroundings of the municipal district of Itacoatiara, in the area of Medium Amazon and
examined for the presence of surface and endophytic yeasts. Samples of sterilized and
superficially non-sterilized fruits were incubated for until seven days in yeast-peptone-
dextrose agar (YEPD) and the suggestive morphotypes of yeasts were peaked for isolation
and characterization of the colonial and cellular morphology. After the incubation, the
colonies of yeasts that grew in the plates through the processing of the non-sterilized fruits, it
was in general more diversified and more numerous than starting from the fruits of sterilized
surface. A total of 81 yeast-like strains were characterized phenotypically for their colonial
and cellular morphology, and the enzymatic potential for amylase and caseinase and was
tested. Significant representatives of each fruit were selected, which were sent for molecular
characterization. From all the collected fruits, microorganisms with typical morphology of
yeasts were evidenced. In agreement with the initial proposition, when evaluating the isolated
ones for a possible production of enzymes with biotechnological interest, it was observed that
the same ones didn't present amilolytic and caseinolytic activity. Three isolates presented
gelatinase activity.

Keywords: yeasts, amazonian fruits, enzymes.
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1. INTRODUCAO

Leveduras sdo organismos pertencentes ao reino Fungi, apresentando caracteristicas
tipicas dos fungos como presenca de parede celular rigida, nicleo organizado com membrana
nuclear (celula eucariotica), aclorofilados, nutricdo heterotréfica atraves de absorcdo dos
nutrientes, reproducdo sexuada através de células especializadas denominadas esporos e
auséncia de motilidade, entre outras. Diferenciam-se dos demais fungos por possuirem um
talo predominantemente unicelular, realizarem a reproducdo assexuada por brotamento ou
fissdo e ndo formarem corpos de frutificacdo (KURTZMAN & FELL, 1998). Estes
microorganismos sao principalmente posicionados nos filos Ascomycota e Basidiomycota e
entre os fungos mitosporicos, anteriormente denominados Deuteromycetes (sem reproducao
sexuada conhecida), constituindo um grupamento artificial ( HAWKSWORTH, 2001).

Atualmente em torno de 100 géneros e 1500 espécies de leveduras estdo descritas.
No entanto, evidéncias correntes sugerem que essas espéecies representam menos de 1% das
que ocorrem na natureza (KURTZMAN & FELL, 1998; LATHAR et al., 2010).

E notéavel que as maiores densidades de leveduras sdo associadas com concentracoes
de acUcares assimilaveis e outras fontes de carbono. Os frutos naturalmente contém altas
concentracdes de acUcar, assim espécies de leveduras estdo presentes, podendo ser facilmente
isoladas. Distintas espécies de levedura sdo supostamente presentes e associadas com
diferentes frutos em ambientes naturais (LATHAR et al., 2010).

A floresta Amazénica ocupa a area norte do Brasil, ocupando ao redor de 47% do
territorio nacional. E a maior formacéo de floresta do planeta, condicionada pelo clima Gmido
equatorial. Possui grande variedade de flora e fauna, vivendo entre a floresta densa e campos
abertos. Trés tipos de florestas sdo comuns: floresta densa em solo firme (terra-firme),
florestas alagadas periodicamente (varzea) e florestas alagadas sazonalmente (igapd) (ROSA

& PETER, 2006). Na década de 50, trabalhos de A.C. Batista e cols. (1961 apud ROSA &



PETER, 2006), focados em frutos tipicos do Amazonas, atrairam atencfo. Neste caso, uma
abordagem de ecossistema nao foi realizada em funcdo de que os frutos foram coletados nos
mercados de Manaus.

Atualmente, sequéncias de DNA de cepas desconhecidas de leveduras tém sido
comparadas com aquelas de cepas de referéncia auténticas para a identificacdo de espécies. E
claro que métodos genetico-moleculares precisam ser usados para a identificacdo de leveduras
se quisermos obter uma estimativa adequada de sua biodiversidade. Ainda, métodos
moleculares mais rapidos de identificacdo foram necessarios se grandes nimeros de isolados
devem ser examinados (LANDELL, 2006; FUENTEFRIA, 2007).

Pelo fato de que leveduras sdo metabolicamente diversas, as mesmas sdo usadas em
muitos processos industriais, como na producdo de etanol (bebidas, industrial e combustivel),
vitaminas, acidos organicos, carotendides e enzimas. Um vasto numero de leveduras
catabolizam compostos benzénicos e podem possivelmente provarem-se valorosas para a
limpeza de dejetos de industrias quimicas bem como para biossintetizarem novos compostos
Uteis para humanos. Avangos em técnicas moleculares tornaram leveduras também altamente
atrativas para a sintese de proteinas farmacologicamente ativas e outros compostos
(WEBSTER & WEBER, 2007).

