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RESUMO

O cerrado € o segundo maior bioma do Brasil, guardando um grande potencial
microbioldgico. Sua vegetacdo endémica é rica em frutos que muitas vezes sdo
desconhecidos dentro da prépria populacdo brasileira. Frutos como araticum, pequi,
mangaba, coquinho, buriti s&o alguns exemplos destes frutos ricos em nutrientes,
principalmente carboidratos e lipidios. Devido essas caracteristicas quimicas e o
ambiente onde residem os frutos promovem um cenario ideal para o desenvolvimento
de leveduras. E importante conhecer estes micro-organismos, pois podem produzir
varias substancias com poténcial biotecnoldgico nas areas da producdo agricola, saude,
industrias e alimenticios. O objetivo deste trabalho foi estudar a ocorréncia de leveduras
em frutos do cerrado, fazer a caracterizacdo molecular e enzimética destes isolados.
Foram coletados 13 frutos do cerrado: pequi, mangaba, caju do cerrado, cagaita,
pitomba, coco guariroba, aracd, jatoba do cerrado, maracuja do cerrado, lobeira, buriti,
araticum e coquinho azedo sendo isoladas 85 leveduras. A caracterizacdo genética dos
isolados foram feitas por meio de técnica de MSP-PCR e posteriormente agrupadas pelo
programa Bionumerics® por similaridades de seus perfis eletroforéticos. Para a
identificacdo dos isolados foi realizado o sequenciamento da regido D1/D2 do gene 26S.
Foram encontrados 14 géneros: Candida, Meyerozyma, Hanseniaspora, Debaryomyces,
Pichia, Wickerhamomyes, Lodderomyces, Eremothecium, Bandoniozyma, Issatchenkia,
Rhodotorula, Rhodosporidium, Pseudozyma e Cryptococcus. Os testes enzimaticos com
amilase, pectinase, celulase e protease mostraram que 54 isolados produziram algum
tipo dessas enzimas e 25 apresentaram no minimo duas. As enzimas mais produzidas
pelos isolados foram protease com aproximadamente 35%, seguida de celulase com
23%, pectinase com 16% e amilase com 13%.

Palavras chaves: Ecologia de leveduras, regido D1/D2 do gene 268,
sequenciamento, enzimas.



ABSTRACT

The Cerrado is the second largest biome in Brazil, keeping a large microbiological
potential. Its endemic vegetation is rich in fruits that are often unknown within the
brazilian population. Fruits like araticum, pequi, mangaba, coconuts, buriti are some
examples of these fruits rich in nutrients, especially carbohydrates and lipids. Because
of these chemical characteristics and the environment in which the fruits reside promote
an ideal setting for the growth of yeasts. It is important to know these microorganisms
as they can produce various substances with biotechnological potential in the areas of
agriculture, health and food industries. The objective of this work was to study the
occurrence of yeasts in fruits of the cerrado, make the molecular and enzymatic
characterization of isolates. Were collected 13 fruits of the cerrado: pequi, mangaba,
caju the cerrado, cagaita, pitomba, guariroba coconut, aracd, jatoba the cerrado,
maracuja the cerrado, lobeira, buriti, araticum and sour coquinho being isolated 85
yeasts. Genetic characterization of the isolates were made by MSP-PCR and
subsequently grouped by Bionumerics® program for similarities of their electrophoretic
profiles. For the identification of the isolates was carried region sequencing the D1 / D2
26S gene. 14 genera were found: Candida, Meyerozyma, Hanseniaspora,
Debaryomyces, Pichia, = Wickerhamomyes, Lodderomyces, Eremothecium,
Bandoniozyma, Issatchenkia, Rhodotorula, Rhodosporidium, Pseudozyma and
Cryptococcus. Enzymes tested amylase, pectinase, cellulase and protease showed that
54 isolates produced some type of these enzymes and 25 had at least two. The enzymes
produced by the isolates were more protease about 35%, then 23% of cellulase,
pectinase and amylase with 16% to 13%.

Keywords: Yeast ecology, region D1/D2 26S gene sequencing and enzymes.



1- INTRODUCAO

O Cerrado esta entre os principais biomas mundiais guardando uma grande
variedade de animais e plantas endémicas. Dentro deste conjunto de diversidade estéo
os frutos que ja comecam a chamar a atencdo de muitas industrias de cosméticos e de

alimentos devido ao seu grande valor nutricional e de sua composi¢do quimica.

As leveduras sempre tiveram papéis vitais para a manutencdo de energia e
reciclagem de substancias em nosso planeta. Estes seres vivos podem ser encontrados
em todos os lugares desde ambientes indspitos, como aguas geladas na Patagdnia,

regides vulcanicas ou simplesmente associados a seres Vivos.

Dentro dessa perspectiva, os frutos do cerrado sdo excelentes fontes destes
micro-organismos. Eles dispdem de boas condi¢Ges para o crescimento de leveduras
visto que os frutos possuem caracteristicas ideais de pH, vivem em ambiente cuja
temperatura média € de 25°C a 30°C e possuem varios tipos de carboidratos como fonte

de energia.

Com a evolucdo da tecnologia, principalmente com a facilidade de acesso as
técnicas moleculares, cresceu exponencialmente o interesse em estudar micro-
organismos, principalmente as leveduras. As técnicas moleculares, principalmente da
PCR e sequenciamento, trabalhadas em conjunto com as técnicas tradicionais de

cultivo, podemos identificar leveduras em frutos com bastante sucesso.

Uma das caracteristicas de grande interesse nesses micro-organismos € a
producdo de enzimas extracelulares que podem ser produzidas em grande escala e com
seguranca, visto que a maior parte de leveduras contidas em frutos ndo sdo patogénicas.
Muitas destas enzimas ja fazem parte do nosso cotidiano, em bebidas fermentadas e

destiladas, no uso de detergentes menos nocivos a0 meio ambiente, medicamentos,
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producdo de papéis e vérias outras aplica¢cdes. Quanto mais conhecemos as leveduras

mais aumentamos as possibilidades de exploracéo.

O fato de as leveduras em frutos metabolizarem varios tipos de substratos as
torna uma fonte promissora de enzimas. As enzimas celulase, protease, amilase e
pectinase estdo entre as mais procuradas no mercado devido sua grande aplicagcdo em

VAarios ramos das industriais.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - CERRADO

O cerrado é o segundo maior bioma do Brasil estando abaixo somente da
Floresta Amazonica (KLINK; MACHADO, 2005). Ocupa uma area de 2.036.448 km?,
cerca de 22% do territorio nacional, onde estdo inclusos os Estados de Minas Gerais,
Goias, Tocantins, Bahia, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Piaui e o
Distrito Federal (MMA, 2015). O cerrado pode ser classificado em varios tipos de
formacdes predominantes: cerrado, cerraddo, campo sujo, campo limpo, veredas e mata
de galeria (RIBEIRO, 2008). O clima pode ser considerado como tropical com um
indice pluviométrico anual de 1500 mm. De outubro a mar¢o ocorre periodo chuvoso e
nos demais meses do ano ocorre o periodo de estiagem. As temperaturas médias séo de

22°C no sul e 27°C ao norte (DJALMA, 2001).

O cerrado estd na lista de hotspots mundiais de biodiversidade, apresenta
extrema abundancia de especies endémicas. Este notavel bioma abriga 11.627 espécies
de plantas nativas, 199 espécies de mamiferos, uma rica avifauna com cerca de 837
espécies catalogadas, peixes 1.200 espécies, répteis 180 espécies e anfibios 150 espécies

(MMA, 2015).

Sua flora apresenta grande diversidade por acolher muitos ambientes dentro do
proprio bioma onde se tem uma estimativa de 44% de flora endémica (KLINK;
MACHADO, 2005), com gramineas, arbustos e arvores espalhadas. Suas arvores tém
caules retorcidos e raizes longas, que permitem a absor¢do da agua disponivel nos solos
do cerrado abaixo de 2 metros de profundidade, mesmo durante a estacdo seca do

inverno (GOLDSTEIN, 2008).

13


http://pt.wikipedia.org/wiki/Goiás
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mato_Grosso
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mato_Grosso_do_Sul
http://pt.wikipedia.org/wiki/Piauí
http://pt.wikipedia.org/wiki/Distrito_Federal_(Brasil)

Devido a acdo da agropecudria uma grande parte da sua cobertura vegetal
original ja foi devastada promovendo uma rapida degradacdo do solo (DURIGAN et al.,
2004). Algumas estimativas chegam a apontar que este bioma ja perdeu até 2008,
47,84% dos 204 milhdes de hectares de sua cobertura vegetal original (MMA, 2015).
8,1% do Cerrado estdo protegidos por Unidades de Conservagdo sendo 3,1% de

Protecdo Integral e 5% de uso sustentavel (MMA, 2015).

2.2 - FRUTOS DO CERRADO

Os frutos do cerrado vém, gradativamente, chamando a atencdo dos
consumidores brasileiros. Frutos desconhecidos para a grande maioria da populacdo
sendo explorados apenas por pequenos grupos de agricultores regionais. Hoje, estes
frutos vém despertando a atencdo de industrias de cosméticos, gracas a seu grande
poténcial para a fabricacdo de Oleos, cremes e xampus. Na alimentacdo, 0 consumo
ainda tem uma exploracdo muito timida e de maneira extrativista e as vezes predatoria,
sendo comercializada em feiras regionais nas cidades onde sdo encontrados
(FRANZON, 2009). A utilizacdo de novas metodologias e maior divulgacdo destes
frutos pode viabilizar o desenvolvimento sustentavel da agricultura familiar virando
renda para as pequenas comunidades rurais, com isso pode incentivar a producédo e

atingir um maior publico consumidor (CAMPOS, 2012).

Algumas iniciativas de organizacbes como a COPABASE, localizada no
noroeste de Minas Gerais, na cidade de Arinos, formada por agricultores familiares
extrativistas produzem varias linhas alimentares a base de produtos do cerrado,

principalmente frutos, e como filosofia principal o respeito ao meio ambiente. Essas
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acOes vém aumentando o interesse desses produtos chamando atencdo para o grande

potencial de exportacdo divulgando também os frutos dentro do Brasil.

Os frutos do cerrado sdo alimentos ricos em varios componentes nutricionais,
como vitaminas, glicidios, lipidios como mostrado na Tabela 1. Estes dados sdo obtidos
a partir de 100 gramas de polpa do fruto. As informacGes sdo baseadas em varias
pesquisas sendo que muitos destes resultados podem variar um pouco, por causa de

diferentes metodologias empregadas (SILVA 2008; ROCHA 2011 e FUJITA 2012).

