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RESUMO

O presente trabalho objetivou conhecer de forma pioneira, a diversidade de leveduras
presentes no solo de trés municipios do semi-arido da Bahia, Mucugé, Ipira e Paulo
Afonso, caracterizando as mesmas nos niveis de fenotipagem e genotipagem através da
analise filogenética. As amostras de solo foram coletadas nos periodos de seca e de
chuvas, e analisadas quanto a temperatura e pH. A temperatura média das amostras de
solo foi 27°C; o pH das mesmas amostras foi acido, em torno de 5.31. Foram obtidas
130 amostras de leveduras; 100 foram identificadas atraves das caracteristicas
morfologicas e fisiologicas do sistema cléssico; no entanto, 30 amostras foram
identificadas através da taxonomia molecular, utilizando-se a regido D1/D2 do 26S
rDNA pela qual leveduras conhecidas encontram-se sequienciadas. Esta regido foi capaz
de diferenciar quase todas as espécies testadas, o que indica o desenvolvimento de
novos estudos de taxonomia molecular. Maior nimero de taxons foi obtido de amostras
de solo do municipio de Mucugé, seguido de Ipira e Paulo Afonso. Entre os taxons, 24
téem afinidade ascomicética, 26 basidiomicética e 04 com os leveduroides (black yeast).
Foram identificadas as espécies Brettanomyces bruxellensis, Bullera alba, Candida
catenulata, C.glabrata, C. parapsilosis, C. sake, C. zeylanoides, Cryptococcus
humicola, C. laurentii, C. luteolus, Rhodotorula minuta, R. mucilaginosa, R. glutinis,
Sporobolomyces roseus, Trichosporon pullulans. Entre 30 isolados submetidos a
caracterizacdo molecular, foram obtidas 22 seqléncias; 12 grupos foram reconhecidos
depois de submetidos a comparacdo das sequiéncias pelo GenBank usando o BLAST
(NCBI). Com todos os isolados foi possivel chegar a espécie com um alto grau de
similaridade, a maioria acima de 90%. Os grupos foram: Hortaea Werneckii (I), Pichia
guilliermondii (I), Candida parapsilosis (I11), Rhodotorula glutinis (I\V), Rhodotorula
laryngis (V), Rhodotorula phylloplana (V1), Rhodotorula bacarum (VII), Rhodotorula
slooffiae (VIII), Rhodotorula minuta (IX), Pseudozyma aphidis (X), Cryptococcus
podzolicus (X1) e Rhodosporidium diobovatum (XII). Na arvore de consenso estrito pela
analise filogenética foram evidenciados 20 grupos, na maioria com valor de bootstrap
superior a 90% o que indica que as amostras pertencem realmente ao taxon dos grupos
formados. Os resultados indicam que existe uma grande diversidade de leveduras no

solo do Semi-arido da Bahia.

Palavra-Chave: Diversidade, leveduras, solo, Semi-arido.



ABSTRACT

This study focused on the so pioneered the diversity of yeasts present in the soil in three
municipalities of the semi-arid region of Bahia, Mucuge, Ipird and Paulo Afonso,
featuring the same levels of phenotyping and genotyping by phylogenetic analysis. Soil
samples were collected during periods of drought and rainfall, and analyzed for pH and
temperature. The average temperature of the soil samples was 27°C. The pH of the
samples was the same acid, at around 5:31. 130 samples were obtained from yeasts, 100
were identified using morphological and physiological characteristics of the
conventional system, however, 30 samples were identified using the molecular
taxonomy, using a D1/D2 region of 26S rDNA in which yeasts are known sequenced.
This region capable of differentiating almost all species tested, which indicates the
development of new studies of molecular taxonomy. Highest number of taxa was
obtained from soil samples of the municipality of Mucuge, followed by Ipird and Paulo
Afonso. Among taxa, 24 affinity ascomycetic, 26 and 04 basidiomycetous with
leveduroides (black yeast). We identified the species Brettanomyces bruxellensis,
Bullera alba, Candida catenulata, C. glabrata, C. parapsilosis, C. sake, C. zeylanoides,
Cryptococcus humicola, C. laurentii, C. luteolus, Rhodotorula minuta, R. mucilaginous,
R. glutinis, Sporobolomyces roseus, Trichosporon pullulans. Among 30 isolates
subjected to molecular characterization, were obtained 22 sequences, 12 groups were
recognized after comparison of sequences submitted to GenBank by using the BLAST
(NCBI). With all isolates was possible to reach the species with a high degree of
similarity, mostly above 90%. The groups were: Hortaea werneckii (l), Pichia
guilliermondii (I), Candida parapsilosis (I11), Rhodotorula glutinis (I\V), Rhodotorula
laryngis (V), Rhodotorula phylloplana (V1), Rhodotorula bacarum (VII), Rhodotorula
slooffiae (VIII ), Rhodotorula minuta (IX), Pseudozyma aphidis (X), Cryptococcus
podzolicus (XI) and Rhodosporidium diobovatum (XII). In the strict consensus tree in
the phylogenetic analysis were shown as 20 groups, with the majority bootstrap value
higher than 90% which indicates that the samples actually belong to the groups formed
taxon. The results indicate that there is a great diversity of yeasts in the soil of semi-arid