Em funcdo disso, a bioprospeccdo de novas espécies de leveduras ou de cepas
comercialmente/biotecnologicamente Uteis, tem sido realizada em diversos ambientes, como
madeira em decomposicdo em florestas tropicais (MARQUES et al., 2008), solo (LEE et al.,
2009), locais com condicdes extremas exigindo tolerancia térmica e acida (TAKASHIMA et
al., 2009).

O objetivo do presente trabalho foi prospectar leveduras a partir de frutos da floresta
Amazonica, para identificacdo preliminar de novas espécies e/ou cepas alternativas com

potencial para utilizagdo em aplicacdes biotecnoldgicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A ecologia tedrica indica que ecossistemas de floresta sdo um mosaico de habitats
para microrganismos. O arranjo vertical das florestas, do solo, troncos e copas das arvores,
juntamente com as flores e frutos em diferentes estagios de desenvolvimento representam
diferentes nichos para a colonizacdo de leveduras. Como possuem uma CcOmposicao
acucarada, flores e frutos sdo substratos constantemente visitados por insetos e outros vetores
de leveduras, criando uma diversidade de interacdes bioticas e abioticas que provavelmente
suporta uma grande biodiversidade de microrganismos. Diferentemente de florestas
temperadas, nas florestas tropicais as espécies de plantas apresentam flores e frutos em
diferentes periodos do ano, caracteristica que produziria alimento e substrato para a
colonizacdo de leveduras ao longo do ano (ROSA & PETER, 2006).

Vital et al. (2002) isolou e identificou 240 leveduras de solos da Estacdo Ecologica
Maraca, em Roraima, na Amazo6nia Brasileira. Os isolados foram agrupados em 16 géneros e
66 espécies, com 82% das cepas tendo uma afinidade ascomicética. Alguns isolados
apresentavam um nivel intermediario de similaridade de sequéncia D1/D2 com espécies
conhecidas, e representaram novas espécies nao descritas.

As frutas sdo importantes microhabitats para uma variedade de espécies de leveduras
na natureza devido a alta concentracdo de acUcares simples, baixo pH e intensa visitacdo por
insetos vetores (LACHANCE & STARMER, 1998).

Morais et al. (1995) focou um estudo em frutos de Parahancornia amapa (amapa,
Apocynaceae), Anacardium giganteum (cajui, Anacardiaceae), Helycostis sp. (Moraceae),
Platonia insignis (bacuri, Guttiferae) e Clusia grandiflora (cebola da mata, Clusiaceae) em
dois sitios de florestas proximas a Belém e Ilha do Marajé, no Para. Leveduras foram isoladas
de frutos caidas e as contagens em geral ficaram em 5x10° a 1.10° UFC/g, atingindo até 8x10°

UFC/g. Este estudo resultou na descrigdo de uma nova espécie, C. amapae.
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A prospeccao de novas espécies de leveduras envolve usualmente o isolamento de
amostras colhidas adequadamente, a avaliacdo de caracteristicas morfologicas e fisiologicas, a
extracdo e purificacdo do DNA nuclear e/ou ribossomal com analise de sua composicdo e

sequéncia (LACHANCE et al., 2001; STARMER et al., 2001).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Prospectar leveduras a partir de frutos da floresta Amazonica, para identificacdo

preliminar de novas espécies e/ou cepas alternativas com potencial para utilizagdo em
aplicac@es biotecnoldgicas.

3.2. Objetivos especificos
- Isolar leveduras a partir de frutos tipicos da regido do Médio Amazonas;
- Executar provas preliminares de identificacdo das leveduras isoladas por métodos
fenotipicos convencionais e enviar isolados selecionados para caracterizacdo e identificacdo
por métodos moleculares;
- Realizar uma verificacdo preliminar do potencial biotecnoldgico dos isolados obtidos pela

analise da producdo de enzimas extracelulares (amilase, caseinase e gelatinase) e selecionar

cepas com boa producéo.

4 METODOLOGIA

4.1 Coleta de amostras
As amostras foram coletadas no periodo compreendido entre agosto de 2011 e
fevereiro de 2012 nos arredores do municipio de Itacoatiara, com excec¢do do fruto Cubiu que

foi coletado no municipio de Rio Preto da Eva—-AM (Figura 1).
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Padronizou-se a coleta asséptica, em recipientes estéreis, coletando-se seis unidades
de cada fruto diretamente da arvore, com excec¢do do fruto tucuma que foi coletado na feira da
cidade por ser de dificil acesso e coleta, com o objetivo de assegurar somente a presenca de
leveduras da amostra e ndo de contaminagdes e em seguida transportadas ao laboratério de
Micologia do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia (UFAM - ICET) para seu

processamento.

