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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE LEVEDURAS DE FRUTOS DA
FLORESTA AMAZONICA

RESUMO

Leveduras sdo geralmente encontradas em folhas, frutos, grdos de cereais e outros
substratos contendo acucares. O objetivo desse trabalho foi ampliar a caracterizagédo
preliminar da comunidade de leveduras associadas a frutos da floresta Amazénica, para
identificacdo de novas espécies e/ou cepas alternativas. Na presente atividade quinze
exemplares de frutos da Guabiraba (Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pavon), planta
nativa da floresta Amazonica foram coletados nos arredores do municipio de
Itacoatiara-AM e examinados para a verificacdo da presenca de leveduras de superficie
e endofiticas. Por¢des de frutos estéreis e ndo estéreis superficialmente foram incubados
por até sete dias em &gar extrato de levedura-peptona-dextrose (YEPD) e dgar WLN
(Wallerstein Laboratory Nutrient Agar). As leveduras que apresentaram morfologia
colonial diferenciada foram repicadas duas vezes sucessivas para isolamento e
caracterizacdo da morfologia celular. Um total de 11 cepas de leveduras foram
caracterizadas fenotipicamente quanto a sua morfologia colonial e celular. Foi
observada maior diversidade morfoldgica das colonias de leveduras que se
desenvolveram nas placas a partir do processamento de frutos esterilizados em
comparagdo com os frutos néo esterilizados.

Palavras-chave: leveduras, frutos, caracterizagao.
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ISOLATION AND YEAST CHARACTERISTICS OF FRUITS OF THE
AMAZON FOREST

ABSTRACT

Yeasts are generally found in leaves, fruits, grains and other substrates containing
sugars. The objective was to expand the preliminary characterization of the community
of yeasts associated with fruits of the Amazon forest, to identify new species and / or
alternative strains. In this activity fifteen copies of fruits of Guabiraba (Campomanesia
lineatifolia Ruiz & Pavon), a native plant of the Amazon rainforest were collected in the
vicinity of Itacoatiara-AM county and examined to verify the presence of surface yeast
and endophytic. Servings of fruit sterile and non-sterile surface were incubated for up to
seven days in agar yeast-peptone-dextrose extract (YEPD) and agar WLN (Wallerstein
Laboratory Nutrient Agar). Yeasts that had different colony morphology were picked
twice in succession for the isolation and characterization of cellular morphology. A total
of 11 yeast strains were characterized phenotypically as its colony morphology and cell
phone. It noted a morphological diversity of the yeast colonies that developed on the
plates from the processing of fruit sterilized in comparison with non-sterilized fruit.

Keywords: yeast, fruit, characterization.
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1. INTRODUCAO

Leveduras sdo organismos pertencentes ao reino Fungi, apresentando
caracteristicas tipicas dos fungos como presenca de parede celular rigida, ndcleo
organizado com membrana nuclear (célula eucaridtica), aclorofilados, nutrigdo
heterotrofica através 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 microrganismos sdo
principalmente posicionados nos filos Ascomycota e Basidiomycotae entre os fungos
mitosporicos, anteriormente denominados Deuteromycetes (sem reproducdo 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 espécies representam
menos de 1% das que ocorrem na natureza (Kurtzman & Fell, 1998; Lathar et al., 2010).

Muitas leveduras sdo isoladas do solo; Phaff & Starmer (1987 apud Webster &
Weber, 2007), por exemplo, notaram que populacdes de solo ocasionais de 10°a 10°
unidades formadoras de colénia (UFC)/g de solo sugerem a presenca de células em
crescimento ativo. Algumas espécies, incluindo Demaryomyces occidentalis,
Schizoblastosporion starkeyihenricii e certas espécies de Lipomycese Cryptococcus, Sao
isoladas exclusivamente do solo. Os niveis populacionais de leveduras aquaticas sao
usualmente maiores em &guas doces e diminuem em &guas marinhas. Apesar dessas
observacOes, a maioria das espécies de leveduras € coletada de material vegetal em

degradacdo e outros materiais organicos. Embora a maioria das leveduras seja
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saprotrofos, decompositores, que assimilam compostos derivados de animais ou plantas,
algumas espécies sdo patdgenos de animais ou plantas (Kurtzman & Fell, 1998;
Fuentefria, 2007).

E notavel que as maiores densidades de leveduras sejam associadas com
concentracdes de acucares assimilaveis e outras fontes de carbono. Superficies de folhas
e exsudatos de plantas comumente sustentam grandes nimeros de leveduras. Di Menna
(1959 apud Webster & Weber, 2007) reportou 10° a 107 células viaveis/g de folhagens
frescas. Flores e frutos em decomposicdo e outros materiais de plantas também
suportam um amplo espectro de espécies em grandes nuUmeros.