region of Bahia.

Keywords: Diversity, yeasts, soil, semi-arid.



SUMARIO

Pagina
RESUMO GERAL
1. INTRODUCAO GERAL 01
1.1. AREGIAO SEMI-ARIDA. ... .citttttuaeaettetta e e aaeeeitaa e e e aeeet e e e e eeesa s eenneneans 01
1.2. BIODIVERSIDADE MICROBIANA DO SOLO DO SEMI-ARIDA.......cccoiiiurrieraaanns 03
1.3. CARACTERIZAGAO DAS LEVEDURAS.....cctuiititieeeitiseeestneeseanneeesaneesnnnaeeens 07
1.4. TAXONOMIA CLASSICA E MOLECULAR DAS LEVEDURAS........ccvvviveeeeeinnne 08
1.5, REFERENCIAS. ...ttt e ettt e e ettt e ettt e s e e e e ettt e s e e e eeestba e e e e e eanan e aaaeennes 15
2. MATERIAL E METODOS 22
2.1. LOCALIZAGAO DAS AREAS ESTUDADAS.......ccuveveiveieeieeaesteseeesseseeseaseenes 22
2.2. COLETAS DAS AMOSTRAS DE SOLO.....ciiuutunaeeeiiitiieeeeeeetiinaaeaeesnnnaaeeaeesnes 22
2.3. ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DAS LEVEDURAS......ccciiiiiiiiieeeeiiiiiiieeeaens 24
2.4. CARACTERIZAGAO MACROMORFOLOGICA. ......ceviunieereieeeesieeeetneeeeenneeenns 24
2.4.1. ASPECTOS DAS COLONIAS. ...cevttieiiiiiiiiteeeessitreeeeeeeennnireeeeesssasnneneaeaans 24
2.5. CARACTERIZAGAO MICROMORFOOGICA. ... .cuuuieeiiieeiitaeeeeiaeeeanneeeeaneaeeenns 25
2.5.1. FORMAGCAQO DE ASCOSPOROS.....cuuiitiitiiitieitietietieitiestieteeseeensesnerranenns 25
2.5.2. PRODUGCAO DE BALISTOSPOROS......uiiiitiieeeitiieeeetneeestnaeessnnaesennneesennnns 26
2.6. TESTES FISIOLOGICOS. ... iiiiiiiieeeeteeii e e e eeet e e e ee e e e e eeaan e e e eeeennnas 27
2.6.1. TESTE DE ASSIMILACAO DE FONTES DE CARBONO........utiieiiiiiineaeeaeeneennns 27
2.6.2. TESTE DE ASSIMILACAO DE FONTES DE NITROGENIO........cccvvuueneeaeeennnnn 27
2.6.3. TESTE DE FERMENTACAO . ... ttttttuaaaeeetntaaaaeeetnnaaaesesesnnaaaeeeesnnnnaaees 28
2.6.4. PRODUGCAO DE UREASE ....ituiitiiitiiitiiiieieeeite s e e et e e e s sansebeesesneans 29
2. 7. TRATAMENTO ESTATISTICO. .. ueeteuutunieeeeeeatnsaaeaeeensnnaseeseeessnnnaaaasensnsanaaaaeees 30
2.8. IDENTIFICACAO MOLECULAR. ...ttt ittt te e et e e e et s e e e eraneeanas 30
2.8.1. EXTRACAO DO DNA DAS LEVEDURAS......cccvuiieiiiieeeeeiieeeeaeeeeaieeeenneeeens 30