Figura 1 — Alguns locais de coleta dos frutos. (A) Itacoatiara/Tiradentes - Caju, (B) Itacoatiara/Centro - Murici,
(C) Arredores do municipio de Itacoatiara — Tapereba.

4.2 Isolamento de leveduras de frutos

Para o isolamento de leveduras dos frutos, padronizou-se realizar a esterilizacdo
superficial de trés dos seis frutos, por imersdo em etanol 95% (1 minuto), seguido de 5
minutos em hipoclorito sddio e novamente um minuto em etanol 95%. Entéo, blocos de tecido
dos referidos frutos foram cortados por meio de uma faca desinfetada em ambiente asséptico,
e depositados em béqueres estéreis previamente tarados, que seguiram para pesagem. A
porcdo de cada fruto foi entdo macerada em um almofariz estéril em ambiente asséptico, até
formar uma mistura com 50ml de agua destilada estéril. Desta mistura, 100uL foram
espalhados (em triplicata) por meio de alca tipo Drigalsky em placas com meio YEPG
(extrato de levedura 10g, peptona 20g, glicose 10g, pH 4,5), contendo 10% de glicose e

cloranfenicol (50upg/ml) para inibir o crescimento de fungos filamentosos e bactérias,
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respectivamente. As placas foram incubadas a 30°C por até sete dias. Ap0s a incubacao,
representantes dos tipos morfologicos das col6nias de leveduras foram isoladas por estriacdo
em agar YEPG (LACHANCE et al., 2001; LANDELL, 2006; LEE et al., 2011, SIPICZKI,

2011).

Figura 2 - Isolamento das leveduras. (A) Fruto abiu sendo macerado e (B) Mistura do
fruto com a agua destilada estéril.

4.3 Armazenamento das culturas fangicas
As culturas foram adequadamente armazenadas em tubos de ensaio contendo agar
YEPG por superficie (LANDELL, 2006) e também em agua destilada estéril, onde se encheu
um tubo de cultura com a &gua destilada estéril e autoclavou-se. Apés transferiu-se uma ou
mais col6nias da placa para o tubo usando uma alca de platina, quantidade suficiente para que

a suspensao no interior do tubo seja ligeiramente turva, entdo se agitou em um vortex e foram

mantidos em geladeira (4-8°C) (ODDS, 1991).

S

Figura 3 — Armazenamento das leveduras, em (A) agua destilada estéril e em (B) agar YEPG.

4.4 ldentificacéo fenotipica preliminar das leveduras
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Para a realizacdo da identificacdo fenotipica, os isolados foram novamente repicados
para placas por estriacdo em agar YEPG e incubadas a 30°C por até sete dias para assim
realizar a analise fenotipica.

As cepas de leveduras foram caracterizadas preliminarmente em termos morfoldgicos
e foram avaliadas algumas caracteristicas fisiologicas dos isolados, para iniciar o
procedimento de identificacdo convencional das leveduras, seguindo métodos padréao
(YARROW, 1998; BARNETT et al., 2000; LANDELL, 2006).

Quanto a morfologia colonial, foram observadas as caracteristicas coloniais como
cor, brilho, forma, margem, superficie, elevacdo e consisténcia, segundo Yarrow (1998).
Quanto a morfologia celular, foram feitas laminas a fresco a partir do crescimento de culturas
frescas em agar YEPG e a observacdo foi realizada em microscopio optico com aumento de
400 e 1000x. As caracteristicas celulares observadas foram: forma da célula e tamanho da
célula, presenca de pseudohifa, tipo de reproducdo assexuada (brotamento e/ou fissdo),
segundo Barnett et al. (2000) e Kurtzman & Fell (1998).

4.5 Microcultivo em lamina

O microcultivo (cultivo em lamina) foi a técnica escolhida para observacdo de
pseudohifa ou de hifa verdadeira, utilizando o meio de cultura Agar Fuba (1,7% fuba de

milho, 0,5% &gar, 0,04% cloranfenicol, pH 4,0).

4.6 Verificacdo do potencial biotecnologico
4.6.1 Producdo de Amilase
A atividade amilolitica dos isolados foi verificada através da degradagdo do amido
soluvel (FOSSI et al., 2009). Apo6s 7 dias de incubagéo foi adicionado uma solugéo de lugol &
placa de agar amido, observando-se apds 30 minutos, um halo nitido amarelado ao redor do
crescimento das cepas consideradas positivas (MACFADDIN, 2000). Como controles foram

utilizadas cepas de Escherichia coli, Bacillus cereus e Bacillus subtilis.
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4.6.2 Producédo de Caseinase e Gelatinase

A atividade caseinolitica foi testada em placas de Petri contendo o0 meio &gar
Sabouraud suplementado com 1% de leite, pH 6,0 (RAMESH et al., 2011). A revelacdo foi
feita apos 7 dias de incubacdo a 30°C, com adicdo de HCI 1N na superficie do meio deixando
reagir com a caseina por 1h. Foi realizado um teste controle da atividade amilolitica com as
cepas de Escherichia coli e Bacillus subtilis (GARCIA et al., 2002).