Tabela 1:Valor energético, caracteristicas fisico-quimicas de frutos do cerrado em 100
g. (Fonte: SILVA 2008; ROCHA 2011, 2012 e FUJITA 2012).

Fruto Valor energético em Kcal Umidade % Proteinas % Lipidios % Carboidratos %
araca 37,09 82,36 0,5 0,49 7,67
araticum 90,47 76,05 1,22 3,83 12,78
buriti 14,3 72,8 3 10,5 12,5
cagaita 20,01 94,34 0,82 0,44 3,08
caju do cerrado 38,27 86,57 1,18 0,63 6,97
coquinho azedo 52,56 89,8 0,57 6,27 2,8
coco guariroba 47,36 87,31 0,5 0,12 10,57
jatoba do cerrado 33,78 12 1,7 0,03 10,8
lobeira 34,5 11,16 0,6 0,07 84,99
mangaba 66,21 82,4 1,2 2,37 10,02
maracujé do cerrado 24,4 85,5 2,1 0,03 10,8
pequi 35,84 41,5 3 33,9 11,45
pitomba 56,35 83,16 1,15 0,19 12,51

Uma boa justificativa para explorar os frutos do cerrado € que muitos ainda se
encontram na forma natural, sem sofrer interferéncias humanas como melhoramentos
morfologicos ou genéticos tornando-se uma fonte riquissima para os pesquisadores,
principalmente em areas microbiolégicas e enzimaticas. Com pesquisas e estudos
podemos descobrir uma grande variedade de possibilidades e aplicacdes destes micro-
organismos nas areas da saude, industriais e biotecnologia (CHANDRA 2012; WANG

2011).
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2.3 - FUNGOS ASSOCIADOS A PLANTAS

A presenca de micro-organismos em plantas sempre foi associada a ideia de
alguma patogenicidade. O primeiro que descobriu que nem todos 0os micro-organismos
existentes sdo prejudiciais foi BARY (1866). A partir de entdo, foram descobertas
outras associacOes benéficas com outros tipos de micro-organismos, principalmente
fungos. Estes podem ser encontrados em todos os 6rgéos das plantas. GALVAO (2014)
encontrou leveduras em raizes de plantas do Pantanal Mato-grossense e SILVA (2014)
fungos associados a substratos de plantas da caatinga. Em espécies do cerrado estudos
como de CASTRO (2015) em ramos e folhas Copaifera langsdorffii (copaiba)
verificaram a presenca de oitos tipos de fungos. A associacdo de culturas com fungos
vem despertando interesse de agricultores. Em um experimento com feijdo-caupi em
solos do cerrado verificou que a inoculagdo do feijao com rizobio e Trichoderma spp
foram de grande importancia para a producdo de biomassa, nodulacdo, protecdo contra

pat6genos e consequentemente o aumento da producio de grios (JUNIOR, 2014).

Fungos podem ser classificados conforme sua regido de colonizacdo em
epifiticos, quando estdo localizados na regido exterior de 6rgdos e tecidos de plantas, e
endofiticos, quando estdo localizados dentro do vegetal. PETRINI (1991) diz que
endofiticos, sdo micro-organismos capazes de colonizar os tecidos internos dos vegetais
em algum periodo do ciclo de vida. ROMANTSCHUK (1992) diz que micro-
organismos epifiticos sdo mais adaptados ao ambiente exterior dos vegetais e com
maior dificuldade de serem removidas em lavagens, visto que sua permanéncia neste
local é uma vantagem seletiva ao ambiente. Esse tipo de classificacdo € puramente
didatica, pois conforme as condicbes do habitat (luz, radiacdo, temperatura e oferta de
substratos energéticos) pode haver migragdo de localizagdo e causar diferengas sazonais

em suas populacdes (LEBBEN, 1998, INACIO, 2005).
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A superficie das plantas é rica em substratos, sendo encontrados varios tipos de
micro-organismos, principalmente fungos (ANDREWS & HARRIS, 2000). BARATA
(2012) faz um levantamento de micro-organismos em superficie de uva e a relagdo de
populacéo de acordo com o estado fisico (frutos em perfeito estado e frutos com lesdes
mecanicas) sendo este fator a causa de mudanca de ecologia de populacdes de

leveduras.

Os fungos chamados de endofiticos mostram que essa interacdo se torna cada
vez mais importante nos ciclos das plantas, pois libera componentes que protegem a
planta contra invasores e patogenos e auxiliam na captacdo de recursos minerais
(ASCHEHOUG, 2012). Estes micro-organismos entram em contato com as plantas
podendo ocorrer a colonizagdo através dos estdmatos das folhas, lenticelas, pélos
absorventes e radiculas em germinagdo. Podem ser transportados para dentro das plantas
através de injdrias causadas por choques mecanicos, picadas de insetos ou acdes de

passaros.

Os frutos também sdo considerados como um excelente habitat de varios micro-
organismos, principalmente leveduras, gracas a sua constituicdo quimica muitas vezes
rica em fontes energéticas como carboidratos e lipidios, baixo pH e constante visitacdo

de insetos.

A devastacdo ocorrida pela acdo antropica desordenada (DINIZ, 2009) pode
levar a extincdo muitas espécies de plantas e mudar as caracteristicas naturais do
ambiente. Com a perda de espécies vegetais consequentemente perderemos 0 acesso a
uma grande quantidade de micro-organismos associados que nunca foram catalogados

pelos microbiologistas.
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2.4 - LEVEDURAS

As leveduras estdo em um grupo diverso, pertencente ao dominio Eukarya, reino
Fungi. Segundo KURTZMAN (2011) cerca de 1500 espécies foram catalogadas em
2011. Podem ser encontradas em varios tipos de ambientes e substratos como: &guas
geladas da Patag6nia (LIBKIND, 2003), solos impactados por mineracdo (MOREIRA,
2015), plantas (AMPRAYN, 2012) e insetos (VALENTE, 2012). S&o divididos,
predominantemente, em dois grandes grupos: Filo Ascomycota - possuindo como
caracteristica esporos dentro de ascos e o Filo do Basidiomycota - no qual a producéo
de esporo é externa em basidios.

Leveduras basidiomicéticas sdo mais frequentemente encontradas em filoplano
pois tem maior capacidade de absorcdo de outras fontes de carbono (KUTZMAN e
FEEL, 1998). Representantes de basidiomicetos possuem caracteristicas de possuirem
pigmentos caratendides que protegem da exposicdo direta a luz solar (ATLAS e
BARTHA, 1997) e capsulas polissacaridicas que protegem contra condi¢des adversas
de ressecamento e baixa umidade (SLAVIKOVA & VADKERTIOVA, 2003).
Leveduras ascomicéticas sdo encontradas com mais frequéncia em ambientes ricos de
acucares mais simples, suas coldnias apresentam geralmente cores brancas ou beges e
sdo também encontradas em insetos polinizadores de frutos (SANTOS, 1996).

As leveduras crescem e reproduzem-se rapidamente por gemulacdo ou
brotamento por causa da sua maior relacdo area/volume, possuem parede celular rigida
por causa da presenca de quitina, caracteristica marcante entre os fungos. Elas podem
ser anaerobias ou aerdbias. Em geral, desenvolvem-se melhor em condicdes acidas com

pH entre 4,5 e 5,0 numa temperatura 6tima de 20°C a 30°C. Seu principal combustivel
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energético vem da degradacdo de carboidratos, principalmente o agucar, sendo este
substrato essencial para selecionar a comunidade de leveduras de um determinado
ambiente.

Os frutos do cerrado séo colonizados por uma rica diversidade de leveduras
(SPERANDIO, 2012 e ARAUJO, 2015) isso se da por influéncia causada pelas
condi¢des de seus solos com baixo pH e a sua composi¢cdo quimica (RESENDE, 1995).
Por essas caracterisitcas podemos encontrar hospedando estes frutos varios grupos de
leveduras sendo, atualmente, fonte de descoberta de novas espécies. Varios trabalhos
vém utilizando frutos como fonte de leveduras. SILVA (2013) descreveu a ocorréncia
de leveduras por causa da presenca de nutrientes no filoplano de pequizeiros.
TOURNAS (2006), em estudos de saladas de frutas em supermercados nos Estados
Unidos, na cidade Washington, encontraram espécies de leveduras Rhodotorula, Pichia,
Candida e Saccharomyces. SPERANDIO (2012) isolou de folhas e frutos do cerrado
322 leveduras nas quais 39 sdo endofiticos. ARAUJO (2015) isolou 9 leveduras de
frutos do cerrado do inga , guavira e pinha e testou sua capacidade para producédo

enzimatica.

2.5 - ENZIMAS PRODUZIDAS POR LEVEDURAS

Alguns estudos procuram conhecer a diversidade e isolar leveduras ambientais
para aplicacfes biotecnoldgicas devido a sua grande capacidade de desenvolverem-se
em varios tipos de substratos e produzirem enzimas extracelularmente e, como a
maioria associado ao fruto ndo é patdgena, ndo causa prejuizo a saude humana. Com 0s
avangos tecnoldgicos na engenharia genética se torna uma ferramenta de facil
manipulacdo génica e de rapida reproducdo facilitando a producdo enzimatica em

grande escala (STEELE e STOWER, 1991). Enzimas como pectinases, amilases,
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proteases, celulases estdo entre as enzimas de grande interesse para Vvarios ramos
industriais. As amilases sdo amplamente utilizadas nas industrias alimenticias, pois na
dissolucdo da molécula de amido tem como produtos, aglucares, CO; e &lcool, muito
utilizados na producdo de bebidas fermentadas e na industria panificadora. Destaca-se
por estar entre as mais importantes enzimas na producdo de produtos alimenticios
industrializados. Segundo SAXENA (2007), cerca de 25% das enzimas comercializadas
sdo amilases. As amilases podem ser classificadas em trés grandes grupos: as alfa-
amilases, também conhecidas com endoamilases por agirem no interior da cadeia do
amido, beta-amilase agem nas extremidades e as glicoamilases que liberam mondmeros

de glicose do terminal ndo redutor do amido (GUPTA, 2003).

Trabalhos de COSTA (2014) mostraram que leveduras isoladas de batata-doce
tiveram grande capacidade de produzir amilases na degradacdo de amido soltvel, amido
de milho e amido de mandioca. Outro trabalho, de LANDELL (2009), isolou 174
leveduras do filoplano de bromélias sendo que 40,2% tiveram capacidade aminolitica.
LOTTERMANN (2012) vem utilizando enzimas aminoliticas isoladas de Cryptoccocus
flavus e posteriormente expressando em Saccharomyces cerevisiae para producdo de

bioetanol utilizando o amido como substrato.