2.8.2. REACAO DE PCR — AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS ALVO..........cevneen. 31



2.8.3. REACAO DE SEQUENCIAMENTO . ..uuiuueitiieiiieeeteeee et eesnaeetneeenneesnneeanns
2.8.4. PURIFICACAO DOS PROD. SEQUENCIAMENTO E ANALISE DOS DADOS.......
2.8.5. ANALISE FILOGENETICA. ..ctu ittt et eeieee e e et e et e e e e e eaa e eaaeeeanaeeaaneeens

2.9, REFERENCIAS. ...ttt ettt e et et e e et e e et n e e et e e e e e e aa e e e eaan s

3. ARTIGOS

ARTIGO 1: LEVEDURAS DO SOLO DO SEMI-ARIDO DA BAHIA, BRASIL.

ABSTRACT

RESUMO

INTRODUCAO
MATERIAL E METODOS
RESULTADOS E DISCUSSAO

REFERENCIAS

32
33
34
35

37

ARTIGO 2: DIVERSIDADE E FILOGENIA DE LEVEDURAS ISOLADAS DO SoLo 47

DO MUNICIPIO DE MUCUGE, SEMI-ARIDO DA BAHIA, BRASIL.

RESUMO

ABSTRACT

INTRODUGAO

MATERIAL E METODOS
RESULTADOS E DISCUSSAO
REFERENCIAS

4. CONCLUSOES FINAIS

65



COSTA, M. S. F. Leveduras Isoladas do Solo do Semi-arido da Bahia...
|1

1. INTRODUCAO GERAL

1.1. A Regido Semi-arida

O Semi-Arido do Brasil se estende por uma area que abrange 86,48% dos
Estados da Regido Nordeste, 11,01% da regido setentrional do Estado de
Minas Gerais e 2,51% do norte do Espirito Santo, ocupando uma area total de
974.752 Km?. O semi-arido baiano compreende 70% do territério do estado e
44% do semi-arido Nordestino, caracterizado por diversificados ambientes

(Mendes, 1997). Figura 1.

Localizagdo da Area de Estudo

Semi-Arido Brasileiro

" Regifio do Semi-arido Brasileiro

n
200 0 200 400 600 Km A
Fonte: SUDENE, IBGE =l

Figura 1. Mapa do semi-arido do Brasil, destacando area que abrange o
semi-arido da Bahia. Fonte: Sudene, IBGE — 2006.
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As condicbes ecoldgicas tipicas do semi-arido estdo representadas nas
depressdes interplanalticas, onde predominam as Caatingas, e que contrastam
com areas das Chapadas, onde predominam os Cerrados, Campos Rupestres
e diferentes tipos de Florestas. O clima é caracterizado por temperaturas
meédias elevadas, em torno de 27°C, e amplitude térmica em torno de 5°C. As
chuvas, além de irregulares, ndo excedem os 1000 mm/ano, ocorrendo
geralmente por 3-6 meses, com longos periodos de estiagem (Reis, 1976;
Sampaio, 1996; Rodal, 1999; Velloso et al., 2002). Em toda a regido semi-arida
os solos sdo formados por um mosaico, desde solos rasos e pedregosos,
associados as caatingas tipicas e degradadas, aos solos arenosos e
profundos, associados a processos de desertificacdo que dao lugar as
caatingas de areia e grandes areas desprovidas de vegetacdo (Rodal et al.,
1992).

Segundo Canhos; Manfio (1998) estima-se que menos de 5% dos
microrganismos existentes na Terra tenham sido caracterizados e descritos.
Devido aos diversificados e ricos biomas da regido do semi-arido, considera-se

gue exista uma microbiodiversidade bem representativa.