A atividade de protease sera verificada através da hidrdlise de gelatina, utilizando o
meio malte-gelatina (10% extrato de malxte, 12% gelatina) em tubos de ensaio (TRINDADE
et al., 2002). As leveduras, apds crescidas em agar YEPG por 48h a 30°C, serdo inoculadas na
superficie do meio (em tubos) e incubadas por 21 dias a 30°C. Apos esse periodo, deixa-se 0s
tubos cerca de 2h a 4°C e, em seguida, é avaliada a atividade enzimatica através do grau de

hidrélise do meio.

4.7 Envio das cepas selecionadas para caracterizacdo molecular
Isolados representativos, com base na macro e micromorfologia, foram selecionados
e enviados para a Profa. Dra. Patricia Valente, Departamento de Microbiologia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS, Porto Alegre — RS, para encaminhamento da

realizacdo de PCR fingerprinting e sequenciamento do rDNA.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Isolamento de leveduras dos frutos
A técnica empregada para isolamento de leveduras foi modificada apos resultados
insatisfatorios. Entdo se optou por ndo deixar a mistura do fruto em enriquecimento
(overnight) por apresentar um crescimento demasiado. Sendo assim o isolamento foi realizado

diretamente da mistura do fruto sem nenhum periodo de enriquecimento.



16

Partindo desta nova técnica para isolamento das leveduras, foram obtidos 81 isolados
a partir dos frutos: abiu, abil, abio ou guapeva (Pouteria caimito); caju (fruto do cajueiro -
Anacardium occidentale L.); jambo (Syzygium jambos L.); fruto do murici (Byrsonima
spicata Cav. Kunth); tapereba ou caja (fruto do cajazeiro — Spondias mombin L.); fruto do
tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer); cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal), conforme

descrito em percentuais no grafico a seguir e descritos conforme a tabela 1.

H Abiu

jambo
&' M caju
B murici

M tapereba

M cubiu

l tucuma
Gréafico 1 — Porcentagem de isolado por fruto.

5.2 Armazenamento das culturas fangicas
A metodologia para armazenamento foi modificada. Onde néo foi utilizado o meio agar
GYMP, e sim o agar YEPG, considerando informacdo pessoal da professora Patricia Valente,

do mau desempenho deste meio de cultura para 0 armazenamento em curto prazo das cepas.

5.3 Identificacdo fenotipica preliminar das leveduras
5.3.1 ldentificacdo morfoldgica colonial e celular
Seguindo os métodos de Yarrow (1998), observou-se que a morfologia colonial das
leveduras de cada fruto ndo variou muito, apresentando em média dois morfotipos diferentes
para cada fruto [Figura 4 (A) e tabela 1]. Quanto a morfologia celular, as caracteristicas

observadas também variaram pouco [Figura 4 (B) e tabela 2].



Figura 4 - Leveduras Isoladas. (A) Morfologia Colonial Macroscépica e (B) Morfologia Colonial Microscopica.

MORFOLOGIA COLONIAL

CEPA TEXTURA COR SUPERFICIE MARGEM BRILHO ELEVAGAO FORMA

FRUTO 1 = ABIU (Pouteira caimito)

1111 SECA BEGE LISA IRREGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1112 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1211 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1221 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA COM RAIZES OPACA PLANA OVAL

1222 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1311 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA COM RAIZES OPACA PLANA CIRCULAR
1321 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1331 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1332 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA IRREGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1411 MEMBRANOSA BRANCA LISA IRREGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1431 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA COM RAIZES OPACA PLANA CIRCULAR
1432 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA COM RAIZES OPACA PLANA CIRCULAR
1433 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1511 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA COM RAIZES OPACA PLANA CIRCULAR
1513 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1521 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1522 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1523 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1531 SECA CREME LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1532 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1611 MEMBRANOSA BEGE RUGOSA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1612 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1621 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1622 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1623 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA OVAL

1624 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1631 SECA BRANCA LISA IRREGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1632 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
1633 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR

FRUTO 2 = JAMBO - (Eugenia sp.)