Outra enzima muito importante é a pectinase, muito utilizada nas industrias de
bebidas, no processo de clarificacdo de sucos, melhorando o aspecto da viscosidade e
turbidez (OLIVEIRA, 2015). Algumas leveduras como Saccharomycs cerevisiae,
Kluyvermyces marxianus, K. lactis e Candida utilis sdo utilizadas na clarificacdo de
sucos de frutas e vinhos, pois s6 produzem a enzima poligalacturonase que ndo produz
0 metanol, nocivo a saide humana (FERNANDEZ-GONZALEZ, 2004). Pectinases

também sdo utilizadas para diminuir o sabor amargo de cascas de citrus, manter o aroma
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perdido durante o processo de secagem e melhorar a consisténcia de frutos e vegetais

processados (UENOJO, 2007).

As celulases sdo enzimas que agem nas celuloses, carboidratos estruturais
pertencentes a parede celular. Elas podem ser classificadas em exoglucanases, que
atuam na regido externa da celulose, as endoglucanases tem a capacidade de hidrolisar
as regides internas e as celobiases ou B-glicosidases que hidrolisam oligossacarideos
soltveis em glicose (CASTRO, 2010). S&o utilizadas em vérias areas industriais como
na producdo de papel, de alimentos, industrias téxtil, farmacéutica entre outras
aplicacOes. A utilizacdo dessas enzimas reduz o tempo do processo industrial, sdo mais
baratas, melhoram a qualidade do produto final e, por fim, geram menor impacto ao

meio ambiente (MAYRINK, 2010 e KUHAD, 2011).

Outro tipo de enzima, também de grande importancia e muito pesquisada em
leveduras é a protease. Enzima proteolitica que quebra ligagcdes peptidicas em proteinas
tendo muita importancia para processos metabdlicos e fisiologicos de todos os seres
vivos (RAO, 1998). Este tipo de enzima é amplamente utilizado em varios ramos das
industrias: producdo de detergentes, na alimentacdo (NEVES, 2006). YANG, (2013)
utilizou proteases em tratamento de aguas residuais minimizando os efeitos dos seus

dejetos no meio ambiente.

2.6 - TECNICAS MOLECULARES APLICADAS A DIVERSIDADE DE
LEVEDURAS

As técnicas tradicionais de cultivo sdo importantes e tém norteado as pesquisas
no campo da microbiologia por muitos anos. Elas se baseiam em caracteristicas
fenotipicas, quimicas e fisiologicas. Porém, essas informaces podem receber

influéncias do meio externo, como tipo de substrato no meio de cultivo, condigdes
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aerobicas, pressdo, temperatura. Esses fatores podem alterar caracteristicas originais
dificultando a identificacdo verdadeira do isolado. Também h& um grande problema em
conseguir reproduzir as condigdes necessarias para o crescimento em laboratorio, visto a
grande variabilidade de espécies de leveduras e por isso restringe a descoberta de
muitos micro-organismos (NAVARRETE, 2009). Com a evolucdo das técnicas
moleculares, permitiu a possibilidade de chegar a identificacdo mais precisa e rapida de
espécies por analise do seu material genético.

Uma grande ferramenta usada € a técnica de reacdo de cadeia da polimerase, a
PCR. Por meio de uma pequena por¢do de DNA do isolado podemos amplificar
sequéncias de interesse em milhdes de copias (KONEMAM, 2001). Seus resultados
possuem um maior poder de verificacdo da identidade microbiolégica em menor tempo
e conseguem detectar micro-organismos que ndo sdo normalmente cultivaveis em meios
tradicionais (BUSH e NITSCHKO, 1999).

Para estudos de diversidade de leveduras pode ser usada a amplificacdo do DNA
por PCR utilizando oligonucleotideos especificos “Microsatellite-Primed” ou MSP-
PCR. Essa técnica consiste na utilizacdo de um conjunto de marcadores microssatélites
que funcionam como iniciadores de PCR flanqueados por sequéncias repetidas. Sua
amplificacdo é baseada em regides repetitivas em tandem (MEYER E MITCHELL,
1995). Por ser um marcador codominante e multialélico é considerado bem informativo.
As escolhas dos primers ou iniciadores sdo decisivas para a boa reprodutibilidade da
PCR. Os mais usados sdo (GTG)s, (GAC)s, (GACA)s e devido a grande capacidade de
deteccdo de polimorfismos podendo ser usado para uma grande gama de organismos
(BASILIO, 2008). Os resultados irdo geram uma “digital” de cada isolado que recebe o
nome de fingerprint, revelando diferentes padrdes de bandeamento especificos de cada

espécie.
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Trabalhos desenvolvidos por SPERANDIO (2012) com leveduras de frutos do
cerrado demonstraram que esta metodologia MSP-PCR produz resultados répidos.
Outro exemplo de aplicacdo dessa metodologia foi o estudo de leveduras nos lagos da
Patagonia, colaborando com a descoberta da diversidade de leveduras deste ambiente
levando a 90% da identificacdo de seus isolados (LIBKIND, 2003). RAMIREZ
CASTRILLON (2013) conseguiu descriminar diversidade de leveduras associada a
vinhos na regido sul do Brasil. Para fazer a identificacdo de espécies de leveduras é
muito utilizado o DNA ribossomal (rDNA), pois apresenta partes codificantes e ndo
codificantes. Outro fator importante desta escolha € que o ribossomo estd presente em
todos os seres eucariotos, respeitando a origem monofilética (VALENTE, 1999). O
rDNA esta organizado em agrupamentos na disposi¢do 5°-3° conforme a Figura 1. O
gene 18S- regido espacadora externa (ETS), gene 5.8S- regido espacadora interna
(ITS1), 5S — regido espacadora interna (ITS2) e o0 gene 26S. Para estudo de analise de
filogenia taxonémica é utilizado a regido D1/D2 presente no gene 26S do rDNA
(Figura 1) por apresentar regibes mais conservadas conseguindo somente essa regiao
identificar grande gama das leveduras (HAMAMOTO, 2002 e KURTZMAN &
ROBENETT, 1998). A regido ITS 1 e ITS 2 sdo menos conservadas sendo usada para

diferenciar espécies mais relacionadas.
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Figura 1: Regides codificadoras do rDNA- Fonte: MICTHELL E ZUCARO, (2006).

Amostras da mesma espécie apresentam, no maximo, trés nucleotideos
diferentes (0-0,05%), enquanto aquelas que apresentarem seis ou mais substituicdes em
bases nucleotidicas (1%) sdo consideradas espécies diferentes (KURTZMAN e FELL,
2006). A regido D1/D2 ja possui muitos exemplares sequenciados e suas sequéncias
depositados em bancos de dados disponiveis na internet, como o Genbank e MycoBank
servindo como referéncia de comparacéo para fazer identificacdo e também permitindo
a descoberta de novas espécies (FELL, 2000, KURTZMAN e ROBNETT, 1998).

Essa abordagem estd mudando conceitos na taxonomia de leveduras. Por causa
das informacdes baseadas no DNA estdo ocorrendo novas propostas de classificaces
em varios niveis taxondmicos, reclassificacdo de espécies e descobertas de novas
espécies (CANHQOS, 2001). Trabalhos como de FELL (2000) mostram a necessidade de
remanejamento de leveduras basidiomicéticas distribuidas entre as trés principais linhas
filogenéticas do filo Basidiomycota ap0s analisar o resultado das sequéncias D1/D2.
Podemos usar como exemplo o trabalho de JINDAMORAKOT (2004), que conseguiu
identificar trés novas espécies do género de Candida a partir do género Pichia. Estudos

de VALENTE (2012) ap6s a confirmacdo de diferencas entre nucleotideos em D1/D2
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prop6s a criacdo de um novo género Bandoniozyma sendo que estas espécies faziam

parte, anteriormente, do género Bulleromyces.

3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia e a diversidade de leveduras em frutos nativos do cerrado
e 0 poténcial destes isolados na producdo de enzimas proteases, amilases,

pectinases e celulases.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a ocorréncia e contagem de leveduras em frutos do cerrado por meio de

técnicas tradicionais de cultivo.

e Analisar a diversidade de leveduras por meio de técnica molecular de

MSP/PCR.
e ldentificar isolados utilizando do sequenciamento do gene 26S rDNA,
e Testar a capacidade de leveduras isoladas em produzir enzimas proteases,

amilases, pectinases e celulases.

25



4-MATERIAL E METODOS

4.1 - LOCAL, FRUTOS E COLETA

Os frutos foram colhidos no municipio de Arinos ( Figura 2) e regides adjacentes
cuja sua localizagdo compreende de 15° 55° 01” S longitude: 46° 06° 20” W latitude,
altitude: 509 m e 4rea: 5338,5 Km? situado na regi&o do Noroeste de Minas Gerais. Este
municipio esta totalmente inserido no cerrado brasileiro. As amostras foram coletadas
no periodo de marco a agosto de 2014. Alguns dos frutos usados no estudo foram
cedidas pela COPABASE (Cooperativa de Agricultura Familiar Sustentavel com Base
na Economia Solidaria) sendo araticum (Annona crassiflora), mangaba (Hancornia
speciosa) e pequi (Caryocar brasiliense). Outras fontes de coleta ndo foram descartadas
visto que nem todos os frutos de interesse no trabalho estavam disponiveis pela
cooperativa. Os frutos cagaita (Eugenia dysenterica), caju do cerrado (Anacardium
humile) e araca (Psidium cattleyanum), foram cedidas por moradores da cidade e
recolhidos em seus proprios quintais. Os frutos pitomba (Talisia esculenta), lobeira
(Solanum lycocarpum), coquinho azedo (Butia capitata), jatoba do cerrado (Hymenaea
stigonocarpa), buriti (Mauritia flexuosa) em distritos pertencentes a cidade, como Vila
Bom Jesus a 56 km de distancia da cidade. O maracuja do cerrado (Passiflora
cincinnata) e coco guariroba (Syagrus oleracea) em outro distrito da cidade chamado
Morrinhos localizados a 33 km. As coletas respeitaram o calendario de producéo dos
frutos ja que eles amadurecem em épocas diferentes no decorrer do ano. A Tabela 2
mostra as coordenadas e locais onde foram colhidos os frutos hospedeiros com suas

respectivas datas de coletas.
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Tabela 2: Fruto hospedeiro, localizacdo, coordenadas geogréficas e datas de coletas.