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 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 colonizagao de leveduras. Como
possuem uma composi¢do acucarada, flores e frutos sdo substratos constantemente
visitados por insetos e outros vetores de leveduras, criando uma diversidade de
interacOes bidticas e abioticas que provavelmente suporta uma grande biodiversidade de
microrganismos. Diferentemente de florestas temperadas, nas florestas tropicais as
especies 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 & Péter, 2006).
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Considerando a importancia da andlise da biodiversidade de leveduras em
frutos, o objetivo deste trabalho foi ampliar a caracterizagdo preliminar da comunidade
de leveduras associadas a frutos da floresta Amazonica, para identificacdo de novas

espécies e/ou cepas alternativas.

2. METODOLOGIA
2.1. Coleta de Amostras

Conforme observado na conducdo do trabalho original, os periodos de
frutificacdo das plantas incluidas na proposta sdo varaveis. As amostras foram coletadas
no municipio de Itacoatiara — Amazonas no més de novembro de 2014. Foram coletadas
amostras somente do fruto Guabiraba (Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pavon),
(Figura 1).

Padronizou-se a coleta asséptica, em recipientes estéreis, coletando-se quinze
unidades de cada fruto diretamente da arvore, com objetivo de assegurar somente a
presenca de leveduras da amostra e ndo de contaminacdes (fungos filamentosos,
bactérias ou leveduras do solo) e em seguida foram transportadas ao Laboratério de
Micologia do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia (UFAM-ICET) para seu
processamento.

2.2.1solamento de leveduras de frutos

Deve -se considerar que diferentes técnicas sdo utilizadas para o isolamento de
leveduras, de acordo com o material de partida (Limtong et al. 2010). Neste estudo, para
o0 isolamento de leveduras dos frutos, padronizou-se realizar a esterilizagdo superficial
de oito dos quinze frutos, por imersdo em alcool etilico 95% (1 min), hipoclorito de

sodio (5 min), novamente em alcool etilico 95% (1 min) e em &gua destilada (Figura 1).
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Em seguida, pedacos dos frutos foram cortados com o auxilio de uma faca desinfetada
em ambiente asseptico, e depositados em béqueres estéreis previamente tarados, que
seguiram para pesagem. A fracdo de cada fruto foi entdo macerada em um almofariz
estéril em ambiente asséptico sendo adicionados 50 ml de agua destilada estéril,
formando uma mistura (Figura 1). Desta mistura, 0,1 ml foram espalhados em triplicatas
com o auxilio da alca de Drigalsky em placas contendo o meio YEPG (Figura 2)(glicose
20 g, peptona 20 g, extrato de levedura 10 g, agar 20 g, pH 4,5), contendo cloranfenicol
(50 mg L™) para inibir o crescimento de fungos filamentosos e bactérias.

Paralelamente a conducdo da atual proposta, cada fruto foi igualmente
processado e semeado no &gar WLN (Figura 2) (Wallerstein Laboratory Nutrient Agar),
a fim de propiciar uma analise mais fiel da comunidade de leveduras associadas aos
frutos em estudo.

As placas foram incubadas a 30 °C por até sete dias. Ap6s a incubacéo,
representantes dos tipos morfolégicos das coldnias de leveduras foram isoladas por
estriacdo em &gar YEPG (Lachance et al. 2001; Landell 2006; Lee et al. 2011,
Sipiczki2011).

2.3. Identificacao fenotipica preliminar das leveduras

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 anélise fenotipica.

As cepas de leveduras foram caracterizadas preliminarmente em termos
morfoldgicos para iniciar o procedimento de identificacdo convencional das leveduras,

seguindo meétodos padrédo (Yarrow 1998; Barnett et al. 2000; Landell 2006).
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Quanto a morfologia colonial, foram observadas as caracteristicas coloniais
como cor (branca, creme, amarelada, laranja, rosa, vermelha, marrom, preta), brilho
(brilhante, opaca), forma (circular, oval ou fusiforme), margem (regular, irregular,
lobada ou com raizes), superficie (lisa ou rugosa), elevacdo (plana, convexa, umbonada
ou vulcdo) e consisténcia (cremosa, mucoide, butirosa, membranosa, esfarelada, dura,
seca) (Yarrow 1998).