2331 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA COM RAIZES  OPACA PLANA CIRCULAR

2511 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR

FRUTO 3 = CAJU (Anacardium cientifica)

3311 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR

3411 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR



3431 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA COM RAIZES  OPACA PLANA CIRCULAR
3432 SECA BRANCA RUGOSA COM RAIZES OPACA PLANA CIRCULAR
3511 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
3522 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
3531 SECA BRANCA RUGOSA COMRAIZES  OPACA PLANA CIRCULAR
3532 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
3533 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA COM RAIZES  OPACA PLANA CIRCULAR
3611 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
3612 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
FRUTO 4 = MURICI - ( Byrsonima sp. )
4311 MUCOIDE ROSADA LISA REGULAR BRILHANTE PLANA CIRCULAR
4321 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
4322 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
4621 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
4622 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
4631 MEMBRANOSA BRANCA RUGOSA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
4632 SECA BEGE LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
FRUTO 5 = TAPEREBA —( Spondias mombin L).
5111 SECA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5121 SECA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5131 SECA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5211 SECA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5311 SECA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5321 SECA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5322 MEBRANOSA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5331 SECA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5411 SECA BRANCA RUGOSA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5421 SECA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5431 SECA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5432 SECA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5611 SECA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5612 SECA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
5631 SECA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
Fruto 6 = CUBIU ( Solanum sessiliflorum Duna)
6111 MEMBRANOSA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
6121 SECA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
6122 SECA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
6131 SECA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
6132 SECA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
6133 SECA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
6134 MEMBRANOSA BEGE LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
6631 MEMBRANOSA BRANCA LISA REGULAR OPACO PLANA CIRCULAR
Fruto 7= TUCUMA (Astrocaryum aculeatum Meyer)
7111 SECA CREME LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
7121 SECA CREME LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
7211 SECA CREME LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR

18
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7221 SECA CREME  LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
7231 SECA CREME  LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
7321 SECA CREME  LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
7411 SECA CREME  LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
7421 SECA CREME  LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
7521 SECA CREME  LISA REGULAR OPACA PLANA CIRCULAR
Tabela 1. Morfologia colonial dos isolados obtidos.
MORFOLOGIA CELULAR
CEPA | FORMA CELULAR | TIPO DE REPRODUGAO [ HIFA | TIPO DE ASCOS
FRUTO 1 = ABIU (Pouteira caimito)
1111 MEDIA/ELONGADA/ ALGUMAS CURVADAS  BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1112 ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1211 CEL. PEQUENA/ ELIPTICA/ CURVADA BROT. MULTIPLOS UNIP. AUSENCIA AUSENCIA
1221 CEL. MEDIA/ ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR PSEUDOHIFA AUSENCIA
1222 CEL. PEQUENA/ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1311 CEL. PEQUENA/ ELONGADA BROTAMENTO UNIPOLAR PSEUDOHIFA AUSENCIA
1321 CEL. PEQUENA/ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1331 ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1332 ESFERICA BROTAMENTO UNIPOLAR HIFAS VERDADEIRAS  ASC. ESFERICOS
1411 CEL. MEDIA/ ALONGADA/ ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA AUSENCIA
1431 CEL. MEDIA/ ALONGADA BROTAMENTO UNIPOLAR PSEUDOHIFA AUSENCIA
1432 ELIPTICA/ OVALADA/ ELONGADA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1433 CEL. PEQUENA/ ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1511 ELONGADAS/CURVADAS BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1513 ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1521 ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1522 ELIPTICA/ OVALADA - BEM PEQUENAS BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1523 CEL. PEQUENA/ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1531 CEL. PEQUENA/ ESFERICA/ ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1532 CEL. PEQUENA/ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1611 ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR PSEUDOHIFA ASC. ESFERICOS
1612 ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1621 ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1622 ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1623 CEL. PEQUENA/ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1624 CEL. PEQUENA/ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1631 CEL. MEDIA/ ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1632 CEL. PEQUENA/ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
1633 CEL. PEQUENA/ ELIPTICA BROTAMENTO UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
RUTO 2 = JAMBO - (Eugenia sp.)
2331 CEL. ELONGADA BROT. UNIPOLAR PSEUDOHIFA AUSENCIA
2511 CEL.PEQUENA ELIPTICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
FRUTO 3 = CAJU - (Anacardium cientifica)
3311 PEQ. ELIPTICAS BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
3411 PEQ. ELIPTICAS BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
3431 ELIPTICA BROT. UNIPOLAR PSEUDOHIFA AUSENCIA
3432 CEL MEDIIA/ELIPTICA BROT. UNIPOLAR PROVAVELMENTE AUSENCIA
3511 PEQ. ELIPTICAS BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
3522 PEQ. ELIPTICAS BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
3531 ELONGADA/ OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
3532 ELIPTICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
3533 ELIPTICA/ OVALADA / MEDIA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
3611 PEQ. ELIPTICAS BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
3612 PEQ. ELIPTICAS BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
FRUTO 4 = MURICI - ( Byrsonima sp. )
4311 ELIPTICA BROT. UNIPOLAR SEM PRESENGCA ASC. ESFERICOS
4321 ELIPTICA BROT. UNIPOLAR SEM PRESENCA ASC. ESFERICOS
PSEUDOHIFA
4322 ELIPTICA BROT. UNIPOLAR ABUNDANDTE ASC. ESFERICOS
4621 ELIPTICA BROT. UNIPOLAR SEM PRESENCA ASC. ESFERICOS
PSEUDOHIFA
4622 ELIPTICA BROT. UNIPOLAR ABUNDANDTE ASC. ESFERICOS
4631 ELIPTICA BROT. UNIPOLAR PSEUDOHIFA ASC. ESFERICOS
4632 ELIPTICA BROT. UNIPOLAR PSEUDOHIFA ASC. ESFERICOS
FRUTO 5 = TAPEREBA- (Spondias mombin L)
5111 CEL MEDIA ELIPTICA/OVALADA BROT. UNIPOLAR PSEUDOHIFAS ASC. ESFERICOS
5121 CEL PEQUE ELIPTICA BROT. UNIPOLAR PSEUDOHIFAS ASC. ESFERICOS
5131 CEL PEQUE ELIPTICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
5211 CEL PEQUE ELIPTICA/ESFERICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
5311 CEL PEQUE ELIPTICA/ALONGADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
5321 CEL PEQUE ELIPTICA/ OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
5322 CEL PEQUE ELIPTICA/ OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
5331 CEL PEQUE ELIPTICA/ESFERICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
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5411 CEL PEQUE ELIPTICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA AUSENCIA