Coordenadas

Fruto Hospedeiro Localidade Geogréficas Data da coleta
araticum Cidade Arinos 15°55' 01" S e 46° 6' 20" W 14/03/2014
mangaba Cidade Arinos 15°55'01" Se 46° 6' 20" W 14/03/2014
pequi Cidade Arinos 15°55' 01" Se 46° 6' 20" W 15/03/2014
cagaita Cidade Arinos 15°55'01" Se 46° 6' 20" W 12/10/2014
caju do cerrado Cidade Arinos 15°55'01" Se 46° 6' 20" W 08/08/2014
araca Cidade Arinos 15°55' 01" Se 46° 6' 20" W 28/03/2014
pitomba Distrito Vila Bom Jesus 15° 51' 20" S e 45° 43' 52" W 16/03/2014
lobeira Distrito Vila Bom Jesus 15° 51' 20" S e 45° 43' 52" W 09/06/2014
coquinho azedo Distrito Vila Bom Jesus 15° 51' 20" S e 45° 43' 52" W 16/03/2014
jatoba do cerrado Distrito Vila Bom Jesus 15° 51' 20" S e 45° 43' 52" W 14/08/2014
buriti Distrito Vila Bom Jesus 15° 51' 20" S e 45° 43' 52" W 16/08/2014
maracuja do cerrado Distrito de Morrinhos ~ 16° 1' 12" S e 45° 58' 39" W 19/05/2014
coco guariroba Distrito de Morrinhos ~ 16° 1' 12" Se 45° 58' 39" W 30/03/2014

Cabeceira
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Formoso
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- .
%, _de Minas
3
%

Figura 2: Localizacdo do municipio de Arinos- Fonte: Marcelo X. Travassos.

Os frutos estavam sadios, com bom aspecto fisico, sem injdrias ou perfuracGes
(ver Figura 3 - A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, L, M e N). Todos estavam maduros

garantindo maior composi¢do de agucar e outras fontes bioenergéticas. Eles foram
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envolvidos por sacos plasticos para evitar contaminacgdes externas, acondicionados em
caixa de isopor e posterirormente encaminhados para o Departamento de Fitopatologia
da UNB (Universidade de Brasilia) e guardados na cadmara fria com a temperatura de 4
°C para manter as condi¢des fisicas dos frutos e evitar o processo de deteriorizagdo. Em
menos de 24 horas os frutos foram novamente verificados quanto suas condigdes fisicas,
selecionandos os melhores, fotodocumentados e lavados superficialmente com agua
destilada com o objetivo de retirar excessos de poeira e outros componentes que nao

fossem inerentes ao fruto. Em seguida o excesso de agua foi retirado com papéis toalha

descartaveis e deixados secar a temperatura ambiente.

od X . b

Figura 3: Frutos colhidos para analise:(A) maracuja do cerrado, (B) cagaita, (C) buriti,
(D) jatoba do cerrado, (E) lobeira, (F) pequi, (G) araticum, (H) araca, (I) coquinho
azedo (J) coco guariroba, (L) mangaba, (M) pitomba e (N) caju do cerrado.
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4.2- ISOLAMENTO DE LEVEDURAS EM MEIO DE CULTURA

Apbs passarem pela etapa de selecdo, pedacos do frutos foram retirados e
macerados e posteriormente pesados na quantidade de 10 gramas em uma balanca de
precisdo. Foram distribuidas em 90 ml de &gua peptonada a 0,1 %, com trés repeticdes.
Os erlenmeyer foram levados ao homogenizador por 30 minutos com agitacdo de 150
rpm com a temperatura de 29°C para melhor dilui¢do das polpas. A diluicdo seriada foi
de 10%, 10? e 10® com trés repeticdes cada. A solucdo foi plaqueada com 100
microlitros espalhados homogeneamente com uma alga de Drigalski em placas de Petri
no meio solido MYGP (Malt Yeast Glucose Peptone) adicionando dois tipos de
antibiéticos: clorafenicol e estreptomicina (250 mL.L™) para impedir o crescimento de
bactérias. O pH foi ajustado em 5,6 a 5,7 com auxilio de um peagametro. As placas
ficaram na B.O.D em temperatura de 29°C sendo avaliado o crescimento das leveduras
durante 4 dias. Estas etapas acima citadas estdo ilustradas na Figura 4.

ApoOs o periodo de incubacdo foi realizada leitura das placas para verificar
crescimento das leveduras, caracteristicas morfoldgicas e determinacdo do Numero de
Unidades Formadoras de Col6nias UFC/g das 3 repeticGes sendo seu resultado expresso

por uma média entre as trés medicdes.
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Figura 4. Metodologia de isolamento de leveduras em frutos do cerrado. O processo
inicia no fruto em natura e finaliza com o isolamento da levedura.

4.3 - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

As caracteristicas fenotipicas analisadas foram, aspecto, cor, contorno, borda,
superficie, perfil, tamanho, de acordo com DIAS (2010).

Para armazenamento dos isolados foram cultivados em meio MYGP liquido.
Foram identificados com seus codigos e armazenadas em duplicatas a -80°C em
criotubos com 700 microlitros de MYGP liquido com os isolados acrescidos 300

microlitros de glicerol a 50%.
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4.4 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE LEVEDURAS POR
DETERMINACAO DE POLIMORFISMO DE REGIOES DE
MICROSATELITES

Apos a caracterizacdo morfoldgica dos isolados, foram submetidos a processos
de extracdo de DNA conforme protocolo modificado de KURTZMANN & FELL
(1998). Foi utilizado um tampéo de extracdo - 200mM Tris-HCI, 250mM NaCl, 25mM
EDTA pH 8, 0,5% SDS, combinado com microesferas de vidro. A confirmacgédo da
qualidade da extracdo do DNA foi feita por eletroforese em gel de agarose 1% corado

com brometo de etideo.

Na reacdo de polimerizagio da MSP-PCR foi utilizado inicialmente o0s
iniciadores GTGs e M13 sendo escolhido 0 GTGs devido a melhor resolucdo nos
resultados dos testes de amplifica¢bes iniciais. As reacGes ocorreram em microtubos
sendo que cada um com volume final de 12,5 pL, de 10-20 ng de DNA, 20 pmol de
primers iniciadores, 2,5 L de tamp&o 5x (Promega®), 0,2 mM dNTPs a ( dATP, ACTP,
dGTP, dTTP), 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl, e agua
desionizada (Milli-Q) esterilizada para completar o volume final. A programacdo no
termociclador foi de 94 °C desnaturacdo num tempo de 5 minutos, seguidos de 35 ciclos
de 94 °C por 45 segundos, 55 °C por um minuto, 72°C por 45 segundos e como
extensdo final 72 °C por 6 minutos. A eletroforese foi feita com gel de agarose com a
concentracdo de 1,2 % e sua corrida com voltagem de 70 V, amperagem de 400 A em
um tempo de 4 horas. Posteriormente foram reveladas por fotodocumentador L-P1X Sti

da marca Loccus Biotecnologia.

Para gerar os agrupamentos resultantes da MSP-PCR foi usado o programa

computacional Bionumerics®, utilizando a média de similaridade UPGMA (Unweighted
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Pair Groups Method using Arithmetic Averange) e o Coeficiente Dice para calculo de

similaridade.

4.5 - PCR E SEQUENCIAMENTO DO DOMINIO D1/D2 DO rDNA

Os representantes de cada grupo gerados pelo MSP-PCR, foram amplificados
utilizando os dois iniciadores 0 NL1(5> GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 3") e
NL4 (5 GGTCCGTGTTTCAAGAGGG 3’) (KURTZMAN & ROBNETT, 1998).
Cada fragmento gerado tem um tamanho de aproximadamente 600pb da regido
ribossomal 26S. A reagdo desta PCR D1/D2 foi realizada com volume final de 50 pL.
As reacOes foram realizadas no termociclador com a programacdo de desnaturacao
inicial a 94°C por 1 minuto, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 52°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos, e extensdo final a
72°C por 10 minutos. Para cada reacédo foi utilizado um microtubo contendo 20-30 ng
de DNA molde, 20 pmol de cada primer ( NL1 e NL4), MgCI2 1,5 mM e 0,2 mM
dNTP’s (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), tampdo 10X 2,5 uL, a enzima Tag-polimerase
da Invitrogen® com 0,5 pL completando com agua Milli-Q. Os resultados gerados pela
PCR foram verificados em eletroforese em gel de agarose 1,2% utilizando o marcador

DNA Low Mass Ladder da Invitrogen®.

A enzima Exo-Sap foi utilizada para tratamento dos amplicons gerados pela
PCR do D1/D2 e posteriormente enviados para sequenciamento na Universidade
Catolica de Brasilia (UCB) localizada em Brasilia - DF onde o processo foi realizado de
acordo com a metodologia de Sanger utilizando o sequenciador AB13130xI da Applied

Biosytems®.
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4.6 - ANALISE FILOGENETICA

Para analisar e editar as sequéncias foi utilizado o programa computacional
BIOEDIT versdo-7.1.3.0 e pareadas com as sequencias depositadas no banco de dados:
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para gerar as arvores filogenéticas foram
escolhidas as sequencias dos bancos de dados que tinham melhor cobertura génica e
mais de 95% de identidade, E-value, parametro de propabilidade entre duas sequéncias
alinhadas ao acaso, com valor de zero ou negativo e porcentagem de cobertura acima de

95%.

O alinhamento e construcdo das arvores filogenéticas foram feitos pelo
programa de informatica MEGA 6 utilizando o método de Maxima Verossimilhanca e

teste de bootstrap de 1000 replicatas (TAMURA, 2011).
4.7 - CAPACIDADE DE PRODUCAO ENZIMATICA

Para verificacdo das enzimas produzidas pelas leveduras foi utilizado a
metodologia modificada de SOUZA (2008), associada com a de LANDELL (2009). As
leveduras foram replicadas em meio liquido MYGP (Malt Yeast Glucose Peptone)
numa temperatura de 29 °C até que atingiram a concentracdo de 10° células/mL
verificadas por contagem em Camara de Newbauer. Com essa concentracdo foram
inoculadas em cup plates “orificios” com didmetro de 6mm como mostra a Figura 5 em
triplicata em meios especificos para cada tipo de teste enzimatico conforme descrito no
Anexo 1. Foram encubadas em B.O.D por 24h para realizacdo da leitura. Apos este
periodo as placas foram lavadas com iodo 0,1 N para analise da amilase, vermelho do
Congo 0,1% para andlise da celulase e &cido cloridrico 5 N para analise da pectinase. Os

testes de protease ndo foi necessério nenhuma substancia reveladora. A producédo
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enzimatica foi verificada por formacdo de halos que foram medidos com paquimétro

sendo seus resultados expressos em mm.