Os microrganismos, dentre estes as leveduras, apresentam uma imensa
diversidade genética e desempenham funcdes U(nicas e cruciais nos
ecossistemas. Entre os beneficios cientificos esperados de um maior
conhecimento sobre a diversidade microbiana do semi-arido baiano, estédo
incluidos, a melhor compreenséo das funcdes exercidas pelas comunidades
microbianas nos ambientes terrestres e o conhecimento das interagbes com

outros componentes da biodiversidade, incluindo plantas e animais. Os
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beneficios econdmicos e estratégicos estao relacionados com a descoberta de
microrganismos potencialmente exploraveis nos processos biotecnoldgicos
para novos antibioticos e agentes terapéuticos, probiéticos, produtos quimicos,
enzimas e polimeros para aplicacdes industriais e tecnolégicas, biorremediacao
de poluentes, e biolixiviacao e recuperacdo de minérios, além da otimizacao da
capacidade microbiana para a fertilizacdo dos solos e despoluicdo das aguas.
Outros beneficios incluem o prognostico e prevencédo de doencas emergentes
em seres humanos, animais e plantas (Borneman; Triplett, 1996; Hugenholtz;
Pace, 1996; Borneman et al.,1996; Borneman; Triplett, 1997; Kennedy; Gewin,

1997; Furman; Campbell, 1998; Lacaz et al., 2002).

1.2. Biodiversidade microbiana do solo do Semi-arido

O termo biodiversidade foi usado pela primeira vez em 1986, resultado
da concentragédo das palavras “diversidade biolégica ou diversidade bidtica”, e
mede, a principio, toda a variacdo bioldgica do planeta Terra (Azevedo, 1998).

Diversidade biologica, ou biodiversidade, “significa a variabilidade de
organismos vivos de todas as origens, compreendendo, dentre outros, 0s
ecossistemas terrestres, marinhos e outros ecossistemas aquéticos e 0s
complexos ecoldgicos de que fazem parte; compreendendo ainda a diversidade
dentro de espécies, entre espécies e de ecossistemas” (Artigo 2 da Convengéo
sobre Diversidade Biolégica). Refere-se ainda a variedade de vida no planeta
Terra, incluindo a variedade genética dentro das populacdes e espécies, a

variedade de espécies da flora, da fauna e de microrganismos, a variedade de
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funcdes ecoldgicas desempenhadas pelos organismos nos ecossistemas e a
variedade de comunidades, habitats e ecossistemas formados pelos
organismos (Azevedo, 1998).

A biodiversidade € uma das propriedades fundamentais da natureza,
responsavel pelo equilibrio e estabilidade dos ecossistemas, e fonte de imenso
potencial de uso econbmico, uma vez que constitui a base das atividades
agricolas, pecuarias, pesqueiras e florestais (Melo; Azevedo, 1998). As funcdes
ecologicas desempenhadas pela Dbiodiversidade sdo ainda pouco
compreendidas, muito embora se considere que ela seja responsavel pelos
processos naturais e produtos fornecidos pelos ecossistemas e espécies que
sustentam outras formas de vida e modificam a biosfera, tornando-a apropriada
e segura para a vida. A diversidade biologica possui, além de seu valor
intrinseco, valor ecoldgico, genético, social, econémico, cientifico, educacional,
cultural, recreativo e estético. Com tamanha importancia, € preciso evitar a
perda da biodiversidade (Melo; Azevedo, 1998).

A geografia convencional divide o Nordeste brasileiro em zonas:
Litordnea, Agreste e Sertdo, sendo que as duas Ultimas formam,
essencialmente, a regido semi-arida (Assuntos do Meio Ambiente - SCA
Agenda 21, 2000), Segundo Mendes (1997), considera-se como Regido semi-
arida aquela que possibilita o desenvolvimento de uma cobertura vegetal mais
Oou menos continua, como a caatinga, a savana ou a estepe, que nao permite o
cultivo de plantas anuais, de maneira regular e com boa produtividade, em
virtude da baixa pluviosidade e da ma distribuicdo das chuvas.

Acredita-se que a populacdo de microrganismos desse bioma seja

riquissima, com varias espécies endémicas, porém a analise dos dados
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demonstra o conhecimento insuficiente que deles se tem. Vale salientar que
em relacdo a diversidade de microrganismos nos solos do semi-arido, ndo ha
um s6 relato (Queiroz et al., 2006).