Foram realizadas laminas a fresco a partir do crescimento de cultura em agar
YEPG com no maximo uma semana de incubacdo a 30 °C e a observacdo foi feita em
microscopia Optica com aumento de 400 a 1000 vezes. As caracteristicas celulares
observadas foram: forma e tamanho da célula, presenca de pseudomicélio, tipo de
reproducdo assexuada (brotamento e/ou fisséo) e, caso fosse por brotamento, o tipo de
brotamento (multipolar, bipolar, unipolar), presenca de ascosporos e de balistosporos
(Kurtzman & Fell 1998; Barnett et al.2000).

2.4. Producéo de ascos

A produgdo de ascosporos pelas leveduras com afinidade ascomicética foi
verificada utilizando como meio para induzir a sua producdo o agar acetato (0,4%
acetato de sodio anidro, 2% agar) e incubacdo a 30 °C por sete dias. Em microscopia
Optica foram observadas a presenca ou auséncia de conjugacdo, forma e numero de
ascasporos por asca e liberacdo ou nao de esporos logo apds sua formacéo.

2.5. Armazenamento das culturas fungicas
Como meio de manutencgéo dos isolados obtidos, foi utilizado 0 meio YEPG. Os
isolados puros foram semeados em tubos de ensaio contendo meio solido inclinado,

conservados em geladeira de 4a8 °C e repicados bimestralmente (Odds 1991).
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Igualmente, os isolados foram semeados em eppendorfs contendo caldo YEPG,

adicionado glicerol 20% e armazenados em freezer a -20 °C.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Isolamento de leveduras de frutos

Foram obtidos um total de 11 isolados a partir do fruto Guabiraba
(Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pavon). Devido as espécies de frutos apresentados
neste projeto possuirem diferentes épocas de frutificacao foi dificil concluir a coleta de
todos os frutos propostos. Outro obstadculo encontrado durante a execucdo das
atividades foi o acesso aos locais de coleta, principalmente o acesso as arvores, a
distancia e os recursos disponiveis ndo possibilitaram o total cumprimentos das acdes
propostas.

Notou-se que apds a incubacdo das placas em triplicata, o posterior
crescimento celular foi notado em apenas dois exemplares de frutos de um total de
quinze coletados, sendo eles os frutos com denominacdo de nimero quatro nos meios
YEPG e WLN. Foi observado que no restante das triplicatas realizadas ndo houve
crescimento de microrganismos, com exce¢do dos frutos com denominacdo de dez e
quinze que obtiveram crescimento de bactérias nas placas contendo o meio WLN.

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 Marajo, no Para.

Leveduras foram isoladas de frutos caidas e as contagens em geral ficaram em 5x10° a
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1.10° UFC/g, atingindo até 8x10° UFC/g. Este estudo resultou na descricdo de uma nova
espécie, C. amapae.

3.2.1dentificacdo fenotipica preliminar das leveduras

3.2.1. ldentificacdo morfoldgica colonial e celular

Seguindo os métodos de (Yarrow 1998), observou-se que a morfologia colonial
das leveduras dos frutos ndo variou muito (Figura 3) e (Tabela 1). Quanto a morfologia
celular, as caracteristicas analisadas também variaram pouco (Figura 3) e (Tabela 2).
Foi analisada maior diversidade morfoldgica das colonias de leveduras que se
desenvolveram nas placas a partir do processamento de frutos esterilizados em
comparacdo com os frutos néo esterilizados.

A partir da andlise da Tabela 1, que mostra as caracteristicas macro
morfoldgicas dos isolados obtidos, foi possivel verificar o nimero de cepas do fruto
guabiraba apresentando determinada caracteristica. Exemplificando, em relacéo a cor,
5cepas apresentaram cor branca e 6 na cor bege, 11 com forma circular, 5 com margem
levemente ondulada e 6 com margem regular, 6 com superficie rugosa e 5 com
superficie lisa, 8 exibiram textura seca e 3 cremosa, 6 com elevacdo achatada pregueada
e 5 achatadas.

Logo, na (Tabela 2) que mostra as caracteristicas micromorfolégicas dos
isolados, observa-se que todos apresentaram reproducdo sexuada por brotamento
unipolar. Em relacdo a forma celular, 7 cepas apresentaram-se globosas e 4 esféricas.