Figura 5: Testes enzimaticos de pectinase (A), amilase (B), proteinase (C) e celulase (D)
dos isolados de leveduras em frutos do cerrado.

Para caracterizacdo quantitativa das enzimas produzidas foi atribuido o seguinte
parametro de classificacdo: auséncia enzimatica, presenca enzimatica com halo até 19

mm e forte presenca enzimatica com halo >20 mm.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1-ISOLAMENTO DE LEVEDURAS

No resultado de UFC/g de fruto, os isolados de coco guariroba apresentaram um
maior nimero de col6nias se comparado com os outros frutos com 7,2 X 10* UFC/g, na
sequéncia, temos 0 coquinho azedo com 5,8 x 10° UFC/g e, em terceiro, o caju do
cerrado com 2,2 x 10® UFC/g. O pequi, a pitomba e a cagaita > 1,0 X 10* UFC/g.
Alguns frutos ndo apresentaram crescimento de col6nias como ocorreu com o buriti,

maracuja do cerrado, jatoba do cerrado e a lobeira. Os resultados estdo demonstrados na

Tabela 3.

Tabela 3: Contagem de unidades formadoras de colonias por grama de fruto (UFC/g) de

leveduras isoladas de frutos em MYGP.

Fruto

Araca
Araticum

Buriti

Cagaita

Caju do cerrado

Coco guariroba

Coquinho
Jatoba do cerrado

Lobeira

Mangaba
Maracuja do cerrado

Pequi
Pitomba

UFClg
2.4 X 10°

4,4 X 10°
N/C
>1,0 X 10!

22X 10°
7.2 X 10*

58 X 10°
N/C
N/C

5,8 X10?
N/C

>1,0 X 10!
>1,0X 10"

N/C - Néo houve crescimento
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Entre os frutos houve diferenca na quantidade de isolados e nas morfologias. Os
frutos que apresentaram maiores diversidades morfologicas e quantitativas foram
coquinho e araticum, os que apresentaram menor diferenca foram cagaita, pitomba e
caju e, moderada variabilidade e quantidade ficaram os frutos pequi, coco guariroba,

mangaba e araga.

O caju do cerrado foi um dos frutos com maior UFC/g, mas apresentou pouca
variabilidade morfoldgica, sendo que a quantidade de isolados ndo esta relacionada com
a diversidade. Os fatores que selecionam a comunidade de leveduras no fruto séo
primeiramente, a oferta de carboidratos, proteinas e lipidios e, consequentemente, as
enzimas produzidas capazes de degradar estes substratos para converter em energia para

0 micro-organismo (TRINDADE, 2001).

Nos frutos lobeira, maracuja do cerrado, jatoba do cerrado e buriti ndo houve
crescimento de leveduras sendo o processo repetido para confirmagdo. N&o foi
encontrado estudos na literatura que tiveram o objetivo de elucidar a ocorréncia de
leveduras em jatoba no cerrado e maracuja do cerrado sendo estes 0s primeiros
resultados documentados. Os motivos desta auséncia de crescimento ndo parece estar
ligado ao substrato oferecido as leveduras, pois a lobeira apresenta grande quantidade
de carboidrato e o buriti de lipidio (Tabela 1). Ha poucos trabalhos relacionados com
micro-organismo ao fruto de lobeira. VIEIRA (2014) conseguiu isolar actinomicetos e
bactérias, mas ndo fungos e leveduras em frutos frescos de lobeira. O jatoba do cerrado
pode ser explicado pelo fato dele produzir substancias que inibem o crescimento tanto
de bactérias como de leveduras. SOUZA (2008) constatou a capacidade antifungica do
extrato bruto do jatoba do cerrado sobre as leveduras Cryptococcus neoformans e

Malassezia spp. Trabalhos como de BATISTA (2012) mostraram a capacidade
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inibitoria do 6leo de buriti diante de bactérias em feridas de ratos e meios de cultura
sendo usado como bactericida, porém nao houve teste com fungos. Outro problema que
pode ter influenciado no resultado foi a metodologia aplicada visto que o fruto buriti €
muito rigido prejudicando o processo de diluicdo ao meio dificultando o acesso as
leveduras. GALVAO (2010) fez testes com maracuja - Passiflora edulis (maracuja
amarelo) e inibiu em até 16% o crescimento de Candida albicans demonstrando que
este possui uma baixa capacidade antifungica. Apesar de ndo ser da mesma espécie, 0
maracuja amarelo pertence a0 mesmo género que o maracuja do cerrado, podendo ter

algum composto em comum que iniba o crescimento das leveduras.

De acordo com as caracteristicas fenotipicas foram isoladas no total de 108 na
qual 23 ndo foram possiveis de serem recuperadas restando 85 isolados. Dentre os 85
isolados estavam divididos em: araticum -17 isolados (ARA); coquinho azedo - 21
(COQ); mangaba- 9 (MAN); pitomba- 5 (PIT); pequi-11 (PEQ); coco guariroba -7
(GUA); araca- 9 (ARAA), cagaita- 3 (CAG) e caju do cerrado com também 3 isolados

identificados com CAJ (tabela 4).

Tabela 4: Distribuicéo de isolados por fruto hospedeiro

Fruto Isolado Quantidade
araca ARAA 9
araticum ARA 17
cagaita CAG 3
caju do cerrado CAJ 3
coquinho azedo COQ 21
coco guariroba GUA 7
mangaba MAN 9
pequi PEQ 11
pitomba PIT 5
Né&o recuperadas 23
Total 108
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5.2-CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E AGRUPAMENTO POR
DENDOGRAMA.

O aspecto mais identificado entre as leveduras foi a pastosa, com 57 isolados no
total. Em segundo lugar, com 22 isolados, a mucosa e 6 secas. 100% dos isolados da
mangaba e araticum apresentaram caracteristica pastosa. J& 0 coco guariroba teve na sua
totalidade leveduras mucosas. A cor ficou relativamente dividida em duas: 43 beges e
34 brancas. O restante ficou distribuido em 3 rosas e 5 salmdo. SPERANDIO (2012)
obteve resultados parecidos com isolamento de leveduras em 5 frutos do cerrado na qual
isolou em sua maioria colonias de leveduras de cores brancas e beges. Segundo
KURTZMAN (2011) a cor pode nos dar uma dire¢cdo em alguns casos de classificacao,
visto que leveduras vermelhas, laranja ou amarelo sdo caracteristicas marcantes de
alguns géneros como Phafia, Rhodosporidium e Sporiodiobolus, mas a grande a maioria

das leveduras apresenta cor branca e bege.

Outras caracteristicas avaliadas como contorno: 52 circular e 33 irregular,
superficie: 49 lisas, 21 ondulada, 7 crenadas, 3 lobuladas e 5 filamentosa. Outro aspecto
analisado na morfologia foi a borda, pois em sua maioria apresentou estrias concéntricas
com 52 amostras, o restante foi dividido em 29 com estrias radiais, 3 com vales radiais e
uma granulosa. O perfil obteve o resultado de 34 isolados lisa concéntrica com cume
central seguida de 23 achatada, 17 lisa convexa, 5 lisa cdncava, 4 crateriforme com
pregas centrais e 2 lisa crateriforme. Quanto ao tamanho dos isolados a maioria era
grande com 65 isolados (acima de 5 mm) seguido de 15 médias (2 a 5 mm) e apenas 5

pequenas (2mm).

As caracteristicas morfologicas supracitadas ajudam na identificacdo dos
isolados e também um dos primeiros passos para o descobrimento de novas espécies,

porém ndo sdo muito confiaveis, pois sofrem interferéncias do ambiente, como tipo de

38



meio, pH, temperatura e substrato energético, que podem modificar a morfologia das

col6nias e confundir o resultado.

O programa PAST 2.17 gerou um dendograma com caracteristicas morfol6gicas
semelhantes. O resultado demonstra a formagdo de 12 agrupamentos (Figura 6). Este
dado pode indicar que leveduras semelhantes estdo colonizando frutos diferentes. O
dendograma baseado em caracteristicas morfolégicas também nos fornece a dimensao

da variedade de leveduras encontrada nos frutos do cerrado.
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Figura 6 : Dendograma de similaridade morfologica de acordo com DIAS (2010), feito
no programa Past 2.17, utilizando o coeficiente Jaccard de similaridade. Foram gerados
12 agrupamentos sendo destacados de vermelho.
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5.3 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS

Os resultados do MSP-PCR confirmam a variedade de leveduras encontradas
nos frutos e sua eficiéncia em estudos de biodiversidade em substratos ambientais. Seus

resultados estdo demonstrados nos anexos de 2 a 8.

A andlise molecular por perfis eletroforéticos € muito importante, visto que
apenas por analises morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas podem confundir muito e
ndo ser conclusivas. Isso foi discutido no trabalho de SANTOS (2006), no qual foi
relatada a dificuldade de diferenciar leveduras fermentativas usadas em bebidas, sendo
como Saccharomyces cerevisiae, S. paradoxus, S. bayamus, S. cariocanus, S. mikatae e
S. kudriavzevii, utilizando MSP-PCR para diferencia-las. Os resultados da MSP-PCR
dos isolados dos frutos foram submetidos ao programa Bionumercs®. Seus resultados
ndo foram elucidativos formando apenas 5 agrupamentos como podemos observar as

Figura 7.
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Figura 7: Dendograma de similaridade dos isolados de leveduras dos frutos do cerrado
com o resultado dos MSP-PCR. A anélise foi gerada com o algoritimo UPGMA e

coeficiente de Dice. Foram formados 5 agrupamentos destacados em vermelho.
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Figura 7— continuagdo: Dendograma de similaridade dos isolados de leveduras dos
frutos do cerrado com o resultado dos MSP-PCR. A analise foi gerada com o algoritimo
UPGMA e coeficiente de Dice.

Uma das explicacdes seria que a técnica de MSP-PCR € muito sensivel, e pode
gerar perfis diferentes dentro da mesma espécie (GADANHO, 2003). MOREIRA
(2015) em seu trabalho com isolamento de leveduras de solo impactado com mineracao
também chegou a mesma conclusdo tendo dificuldade de agrupar seus isolados por
perfis eletroforéticos. Devido este resultado ndo satisfatorio todos os isolados foram

preparados para o sequenciamento do rDNA 26S.
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5.4 RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO

Os resultados do sequenciamento de nucleotideos de rDNA foram utilizados

para construir as arvores filogenéticas conforme demonstrada nas Figuras 8 e 9.