5421 CEL PEQUE ELIPTICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
5431 CEL PEQUE ELIPTICA/ OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA AUSENCIA

5432 CEL PEQUE ELIPTICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
5611 CEL PEQUE ELIPTICA/ALONGADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA AUSENCIA

5612 CEL PEQUE BEM ESFERICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA AUSENCIA

5631 CEL PEQUE OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS

Fruto 6 = CUBIU ( Solanum sessiliflorum Duna)
6111 CEL ELIPTICA/ALONGADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
6121 CEL ESFERICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
6122 CEL ELIPTICA/OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
6131 CEL ELiPTICA/OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
6132 CEL ALONGADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
6133 CEL OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
6134 CELELIPTICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
6631 CEL ELIPTICA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
Fruto 7= TUCUMA (Astrocaryum aculeatum Meyer)

7111 CEL ELIPTICA/CIRCULAR BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
7121 CEL PEQ OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
7211 CEL PEQ OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
7221 CEL PEQ OVALADA BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
7231 CEL ELIPTICA/CIRCULAR BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
7321 CEL ELIPTICA/CIRCULAR BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
7411 CEL ELIPTICA/CIRCULAR BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
7421 CEL ELIPTICA/CIRCULAR BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS
7521 CEL MED CIRCULAR BROT. UNIPOLAR AUSENCIA ASC. ESFERICOS

Tabela 2. Morfologia celular dos isolados obtidos.

A partir da andlise da tabela 1, que mostra as caracteristicas macromorfologicas dos
isolados de leveduras obtidos, foi possivel avaliar o percentual de cepas apresentando
determinada caracteristica. Exemplificando, no caso do fruto Abiu, em relacéo a textura, 30%
das cepas apresentaram-se membranosas e 70% secas, 30% na cor bege e 70% branca, 74%
com superficie lisa e 26% rugosa, 85% apresentaram margem regular e 15% irregular, 100%
brilhantes, com elevacdo plana e forma circular. No caso do fruto Murici, 57% das cepas
apresentaram textura membranosa e 13% seca. Este fruto foi o Unico que possibilitou o
isolamento de cepas que ndo da cor branca ou bege, sendo 14% das cepas da cor rosada e 86%
branca, 29% apresentaram superficie lisa e 71% rugosa, 69% margem regular e 31% irregular,
14% brilhante e 86% opaca e 100% com elevacédo plana e forma circular.

Ja na tabela 2, que mostra as caracteristicas micromorfolégicas, observa-se que todos
os isolados apresentaram reproducdo assexuada por brotamento unipolar, com excecdo de um
isolado do fruto Abiu, que apresentou brotamento multipolar. Em relagdo a presenca de
pseudohifa, 85% ndo apresentaram hifas e apenas 15% pseudohifas; 85% dos isolados

apresentaram presenca de ascosporos e 15% blastosporos.
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Considerando que caracteres morfoldgicos apresentam pouco poder discriminatorio no
caso de leveduras e que ndo existe uma uniformidade na literatura de analise destes caracteres,

a similaridade das cepas somente poderia ser avaliada com base em dados moleculares.

5.4 Microcultivo em lamina
Apds observacdo microscopica a 400x, constatou que 67% dos isolados testados
apresentaram morfologia de blastosporos sem a ocorréncia de pseudohifa ou hifa verdadeira,

apenas 4% dos isolados apresentaram hifa verdadeira, 29% pseudohifas (tabela 3).

