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Resumo:

O objetivo do trabalho foi avaliar a ocorréncia e diversidade de leveduras em frutos de plantas nativas do
Cerrado do Distrito Federal. Frutos sadios de cinco plantas foram coletados para o isolamento e cultivo de
leveduras em meio MYGP. ApOs a contagem de colbnias, as leveduras morfologicamente distintas foram
isoladas em cultura pura. A identificacdo molecular foi realizada por meio de sequenciamento da regido ITS
(rDNA). Os hospedeiros O. hexasperma e B. gaudichaudii apresentaram maior densidade leveduras por grama
de fruto e diversidade de espécies. Foram recuperados 37 isolados de leveduras, sendo a maioria pertencente
ao Filo Ascomycota. Os géneros mais frequentes foram Aureobasidium, Meyerozyma e Hannaella. Géneros
como Candida, Filobasidium e outros também foram identificados. Este € um dos poucos relatos da ocorréncia
e diversidade de leveduras em frutos de plantas do Cerrado, bem como, selecionar isolados com potencial para
aplicagBes biotecnologicas.
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Introducéo:

O Cerrado Brasileiro corresponde cerca de 2 milhdes de Km2 do territério nacional, sendo considerado
a maior e a mais diversa savana do mundo (Cardoso Da Silva & Bates 2002). Esse bioma possui cerca de 12
mil espécies de plantas vasculares, sendo que 44% destas sdo endémicas desse bioma (Myers et al. 2000).
Porém, grande parte desse bioma esta ameacado pelo avanc¢o da fronteira agricola, sendo uma estimativa de
22 mil Km? de vegetacao nativa perdida (Machado et al. 2004).

Essas plantas sdo nichos favoraveis para muitos micro-organismos, e as leveduras sdo comumente
encontradas em varias partes como raizes e folhas (Ferreira et al. 2017; Sperandio et al. 2015), 6rgaos de
reserva subterraneos (Isaeva et al. 2010), caule (Ferreira et al. 2017), frutos (Moreira et al. 2015; Sperandio et
al.,2015), néctar (Barbosa et al. 2012) e flores (Rosa et al. 2009).

Leveduras sdo comumente encontradas em superficies e tecidos internos de plantas, dependendo de
substratos com altas concentracdes de compostos prontamente disponiveis, como frutos e outros érgaos de
reserva (Isaeva et al. 2010). A maioria das leveduras epifiticas possuem caracteristicas morfolégicas e
fisiolégicas que permitem sobreviver a fatores adversos, sendo a ocorréncia em tecidos internos (endofiticos)
uma possivel adaptacdo para sobreviver aos fatores externos. Muitas espécies ja foram relatadas como
importantes em processos biotecnégicos, como no hiocontrole de funtos patogéncios em frutos de pés colheita
(Sperandio et al. 2015), na producdo de enzimas como celulase, lipase, proteases (Oliveira 2015) e producgéo
de compostos secundarios que promovem crescimento e protecdo as plantas (Moller et al. 2016). No entando,
informacdes sobre a ocorréncia e diversidade de leveduras em frutos de plantas nativas do Cerrado contiuam
escassas. Com base nisso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia e diversidade de leveduras totais
(epfiticas e endofiticas) em frutos de plantas nativas do Cerrado do Distrito Federal, por meio de técnicas de
cultivo e identificagdo molecular.

Metodologia:

Foram coletados frutos sadios e maduros de cinco espécies de plantas nativas do Cerado em duas
Unidades de Conservacdo do Distrito Federal: Myrcia tomentosa (Aragacinho); Byrsonima coccolobifolia
(Murici), coletadas no Jardim Botanico de Brasilia - DF e as espécies Ouratea hexasperma (Vassoura de
Bruxa), Brosimum gaudichaudii (Mama-cadela) e Passiflora nitida (Maracuja do Cerrado) coletadas na Reserva
Ecologica do IBGE, Distrito Federal.

Para o isolamento de leveduras totais, os frutos dos hospedeiros O. hexasperma, B. gaudichaudii, P.
nitida (casca do fruto), M. tomentosa e B. coccolobifolia foram macerados, homogeneizados com agua
peptonada (0,1%) e submetidos a agitacdo por 20 minutos a 150 rpm. Foi realizada diluicdo seriada até 103, e
0,1 ml dessa solucéo foi inoculado em meio de cultura MYGP (extrato de malte 0,3%, extrato de levedura 0,3%,
peptona 5% e glicose 1%) e incubadas em temperatura ambiente. Apés a incubacao foram feitas leituras das
placas para obtencdo do numero de Unidade Formadora de Coldnia (UFC), e em seguida, as coldnias de
leveduras morfologicamente distintas foram repicadas para obtencédo de cultura pura. Todos os isolados de
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leveduras foram armazenados com Glicerol (25%) em freezer a -80°C.