MAN10
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€0Q39

93} CANM

CAG4

Bandoniozyma complexa GU321090.2

Bandoniozyma aquatica KF170371.1
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100 CoQ41
100{COQ42
Cryptococcus flavescens LK023746.1
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L Cryptococcus laurentii KC798409.1
I—ARA25
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Rhodotorula mucilaginosa KP298014.1
%1 cogss
GUAL0
ARA23
100 Rhodosporidium babjevae IN214498.1
Rhodotorula glutinis KF488773.1
Rhodotorula graminis KJ507282.1
ARAA17
COQ59
i Rhodosporidium diobovatum KC442275.1

Schizosaccharomyces pombe GU319988

—
0.05

Figura 8: Arvore filogenética de leveduras basidiomicéticas criada pelo programa Mega
6 baseado no sequenciamento da regido D1/D2 do gene 26S. Metodologia aplicada para
construcdo da arvore: Maxima verossimilhanca e teste de bootstrap com 1000
replicatas. Foi utilizado como grupo externo Schizosaccaromyces pombe.

44



Debaryomyces nepalensis JX068681
PEQ16

76|C0Q24

CAJ3

ARA21

COQ18

61| ARA26

COQ64

Debaryomyces fabryi KP263777
Debaryomyces hansenii LN849088
[ 'ARAL2

PEQ18

C0Q29

FARAL3

coQ3

Lodderomyces elongisporus KF830177
PIT2

PIT3

PIT4

- Candida natalensis KJ794716
ARAA12
93

COQ55
ARAA9
Candida oleophila KF830179
— "3an|coQs2
PEQ5
34{ COQ56
MAN7

37

MAN4

L— |~ MAN2
CAJ2
C0Q35
50 || CAG1
ARA6
ARA22
ARA18
. a7
| COQ66
GUA2
Meyerozyma caribbica KP797883

Meyerozyma guilliermondii KM885980
PEQ3
PEQ7

Figura 9: Arvore filogenética de leveduras ascomicéticas criada pelo programa Mega 6
baseado no sequenciamento da regido D1/D2 do gene 26S. Metodologia aplicada para
construcdo da arvore: Maxima verossimilhanca e teste de boostrep com 1000 replicatas.
Foi utilizado como grupo externo Rhodorula muciloginosa.
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Figura 9 — continuacdo: Arvore filogenética de leveduras ascomicéticas criada pelo
programa Mega 6 baseado no sequenciamento da regido D1/D2 do gene 26S.
Metodologia aplicada para construcdo da arvore: Maxima verossimilhanga e teste de

boostrep com 1000 replicatas.
muciloginosa.

Foi

utilizado como grupo externo Rhodorula
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A érvore de basidiomicetos englobam 17 isolados sendo divididos em 5 géneros:
Bandoniozyma, Cryptococcus, Pseudozyma, Rhodotorula e Rhodosporidium. Os
isolados que estdo agrupados no clado Bandoniozyma (MAN10, PEQ8, COQ34 e
CAG4) apresentaram 99% de bootstrap, o clado Cryptococcus (ARAA2, ARAAS3,
COQ41, COQ42 e GUA3) com 100% de bootstrap, Pseudozyma (ARA25) com 100%
de bootstrap, Rhodotorula muciloginosa (COQ35, GUA10 e ARA23) com 99% de
bootstrap e Rhodosporidium diobovatum (ARAAL17 e COQ59) com 87% de bootstrap.
Entretanto podemos concluir a nivel de espécies apenas o0s clados do género
Cryptococcus, Pseudozyma, Rhodotorula e Rhodosporidium. O clado de género
Bandoniozyma nos remete a informacao de classificacdo apenas no nivel taxondmico de
género porque apresentam politonia havendo a necessidade de sequenciar no caso a ITS
(FELL et al., 2000). O clado onde os isolados se agruparam ao género Cryptococcus
podem ser classificados como Cryptococcus flavescens devido seu alto valor de suporte
de bootstrap (100%) e estes isolados ndo se associam a outros membros do género. O
ARAZ25 identificou com Pseudozyma aphidis (100% de bootstrap), ARAA17 e COQ59
com Rhodosporidium diobovatum (87% de bootstrap) e GUA18, COQ35, GUA1O0 e

ARA23 com Rhodotorula muciloginosa (99% de bootstrap).

O outro grupo de leveduras, ascomicéticas, representaram a maioria dos isolados
dos frutos hospedeiros com 67 leveduras distribuidos em 9 géneros: Meyerozyma,
Candida, Debaryomyces, Wickrhamomyces, Hanseniaspora, Pichia, Issatchenkia,
Eremothecium e Lodderomyces. A diferenca encontrada entre espécies presentes nos
dois filos ja era esperado, visto que as amostras analisadas continham em maior
proporcao de partes da polpa dos frutos sendo essa regido rica em fontes de carboidratos
de mais simples assimilacéo caracteristicas de colonizagdo dos ascomicetos. Como néo

foi feita a desinfeccdo superficial, pode ocorrer isolamento de leveduras localizadas no
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filoplano geralmente colonizadas por leveduras basidiomicéticas. Alguns trabalhos
destacam essa diferenca espacial, MAUTONE (2008) analisou apenas o filoplano de
folhas de figueiras e obteve o resultado de 45 espécies: 8 ascomicéticas e 38
basidiomicéticas. TRINDADE (2002) analisou a ocorréncia de leveduras em frutos
maduros e polpas congeladas de pitanga, mangaba, umbu e acerola chegando a isolar 42
espécies ascomicéticas e 28 de basidiomicéticas.

Na arvore de ascomicéticas podemos observar que o género Wickerhamomyces
possui duas identificacbes: uma com o isolado MAN3 bem relacionado com
Wickerhamomyces rabaulensis com valores de bootstrap de 98% e Wickerhamomyces
anomalus com o isolado ARA9 com 70% de bootstrap. Outro clado bem suportado foi
Lodderomyces elongisporus que obteve 6 isolados: ARA13, COQ29, COQ3, PIT2,
PIT3 e PIT4 sendo que estes tiveram um suporte de 96%. O COQ18 esta bem proximo
filogenéticamente porém ndo foi o suficiente para agrupar neste clado. Outro clado em
que ha necessidade de sequenciamento de ITS foi o do género Meyerozyma. Este género
é recente, criado em 2010 (KURTZMAN e SUZUKI, 2010) para resolver o problema de
duas espécies Pichia guilliermondi e Pichia caribbica que ndo se relacionava em seu
grupo de origem. Sdo espécies muito proximas filogeneticamente dificilmente separadas
com a informacdo de apenas uma regido génica. O MAN4 esta relacionado a este clado
porem o resultado de sequenciamento ficou curto prejudicando o pareamento deste
isolado. O género Candida teve o maior numero de isolados relacionados. A Candida
natalensis com COQ55 e ARAA12 (bootstrap 98%), C. oleophila - ARAA9, COQ52 e
PEQ5 (bootstrap 91%), C. easanensis - COQ2, GUA16 e ARAS5 (bootstrap 99%), C.
intermedia - PIT5 (bootstrap 100%) e C. suratensis — CAG2 e COQ37 (bootstrap
100%). Com 8 representantes ficou o género Issatchenkia terricola com os isolados:

MAN1, MA11, MAN9, ARAA4, ARAAS5, COQ46, COQ63 e PEQ1 com valores de
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bootstrap de 69%. O género de Hanseniaspora veio com 4 espécies: Hanseniaspora
occidentalis com PEQ14 (99% bootstrap), Hanseniaspora opuntiae com os isolados
PEQ9, GUA5 e ARA28. Os isolados ARA1l, ARA16, MAN12, GUAS8, COQ13,
ARAA16, ficaram apenas na identificacho de género pois agruparam com
Hanseniaspora uvarum e H. meyeri também ndo sendo possivel chegar a espécie por
apenas uma regido génica. Os isolados PEQ16, COQ24, CAJ3, ARA21 e PEQ18 foram
agrupados no clado Debaryomyces nepalensis com 75% de bootstrap. Como ocorreu no
caso anterior ndo foi possivel de chegar ao nivel de espécies os isolados ARAZ26,
COQ64 e ARAL2, pois ocorreu politomia neste ramo havendo também a necessidade
de buscar mais informacéo na regido de ITS. A espécie Pichia myanmaensis agrupou 0s
isolados ARA3, ARAAIL5, COQ40 e COQ61. Os isolados, COQ56 e MAN7 se
mostram préximas filogeneticamente mas também ha necessidade de sequenciar outra
regido génica para identificacdo estes isolados. E o clado Eremothecium sinecauda
agrupou com PIT1, PEQ2 e COQ11.

A partir do pareamento com as sequéncias do Genebank foram encontradas as

seguintes espécies mais relacionadas filogeneticamente de acordo com a Tabela 5.
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Tabela 5: Resultado da identificagdo des
pareamento com o banco de dados Genebank.