VERIFICACAO DE PRESENCA DE PSEUDOHIFA 1621 AUSENCIA 5631  AUSENCIA

ABIU | MURICI 1622 AUSENCIA CUBIU
1111 HIFAVERDADEIRA 4311 AUSENCIA 1623 AUSENCIA 6111 AUSENCIA
1112 PSEUDOHIFA 4321 AUSENCIA 1624 AUSENCIA 6121 AUSENCIA
1211 PSEUDOHIFA 4322 AUSENCIA 1631 PSEUDOHIFA 6122 AUSENCIA
1221 PSEUDOHIFA 4621 AUSENCIA 1632 AUSENCIA 6131 AUSENCIA
1222 AUSENCIA 4622 AUSENCIA 1633 PSEUDOHIFA 6132 AUSENCIA
1311 PSEUDOHIFA 4631 AUSENCIA 1633 AUSENCIA 6133 AUSENCIA
1321 PSEUDOHIFA 4632 AUSENCIA JAMBO 6134 AUSENCIA
1331 AUSENCIA TAPEREBA 2331 PSEUDOHIFA 6631 AUSENCIA
1332 PSEUDOHIFA 5111 PSEUDOHIFA 2511 AUSENCIA TUCUMA
1411 AUSENCIA 5121 AUSENCIA CAJU 7111 PSEUDOHIFA
1431 PSEUDOHIFA 5131 AUSENCIA 3311 AUSENCIA 7121 AUSENCIA
1432 PSEUDOHIFA 5211 AUSENCIA 3411 PSEUDOHIFA 7211 AUSENCIA
1433 AUSENCIA 5311 AUSENCIA 3431 PSEUDOHIFA 7221 AUSENCIA
1511 PSEUDOHIFA 5321 AUSENCIA 3432 PSEUDOHIFA 7231 PSEUDOHIFA
1513  AUSENCIA 5322 AUSENCIA 3511 PSEUDOHIFA 7321 AUSENCIA
1521  AUSENCIA 5331 AUSENCIA 3522 PSEUDOHIFA 7411 PSEUDOHIFA
1522 AUSENCIA 5411 AUSENCIA 3531 PSEUDOHIFA 7421 AUSENCIA
1523  AUSENCIA 5421 AUSENCIA 3532 PSEUDOHIFA 7521 AUSENCIA
1531 AUSENCIA 5431 AUSENCIA 3533 PSEUDOHIFA
1532 AUSENCIA 5432 AUSENCIA 3611 PSEUDOHIFA
1611 AUSENCIA 5611 AUSENCIA 3612 AUSENCIA
1612 AUSENCIA 5612 AUSENCIA

Tabela 3. Resultado da Analise Microscopica dos Microcultivos em laminas.

5.5 Afinidade ascomicética
Em outro projeto PIBIC com a mesma orientacgdo, a técnica do cultivo em &gar acetato
seguida da analise micromorfolégica se a utilizacdo de corantes torna dificil a observacao da
presenca de ascos e ascosporos. Em razdo disso, optou-se por empregar uma técnica de
coloracdo de esporos, denominado método de Wirtz, onde 0s esporos coram-se de verde-
azulado e as células vegetativas de vermelho (FUENTEFRIA, 2007). No entanto, mesmo
adotando esta metodologia, as observacdes micromorfologicas continuaram sendo de dificil

visualizagdo, ndo sendo possivel observar detalhes.
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E ndo houve tempo habil para testar uma metodologia alternativa neste projeto em
funcdo de que as demais atividades demandaram o tempo do projeto e nao era esperada uma
resposta insatisfatoria do processo de coloracao originalmente proposto.

5.6 Verificacdo do potencial biotecnologico

5.6.1 Producao de Amilase

As cepas controles indicaram presenca de atividade amilolitica apenas para Bacillus
subtilis sendo o controle positivo e para o controle negativo Bacillus cereus e Escherichia
coli. A atividade aminolitica dos isolados foi observada através da degradacdo do amido
soltvel seguindo a metodologia de Fossi (2009). O solucéo utilizada como revelador contém
I, =1,0g /KI =5,0g/100mL.

Das 81 cepas obtidas e analisadas, nenhuma apresentou atividade amilolitica. Em
bases em outros estudos, isso pode ser indicado devido a maioria das cepas apresentarem
afinidade ascomicetica.