A extracdo de DNA foi realizada a partir do precipitado de células, utilizando o método cloroférmio/
alcool isoamilico e beads de vidro para lise mecanica das células e tampé&o de extracdo (2% Triton, 1% SDS,
100 mM NacCl, 10mM Tris pH 8 e 1 mM EDTA pH 8).

A identificacdo foi realizada a partir da amplificacdo, por meio da técnica de PCR, da regido ITS
utilizando o par de primers ITS 4 (5TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC3’) e ITS 5 (5° GGA AGT AAA AGT CGT
AAC AAGG 3’). As amplificacBes foram realizadas para um volume final de 25ul, contendo 20-30 ng de DNA,
200 yM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Tampao 10x, 1,25U de Taq DNA polimerase, 0,2 ul de cada
primer e 4gua deionizada (Milli-Q) esterilizada para completar o volume final. O programa de termociclagem
consistiu em: desnaturacdo inicial a 94°C durante cinco minutos, seguido de 33 ciclos de 30 segundos a 94°C,
um minuto a 58°C e dois minutos a 72°C, com uma extensdo final de 72°C durante sete minutos. Os
fragmentos amplificados foram enviados para sequenciamento na empresa ACTGene utilizando o
sequenciador ABI 3130xI Applied Bio Systems de acordo com a metodologia de Sanger. Para a identificacéo
das espécies, as sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no
NCBI (www.ncbi.nih.gov) usando o algoritmo BLAST(n).

Foi utilizado o programa Past (versdo 3.13) para calcular o indice de diversidade (Dominance (D),
Shannon (H), Simpson (1-D). Para todos os indices foram calculados intervalos de confianga aproximados pelo
teste bootstrap com 10.000 repeti¢cdes.

Resultados e Discusséo:

Em todos os frutos das plantas hospedeiras estudadas foram isoladas leveduras. Os hospedeiros O.
hexasperma e B. gaudichauidii apresentaram as maiores densidades de col6nias por grama de fruto. A
ocorréncia de leveduras sao influenciadas por diversos fatores morfolégicos, fisiolégicos e ecoldgicos
(Glushakova & Chernov 2007; Glushakova & Chernov 2010).

Foram isolados 37 leveduras totais, 20 pertencem ao Filo Ascomycota e 17 pertencem ao Filo
Basidiomycota. Para o Filo Ascomycota, as espécies de leveduras mais encontradas foram Aureobasidium
leucospermi, Meyerozyma guilliermondii e Candida sp. Em relacdo ao Filo Basidiomycota, os géneros
encontrados foram: Filobasidium, Hannaella, Rodosporidiobolus, Papiliotrema, Erythrobasidium,
Symmetrospora e Meira. As espécies mais abundantes foram Hannaella pagnoccea, Rhodosporidiobolus
ruineniae, Filobasidium magnum e Filobasidium sp.

A ocorréncia de leveduras do Filo Ascomycota foi maior e esse resultado foi observado em outros
trabalhos com leveduras de frutos de plantas nativa do Cerrado ( Moreira et al. 2015; Sperandio et al. 2015). A
ocorréncia em frutos de plantas nativas do Cerrado predominaram os géneros Candida (Costa et al. 2015;
Oliveira 2015), Hanseniaspora (Oliveira 2015) e Aureobasidium (Moreira et al. 2015; Sperandio et al. 2015) e
algumas dessas leveduras isoladas de frutos do Cerrado sdo utilizadas em processos biotecnolégicos
(Sperandio et al. 2015).

A diversidade de leveduras totais foram analisadas pelos indices de Shannon. Os hospedeiros B.
gaudichaudii e O. hexasperma apresentaram a maior riqueza de espécies (Shannon: 1,733 e 1,677
respectivamente). O hospedeiro O. hexasperma obteve o maior nimero de leveduras compartilhadas com
outros hospedeiros. Segundo Isaeva et al. 2010, como forma de adaptacéo a fatores adversos, as leveduras
sdo encontradas em superficies e tecidos internos de plantas, podendo uma mesma espécie ocupar esses dois
ambientes.

Conclusdes:

Houve ocorréncia de leveduras em todas as plantas hospedeiras estudadas, sendo a diversidade maior
nas espécies O. hexasperma, B. gaudichaudii, considerados, entdo, 6timos hospedeiros para ocorréncia de
leveduras. Uma mesma espécie de levedura pode ocorrem em mais de um hospedeiro, com algumas sendo
mais especificas que outras. Leveduras do Filo Ascomycota foram mais frequentes nos frutos, porém o Filo
Basidiomycota obtiveram maior riqueza de espécies.

Este é o primeiro conjunto abrangente de dados sobre leveduras assintomaticas associadas aos frutos
nas espécies O. hexasperma, B. coccolobifolia, e M. tomentosa, com possiveis duas novas espécies de
leveduras pertencentes ao género Filobasidium sp.
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