leveduras em frutos do cerrado pelo

Cod. Isolados Analogo Filogenético Genebank Cobertura%  E.value Indentidade %
PEQ3, PEQ7, GUA2, COQ66, ARAG, Meyerozyma
ARA18, guilliermondii KM822611.1 100 0.0 99
ARA22, CAG1, COQ35,CAJ2e Meyerozyma
MAN?2 caribbica KP797883.1 100 0.0 99
CAG2 e COQ37 Candida suratensis AB500863.1 100 0.0 100
PEQ16, COQ24, CAJ3, ARA21 e Debaryomyces
COQ18 nepalensis JX06868.1 100 0.0 100
ARA26, COQ64 e ARAL2 Deb?;%?;?yces KP263777.1 100 0.0 99
Debaryomyces | \g49088.2 100 0.0 100
hansenii
PEQ 18, COQ29, ARA13, COQ3, Lodderomyces
PIT1, PIT2 e PIT4 elongisporus KF830177.1 100 0.0 95
ARAA12 e COQ55 Candida natalensis KJ794716.1 100 0.0 99
ARAA9, COQ52 e PEQ5 Candida oleophila KF830179.1 100 0.0 100
Candida
COQ2, GUA16 e ARAS easanensis AY634571.1 100 0.0 99
PITS Candida KF830176.1 100 0.0 99
intermedia
MAN3 Wickerhamomyces  \pasases 99 0.0 100
rabaulensis
Wickerhamomyces
ARA9 anomalus KM978209.1 100 0.0 99
Pichia
ARA3, ARAAL5, COQ40 e COQ61 myanmmaensis AB126678.1 100 0.0 99
COQ11, PEQ2 e PIT1 Eremothecium 13391 1 100 0.0 99
sinecauda
Hanseniaspora
PEQ12 occidentalis JX103176.1 100 0.0 100
Hanseniaspora
PEQ9, GUA5 e ARA28 opuntinae EU386744.1 100 0.0 99
ARAA16, MAN12, ARA11l, ARA1S6, Hansenlas_pora FM200338 100 00 99
GUAS, meyeri
PEQ14 e COQ13 Ha”j\fg;ﬁfﬁora KM978209.1 100 0.0 100
MA11, MAN9,ARAA4, ARAAS, Issatchenkia
COQ46, terricola KJ506735.1 99 0.0 100
COQ63, MAN1 e PEQ1
MAN10, PEQS8, COQ39, CAJ4, Bandoniozyma
CAGA complexa GU321090.2 100 0.0 99
Bandoniozyma \ r1203711 100 0.0 99
aquatica
Bandoniozyma \\\14617001 100 0.0 99
fermentans
ARAA2, ARAA3, COQ41, COQ42¢e Cryptococcus
GUA3 flavescens LK023746.1 99 0.0 100
Cryptococcus
laurentii KC798409.1 99 0.0 97
ARA25 Pseudozyma  Agg17899 1 99 0.0 98
aphidis
Rhodotorula
GUA18, COQ35, GUA10 e ARA23 mucilaginosa KP760069.1 99 0.0 100
Rhodosporidium
COQ59 e ARAALY diobovatum KC442275.1 99 0.0 99
Rhodotorula  \ ~1090791 100 0.0 99
glutinis
Rhodotorula 454708 1 100 0.0 99
graminis
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Os resultados obtidos de identificagdo de leveduras nos frutos araticum,
coquinho, pitomba, coco guariroba sdo inéditos. Usando esta metodologia de
identificagcdo em frutos do cerrado foi encontrado na literatura apenas dois trabalhos:
SPERANDIO (2015) estudando frutos murici e cagaita identificou por sequenciamento
do gene 26S as leveduras: Aureobasidium pullulans, Pseudozyma hubeiensis (cagaita) e
Meyerozyma sp., Cryptococcus nemorosus, Rhodotorula mucilaginosa, Pseudozyma sp.,
Pichia sydowiorum, Candida sp., Pichia hubeiensis , Meyerozyma guilliermondii em
murici. Neste fruto identificamos as leveduras Candida suratensis, Bandoniozyma
complexa e Meyerozyma guilliermondii mostrando outros tipos de espécies de leveduras
que habitam este fruto. ARAUJO (2015) que isolou leveduras em trés frutos do
cerrado: guavira, pinha e inga por meio dos quais conseguiu identificar espécies
Candida citri, Wickerhamomyces ciferrii, W. kudriavzevii, Meyerozyma caribbica e
Saccharomyces sp. Em ambos trabalhos acima citados apenas Rhodotorula

mucilaginosa foi identificado em comum dentre os 13 frutos estudados.

Algumas das leveduras identificadas ja foram encontradas em outros frutos.
PELLICCIA (2011) verificou, na superficie de macés e peras do Norte da Italia, apos
lavagem, a presenca de varias leveduras, Candida oleophila, Debaryomyces hansenii,
Hanseniaspora uvarum, Meyerozyma guilliermondii e Rhodotorula glutinis sendo a
predominante Meyerozyma guilliermondii. VILELA (2011) conseguiu encontrar 40
isolados de leveduras no fruto de Coffea arabica L. em processamento via seca e via
semisseca de café, estando presente Rhodotorula mucilaginosa. BEZERRA (2012)
isolou e identificou 13 espécies de leveduras de uvas e mostos: Cryptococcus

flavescens, Hanseniaspora uvarum, Issatchenkia terricola.
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Grande parte dos isolados ascomicéticos pertence ao género Candida com 11
isolados. TRINDADE (2004) em analise dos frutos umbu (Spondias tuberosa) e
mangaba (Hancornia speciosa), dois frutos encontrados no cerrado, verificou que as
espécies predominantes também pertenciam ao género Candida, fato esse que

proporcionou a descricdo de uma nova espécie: Candida sergipensis.

A grande maioria das leveduras estava presente em mais de um fruto hospedeiro
sendo encontrados 17 agrupamentos. Este resultado e bem maior do que o realizado
pelo programa Bionumercs® que teve apenas 5 grupos semelhantes. Os frutos estdo
localizados na mesma regido e podem ter contato com vetores que carreiam as
leveduras como vento, &gua, insetos e seus excrementos (TRINDADE, 2001 e
JINDAMORAKOT, 2004). As drosophilas s@o os principais vetores entre frutos
maduros ou em estado de apodrecimento (TRINDADE, 2002). ANGELIS (1983),
encontrou diferentes exemplares de espécies do género Candida, Rhodotorula e
Kloecker em ninhos de formigas Atta sexdens rubropilosa e Atta laevigata. Os fatores
citados podem ter contribuido para a colonizagdo da mesma levedura em mais de um
fruto.

Como comentado anteriormente agrupamento pelo Bionumercs® pode nédo ter
sido eficiente por causa dos diferentes perfis gerados nos perfis eletroforéticos dentro da

mesma espécie.

5.5 - RESULTADOS DOS TESTES ENZIMATICOS

Os resultados por isolado estdo demonstrados na Tabela 6. A metodologia
aplicada foi eficiente e mostrou a formacdo de halo caracterizando a acdo enzimatica

produzida por cada isolado.
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Tabela 6: Resultados de testes enzimaticos de isolados dos frutos do cerrado.

Fruto

€OCo guariroba
Cadigo
GUA?2

GUA3

GUAS5

GUAS8
GUA10
GUA16
GUA18

Pitomba
PIT1
PIT2
PIT3
PIT4
PIT5

Mangaba
MAN 1
MAN 2
MAN 3
MAN 4
MAN 7
MAN 9
MAN 10
MAN 11
MAN 12

Cagaita
CAG1
CAG?2
CAG4

Caju cerrado
CAJ2
CAJ3
CAl4

Amilase

)
)
(++)
)
(++)
)
)

Amilase
)

)

)

(++)

)

Amilase

Amilase
)
)
)

Amilase
)
)
)

Celulase

)
Q)
*)
Q]
*)
Q)
(++)

lulose

Celulose
)
¢)
¢)
)
¢)
)
(+)
¢)
)

Celulose
(+)
¢)
¢)

Celulose
)
¢)
)

Protease

*)
*)
Q)
Q)
(++)
Q)
*)

Protease
Q]
¢)
Q)
¢)
+)

Protease
)

Q)

Q)

)

Q)

)

Q)

(++)

Q)

Protease
)
(++)

(++)

Protease
Q)
¢)
)

Pectinase

(+)
(++)
)

Pectinase

~—

— N N N N N N N

Pectinase
)
)
*)

Pectinase
)
)
@)

(-) auséncia, (+) halo até 1,9 mm e (++) halo > 2,0 mm
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Continuacdo Tabela 7- Resultados de testes enzimaticos de isolados

dos frutos do

cerrado.

Fruto Amilase Celulose Protease Pectinase
Araticum

ARA3 ¢) (+) ¢) Q)
ARA5 Q) Q) Q) )
ARA 6 ¢) (+) ¢) Q)
ARA 9 ) ¢) ¢) Q)
ARA 10 ¢) ¢) ¢) Q)
ARA 11 ¢) ¢) ¢) Q)
ARA 12 Q) Q) Q) (+)
ARA 13 ¢) ¢) ¢) Q)
ARA 16 ¢) (+) ) +)
ARA 18 ¢) ¢) ¢) Q)
ARA 21 (+) ¢) ¢) +)
ARA 22 Q) (+) Q) Q)
ARA 23 ¢) ¢) (+) Q)
ARA 25 ) ¢) ¢) Q)
ARA 26 ¢) ¢) (+) (+)
ARA 28 (+) (+) ¢) Q)
ARA 31 Q) Q) Q) )
Pequi Amilase Celulose Protease Pectinase
PEQ 2 ¢) ¢) (++) ¢)
PEQ 3 ¢) (+) ¢) ¢)
PEQ 4 ¢) ¢) (+) ¢)
PEQ 5 (++) Q) (+) Q)
PEQ7 ¢) ¢) ¢) ¢)
PEQ 8 ¢) ) ¢) (+)
PEQ 9 ¢) (+) (++) )
PEQ 12 ¢) (+) (+) ¢)
PEQ 14 Q) Q) (++) Q)
PEQ 16 ¢) (+) (++) ¢)
PEQ 18 ¢) (+) ¢) ¢)
Araci Amilase Celulose Protease Pectinase
ARAA 3 (++) (+) Q) Q)
ARAA 2 (+) ¢) ¢) (+)
ARAA 4 ) ) ) Q)
ARAA 5 ¢) ¢) ¢) Q)
ARAA 9 ¢) ¢) (+) Q)
ARAA 12 Q) Q) Q) Q)
ARAA 15 (+) ¢) ¢) Q)
ARAA 16 (+) (+) (+) Q)
ARAA 17 ¢) ¢) (+) Q)

(-) auséncia, (+) halo até 1,9 mm e (++) halo > 2,0 mm



Continuacdo da tabela 7 - resultados de testes enzimaticos de isolados dos frutos do
cerrado

Fruto Amilase Celulose Protease Pectinase
coquinho

codigo

COQ 2 Q) ) Q) )
CcoQ3 Q) ) Q) )
COQ 11 (++) (++) (++) “)
COQ 13 Q) ) (+) )
COQ 18 Q) ) (++) )
COQ 24 Q) ) Q) )
COQ 29 Q) ) Q) )
COQ 35 Q) ) Q) )
COQ 37 Q) ) (+) (+)
COQ 39 Q) ) Q) )
COQ 40 Q) ) (+) )
CoQ 41 Q) ) Q) Q)
COQ 42 Q) ) Q) Q)
COQ 46 Q) ) Q) )
COQ 52 Q) ) Q) )
COQ 55 Q) (+) Q) )
COQ 59 Q) ) (+) (+)
COQ 61 Q) ) Q) Q)
COQ 63 Q) (+) (+) )
COQ 64 Q) ) (+) Q)
COQ 66 Q) ) Q) (++)

(-) auséncia, (+) halo até 1,9 mm e (++) halo > 2,0 mm

Do total dos 85 isolados, 54 produziram algum tipo das enzimas testadas, 29
apresentaram apenas uma enzima, enquanto 25 apresentaram no minimo duas. O fruto
em que seus isolados produziram maior quantidade de enzimas (celulase, pectinase,
protease e amilase) foi o coquinho azedo, com total de 18 isolados; em segundo, o pequi

e 0 aracd, com 14 isolados.