Segundo Landell 2006, em sua pesquisa com filoplanos de bromélias do parque de
Itapud-Viamao/RS, identificou apenas 21,1% das leveduras com afinidade ascomicética
apresentaram-se positivas e todos os isolados de Prototheca foram negativos. A producéo de
amilase por leveduras isoladas de diferentes substratos de Mata Atlantica foi testada por
Buzzini & Martini (2002), que obtiveram um baixo percentual de leveduras amiloliticas
utilizando uma metodologia similar. Fuentefria & Valente (2005), analisando leveduras de
filoplano, obtiveram apenas 22% de produtores de amilase. Porém, outros autores
encontraram alto percentual de leveduras capazes de degradar amido isoladas de diferentes
substratos (Straus et al., 2001). Isso provavelmente reflete a diversidade dos habitats de onde
as leveduras avaliadas foram isoladas.

5.6.2 Producéo de Caseinase e Gelatinase

Neste trabalho, das leveduras isoladas nenhuma apresentou atividade caseinolitica e
apenas trés cepas apresentaram atividade proteolitica, sendo que as cepas 1431 e 3531

liquefizeram completamente o meio de cultura e a cepa 1433 apenas parcialmente, isso apos a
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retirada dos tubos da refrigeracdo. Em outros trabalhos analisados, observou-se que a

producdo de gelatinase é sempre baixa.

5.7 Envio das cepas selecionadas para caracterizacdo molecular

Quanto ao envio das cepas selecionadas, foi feita em duas remessas. Sendo a primeira
remessa enviada na metade do més de dezembro de 2011, semeadas em tubos contendo meio
YEPG. Ja a segunda remessa foi enviada no més de junho de 2012, em agua estéril. . A
extracdo do DNA dos isolados foi realizada com sucesso. Entretanto, a caracterizacdo
molecular completa dos isolados em Porto Alegre, ndo poderd ser concluida em razdo de
dificuldades encontradas para acertar a metodologia, desisténcia e demora na substituicdo da
bolsista responsavel na UFRGS pela parte molecular, permitindo assim, a apresentacdo
somente de resultados preliminares, mostrados no anexo 1.

PROF Al O SENHOR ANEXA PCR fingerprinting (IMAGEM)

6 CONCLUSAO

A partir de todos os frutos coletados, foram evidenciados microrganismos com
morfologia tipica de leveduras. Os isolados de leveduras foram identificados fenotipicamente
pela metodologia convencional e as cepas selecionadas para caracterizacdo e identificacdo
molecular na UFRGS estdo sendo analisadas, espera-se finalizar a identificacdo molecular a
partir do sequenciamento do DNA. Foi realizada uma verificacdo preliminar do potencial
biotecnologico dos isolados obtidos através da analise da producédo de enzimas extracelulares.

Como o interesse do uso de microrganismos como fonte biotecnoldgica de enzimas
extracelulares cresce a cada dia, este trabalho buscou apresentar novas alternativas para a

indUstria com a prospecgdo de enzimas novas a partir de frutos nativos da regido.
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Comparando-se a biodiversidade de leveduras nos diversos pontos de coleta as cepas
isoladas do fruto murici apresentaram uma caracteristica na coloracdo da morfologia colonial
diferente comparada as dos outros frutos que apresentaram sempre a coloragédo branca e bege.
Analisando-se o potencial biotecnologico dos 81 isolados obtidos dos frutos, verificou-se que
nenhum isolado apresentou resultado positivo para a enzima amilase, caseinase e apenas trés

isolados foram positivos para gelatinase.
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ANEXO | - Resultados preliminares da caracterizagdo molecular (PCR fingerprinting) de
alguns isolados

Extracdo do DNA das leveduras

GEL DE EXTRACAO 21/05/12
1- UFAM/ICET 1523

2- UFAM/ICET 1332

3- ICET B1311

4- ICET B2321

5- ICET B3232

6- ICET B2311 -*i: = ._.":i — ____‘

7- UFAM/ICET 3531 i i

8- UFAM/ICET 1221 o —
9- UFAM/ICET 3432

10- ICET B1221

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

11- UFAM/ICET 1411
12- UFAM/ICET 1612

13- UFAM/ICET 3533
14- UFAM/ICET 1111
15- UFAM/ICET 3431
16- UFAM/ICET 1422
17- ICET B3221

18- MPM

1- Gel obtido com o iniciador GTG

GEL GTG5 12/07/12
1- UFAM/ICET 1523
2- ICET B1311

3- ICET B2321

4- |CET B3232

5- ICET B3115

6- ICET B2311

7- ICET B2311

8- UFAM/ICET 3531
9- UFAM/ICET 1221
10- UFAM/ICET 3432

11-C-
12- MPM
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2- Gel obtido com o iniciador GTG5

GEL GTG5 12/07/12
1- ICET B1221

2- UFAM/ICET 1411
3- UFAM/ICET 1612
4- UFAM/ICET 3533
5- UFAM/ICET 1111
6- UFAM/ICET 3431
7- UFAM/ICET 1422
8- ICET B3221

9- MPM