Um dos maiores impedimentos para determinar as distribuigdes de leveduras em
diferentes microambientes é a resolucdo taxondmica pobre disponibilizada pelos
métodos de identificacdo correntemente usados. Nos Ultimos anos, pesquisas com

cruzamentos geneticos bem como comparacdes moleculares, tem demonstrado que
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muitos dos caracteres fenotipicos considerados como sendo taxonomicamente
definitivos variam entre cepas da mesma espécie (FUENTEFRIA, 2007). Dessa forma,
considerando que caracteres morfologicos apresentam pouco poder discriminatorio no
caso de leveduras e que ndo existe uma uniformidade na literatura de analise por
cladogramas, a similaridade das cepas somente poderia ser avaliada com base em dados
moleculares.
3.2.2. Producéo de ascos
As observacbes micromorfologicas em relagdo a observacdo de ascos foram
relativamente dificeis, mas, ainda assim, foi possivel visualizar algumas caracteristicas.
Em correspondéncia aos tipos de ascos todos os 11 isolados apresentaram-se esféricos e
exibiram 2 ascos por asca (Tabela 2).
3.3.Armazenamento das culturas fangicas
A metodologia para armazenamento tem demonstrado bons resultados de acordo
com experiéncias em projetos anteriores. A (Figura 4) ilustra os isolados puros em tubos

com agar YEPG inclinado e em eppendorfs com caldo YEPG, adicionado glicerol 20%.

4. CONCLUSAO
Observamos a possibilidade de isolar diferentes morfotipos de leveduras a partir
dofruto Guabiraba (Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pavon) coletado na Floresta
Amazonica.Foi analisada maior diversidade morfoldgica das coldnias de leveduras que
se desenvolveram nas placas a partir do processamento de frutos esterilizados em
comparacdo com os frutos ndo esterilizados, onde a cor predominante foi bege, com
aspecto opaco e elevagdo pregueada achatada. N&o foi possivel realizar a coleta dos

demais frutos propostos no presente projeto em virtude do dificil acesso aos locais de
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coleta. Mas, pretende-se concluir todas as atividades submetidas para se ter uma anélise
completa e constante das estirpes de leveduras encontradas em frutos da Floresta

Amazobnica.
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295 7. FIGURAS

Esterilizacéo dos frutos.
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Figura 2. Isolamento das leveduras - (A) Fruto guabiraba sendo macerado e (B) Mistura do fruto com
agua destilada estéril.
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Figura 3. Crescimento de leveduras nos meios (A) Leveduras semeadas em meios diferentes. Leveduras
no meio WLN e (B) &gar YEPG.
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Figura 4. (A) Leveduras lIsoladas. Morfologia Colonial Macroscopica;(B) Morfologia Colonial
Microscdpica (B).
302



':.l 1

‘
:
" o e/

b

Figura 5. (A) Armazenamento dos isolados. Eppendorfs com caldo YEPG;(B) Tubos com agar YEPG
inclinado.
303
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8. TABELAS

Tabela 1. Morfologia colonial dos isolados obtidos.

Cepa Cor Brilho Margem Superficie Elevacéo
Fruto 1 — Guabiraba (Campomanesialineatifolia Ruiz &Pavon)

. Levemente Achatada

Nf-1411 Branca Brilhante ondulada Rugosa pregueada

Achatada

Nf-1412 Bege Opaca Regular Rugosa pregueada

Nf-1413 Bege Opaca Regular Lisa Achatada

Nf-1421 Bege Brilhante Regular Lisa Achatada

Levemente Achatada

Nf-1422 Branca Opaca ondulada Rugosa pregueada

Levemente Achatada

Nf-1423 Branca Opaca ondulada Rugosa pregueada

Nf-1431 Bege Brilhante Regular Lisa Achatada

Nw-1411 Bege Opaca Regular Lisa Achatada

Levemente Achatada

Nw-1422 Branca Opaca ondulada Rugosa pregueada

Nw-1431 Bege Opaca Regular Lisa Achatada

Levemente Achatada

Nw-1432 Branca Opaca ondulada Rugosa pregueada




307 Tabela 2. Morfologia celular dos isolados obtidos.

Cepa Forma Celular Brotamento Tipo de Ascos NuArerngos de
Fruto 1 — Guabiraba (Campomanesialineatifolia Ruiz &Pavon)
Nf-1411 Globosa Monopolar Esféricos 2
Nf-1412 Globosa Monopolar Esféricos 2
Nf-1413 Globosa Monopolar Esféricos 2
Nf-1421 Globosa Monopolar Esféricos 2
Nf-1422 Esférica Monopolar Esféricos 2
Nf-1423 Esférica Monopolar Esféricos 2
Nf-1431 Globosa Monopolar Esféricos 2
Nw-1411 Esférica Monopolar Esféricos 2
Nw-1422 Esférica Monopolar Esféricos 2
Nw-1431 Globosa Monopolar Esféricos 2
Nw-1432 Globosa Monopolar Esféricos 2
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