A figura 10 mostra a porcentagem de isolados produtores das enzimas celulase,

pectinase, protease e amilase destacando a protease ocupando 35% do total produzidas.
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Porcentagem de isolados produtores
das enzimas

AMILASE
a CELULASE
PROTEASE
a PECTINASE

Figura 10: Porcentagem de isolados de leveduras de frutos do cerrado produtores das
enzimas amilase celulase, protease e pectinase.

A pectina e um polissacarideo que faz parte da parede celular que vai
despolimerizando com a evolugdo do amadurecimento do frutos (PAIVA, 2009). Este
fator pode ter influéncia nos resultados das producbes enzimaticas mais baixa de
pectinase produzidas pelas leveduras visto que o fruto analisado estava totalmente
maduro ndo teria necessidade de producdo em grande escala destas enzimas. Isso pode
ser reflexo da fraca expressdo desta enzima em quase todos isolados. OLIVEIRA (2007)
isolou 250 leveduras de flores, frutos, tecido vegetal necrosado, insetos e solos da
regido Semi-arida baiana e apenas 33 apresentaram capacidade de produzir enzimas
pectinoliticas. TRINDADE (2002) obteve em seu trabalho maiores resultados estudando
a comunidade de leveduras em frutas como pitanga, mangaba, umbu e a acerola
congeladas sendo testados 381 isolados, entre os quais apenas 16 apresentaram

atividade pectinolitica. Em todos os trabalhos os frutos estavam maduros.

Entre as producdes enzimaticas pelas leveduras testadas a que menos se
expressou foi a amilase. E uma das maneiras de armazenamento de carboidratos nos
frutos e na forma de amido. Os frutos analisados de acordo com a Tabela 1 mostram

baixas porcentagens de carboidratos havendo pouca variacdo de porcentagem entre 0s
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frutos com excessdo da lobeira com alta porcentagem de carboidratos (84,99%) e o
coquinho azedo com a mais baixa porcentagem (2,8%). A quantidade deste
polissacarideo pode relfetir na baixa expressdo desta enzima. Para nivel de comparagéo
0 arroz cru que € um dos grandes armazenador de carboidrato produz em 100g uma
quantidade de 78,8 % (TACO, 2011). FUENTEFRIA 2004, também obteve baixa
porcentagem de leveduras isoladas em flor, com capacidade aminolitica, cerca de 23%,
ou seja, 19 isolados em um total 89. DE OLIVEIRA (2015) com leveduras isolados de
solos também chegaram a resultados baixos com 5% de isolados capazes de produzir
amilase. PEIXOTO (2014) também verificou a baixa capacidade de leveduras em
produzir enzimas que degradam amido, pois isolou 182 leveduras coletadas de gréos de
polen, flores e frutos maduros, sendo que apenas 11 delas apresentaram atividade
amilolitica, ou seja, cerca de 6%. Essas porcentagens diferenciadas podem estar ligadas

também ao tipo de ambiente em que a levedura estéd hospedada.

Uma das justificativas da baixa producdo da celulase deve ao fato de que a
enzima encontra dificuldade de acessar a celulose por causa da barreira de lignina
encontrada na parede celular (THIEMANN, 1980). Os resultados enzimaticos das
celulases corroboram com outros trabalhos. FUENTEFRIA (2004), que encontrou 24%
de isolados em flor Hibiscus rosa-sinensis. BUZZINI (2002) isolaram 358 leveduras
ambientais de florestas tropicais onde nenhuma espécie apresentou capacidade de
produzir celulase. Outros resultados de trabalhos ja mostram a grande capacidade de
leveduras produzirem este tipo de enzima. MENDES (2012) isolou 83 leveduras em
ninhos de formigas sendo que 43% das estirpes produziram celulases. Este resultado se
deve a oferta de celulose no solo sendo este poilissacarideo mais abundante neste

ambiente.
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A enzima protease foi produzida por 35 % do total enzimético. O fruto que
mais apresentou leveduras proteoliticas foi o coquinho com 7 isolados e 0 que menos
apresentou foi o caju e a pitomba, com nenhum isolado. Vérios fatores podem interferir
na producdo enzimatica da protease como temperatura étima para cada isolado, pH a
concentracdo do substrato e o metabolismo ligado ao processo de divisdo celular
(NEVES, 2006). Outra caracterisitica deste teste em relacdo ao de outros trabalhos e o
meio utilizado para induzir a producéo da protease: o leite desnatado mais a gelatina em
po6, ambos contendo caseina homologas. Este fato pode ter influenciado no resultado da
producdo enzimatica pois a enzima expressada conseguia quebrar os dois tipos de
proteinas. MOLNAROVA (2014) em estudo de leveduras isoladas de flores, frutos e
folhas divergiu os resultados de producédo de protease em meios a base de leite e em
meio a base de gelatina em po, sendo que as leveduras em flores apresentaram 57% de
capacidade proteolitica em meio a base de gelatina caindo para, aproximadamente, 24%
em meio a base de leite em p6 (Skim-Milk).

Em todos os frutos estudados foram encontradas mais de uma éspecies de
leveduras hospedeiras podendo ocorrer uma relagdo de interacdo mutualistica
enzimatica entre elas ndo havendo a necessidade de todas produzirem ao mesmo tempo
0 mesmo tipo de enzima. O fato dos frutos também possuirem as enzimas estudas e ja
estarem em uma fase de maturacdo pode influenciar nas leveduras a quantidade de
enzima a ser secretada.

Estes testes sdo 0s primeiros passos para verificagdo enzimaticas nestas
leveduras isoladas de frutos nativos do cerrado sendo necessario mais avaliacdes.

A partir deste trabalho damos os primeiros passos para investigar o poténcial
enzimatico de leveduras isoladas de frutos dos nativos do cerrado e apresentando mais

uma opc¢ao de estudo para finalidades biotecnoldgicas.
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6- CONCLUSAO

Foram recuperados 85 isolados de leveduras em 9 frutos dos 13 frutos
estudados: pequi, mangaba, pitomba, coco guariroba, aracd, caju do cerrado, cagaita,
coquinho azedo e araticum. Nao houve crescimento de leveduras em 4 frutos: maracuja

do cerrado, buriti, lobeira e jatoba do cerrado.

Nos frutos pequi, pitomba, cagaita os calculo de UFC/g de fruto sdo de >10 X
10" UFC/g devido a quantidade de isolados crescidos nas placas. O fruto que mais
apresentou crescimento de leveduras foi 0 coco guariroba com 7,2 X 10* UFC/g e que
apresentaram menor crescimento araca com 2,2 X 10? UFC/g. Os valores encontrados
entre essas duas referéncias citadas estdo araticum com 4,4 X 10° UFC/g, mangaba com
5,8 X 10* UFC/g, coquinho com 5,8 X 10 UFC/g, e caju do cerrado com 2,2 X 10°

UFC/g.

De acordo com a andlise morfoldgica as leveduras foram reunidas em 12

agrupamentos com caracteristicas iguais.

A caracterizacdo molecular por MSP-PCR utilizando o iniciador GTG5 foi
gerou alta informacéo sobre a variabilidade genética das leveduras presente nos frutos
hospedeiros por perfis eletroforéticos e por este motivo dificultou o agrupamento pelo

Bionumercs®.

O resultado do sequenciamento do dominio D1/D2 pela regido do gene 26S
demonstrou a presenca de 14 géneros. Em muitos isolados apenas essa regido nao

conseguiu identificar ao nivel de espécie sendo necessario sequenciar a regido ITS.

Os testes enzimaticos apresentaram como resultados 54 leveduras que
produziram algum tipo de enzima ou seja 67,5%, produziram mais de uma enzima que

corresponde a 31,25%. As proteases foram as enzimas mais produzidas pelos isolados,
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com 35% do totalde leveduras, seguidas da celulase - com 23 %, pectinase - com 16% e

amilase com 13%.

N&o foram encontrados na literatura atual relatos de leveduras nos frutos
hospedeiros pitomba, araticum, maracujd do cerrado, jatob4 do cerrado, coquinho
azedo, coco guariroba sendo inéditos os resultados deste trabalho tanto na analise de

identificacdo de leveduras quanto ao seu poténcial enzimatico.
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8- ANEXOS

Anexo 1: Tabela de composi¢do dos meios para testes enzimaticos (SOUZA, 2008)

Meios s6lidos g L™ Enzima Tamp&o Revelador pH
Meio amido - 18g de agar, 10 g de amido Amilase Citrato lodo 0,1 M 5
fosfato 0,1 M
Meio CMC - 18g de agar, 10 g de Carboximetilcelulose Celulase Acetato Vermelho 5

deNa" 0,1M  congo0,1%

Meio pectinase - 189 de agar, 10 g de pectina Pectinase Acetato Acido 5
de Na* 0,1 M
Cloridrico 5N
Meio agar-gelatina- leite - 189 de agar, Proteinase Citrato Nenhum 5
solugdo de gelatina 10% e solugdo de leite em p6 10% fosfato 0,1 M

Anexo 2: Perfis eletroforéticos baseados em fragmentos de DNA de isolados de Pequi.
A letra M indica o marcador para servir como referéncia para o tamanho dos fragmentos
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Anexo 3: Perfis eletroforéticos baseados em fragmentos de DNA de isolados de
leveduras de coco guariroba A letra M indica o marcador para servir como referéncia
para o tamanho dos fragmentos.

Anexo 4: Perfis eletroforéticos baseados em fragmentos de DNA de isolados de
leveduras de cagaita e caju. A letra M indica o marcador para servir como referéncia
para o tamanho dos fragmentos.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Anexo 5: Perfis eletroforéticos baseados em fragmentos de DNA de isolados de
leveduras de mangaba. A letra M indica o marcador para servir como referéncia para o
tamanho dos fragmentos.

M12345575910uu131-11515171sM

Anexo 6: Perfis eletroforéticos baseados em fragmentos de DNA de isolados de
leveduras de araticum. A letra M indica o marcador para servir como referéncia para o
tamanho dos fragmentos.
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Anexo 7: Perfis eletroforéticos baseados em fragmentos de DNA de isolados de
leveduras de coquinho-azedo. A letra M indica o marcador para servir como referéncia
para o tamanho dos fragmentos.

M 1 2 3 4 S5 6 7 9 8 10 11 12 13 14 15 8 M

Anexo 8: Perfis eletroforéticos baseados em fragmentos de DNA de isolados de
leveduras de aracad . A letra M indica o marcador para servir como referéncia para o
tamanho dos fragmentos.
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