Vem se constatando que os grandes esfor¢cos de maior conhecimento e
uso sustentavel da biodiversidade tém sido focada em mamiferos, aves, peixes
e plantas. Estimativas recentes indicam que microrganismos e invertebrados
constituem aproximadamente 90% das espécies da Terra e desempenham um
papel fundamental no funcionamento de ecossistemas (Kennedy; Smith, 1995).

Do total de espécies de plantas estima-se que se conhece mais de 80%,
e mais de 90% dos vertebrados, enquanto que € estimado que menos de 1%
das bactérias e virus e menos de 5% dos fungos sédo conhecidos. Embora
sejam menos estudados, muitos grupos de microrganismos sdo essenciais
para a sobrevivéncia das formas de vida na Terra (Brasil, 2001).

Sem 0s organismos, 0s solos ndo seriam formados. A intemperizacao
fisico-quimica das rochas matrizes por si sé resultaria em terrenos sem
nenhuma fertilidade, visto que ha necessidade de nitrogénio e esqueletos de
carbono para que a vida se estabeleca. As algas sao tidas como colonizadores
primarios do solo, pela sua capacidade de fixar carbono e nitrogénio da
atmosfera através dos processos de fotossintese e fixacdo biolégica de
nitrogénio, respectivamente. A partir dai, fungos e bactérias terdo recursos para
se desenvolver e liberar nutrientes dos minerais do solo, como o fésforo, o
calcio e o ferro (Coutinho, 1996).

O solo formado, havendo a disponibilidade de agua, permitira o
crescimento de plantas, que ao serem decompostas gerardo matéria organica

que reterdo nutrientes, liberando-os lentamente para o0s préximos
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colonizadores. Esta maneira simplificada de apreender o processo de
pedogénese, do ponto de vista bioldgico, ilustra a importancia da
biodiversidade para a formacéo dos solos (Coutinho, 1996).

Por outro lado, a biodiversidade de solos tem um papel fundamental na
regulacdo dos processos biogeoquimicos formadores e mantenedores dos
ecossistemas (Hungria; Araljo, 1994). E nos solos que se realiza a maior parte
da ciclagem de nutrientes da qual o planeta Terra depende para se manter
vivo. Portanto, o solo € um recurso natural que deve ser conservado para que
0S servicos que ora prestam as sociedades sejam sustentaveis para as
préoximas geracoes. (Drozdowicz, 1977).

A elaboracdo de medidas para a conservacdo da biodiversidade
microbiana dos solos deve considerar as peculiaridades da diversidade
microbiana e da biodiversidade de solos, dada a importancia deste componente
biolégico para o funcionamento do Planeta e para a sustentabilidade de
atividades econdmicas, como a agricultura. Outra justificativa para um esforco
integrado de pesquisa e prospeccédo tecnoldgica da biodiversidade de solos é a
falta de conhecimento da verdadeira extensédo desta diversidade nos bioma
tropicais, e o grau de ameaca em que se encontra. (HUNGRIA, 1994;
ROSADO, 1997; AZEVEDO, 1998).

E preciso, pois, aprimorar significativamente, e o mais rapidamente
possivel, o conhecimento sobre a biodiversidade desse bioma. De acordo com
o Documento Estratégia Nacional de Biodiversidade: Microrganismos e
Biodiversidade dos Solos (2001), sdo extremamente importante atividades que

conduzam a definicdo das espécies de organismos do solo, a elucidacéo da
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influéncia da composicdo de espécies e ao entendimento da estrutura de

comunidades no funcionamento de ecossistemas.

1.3. Caracterizacao das Leveduras

As leveduras sédo fungos predominantemente unicelulares, cujo
crescimento se faz preferencialmente por brotacdo ou fissdo. Como células
simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais rapidamente do que a
maioria dos fungos filamentosos, podendo ser mais eficientes na realizacao de
alteracdes quimicas por causa da sua maior relacdo area/volume. Geralmente
sdo encontradas em folhas, frutos, graos de cereais ou substratos contendo
acucares. Podem ainda ser isoladas do ar, do solo, de aguas de lagos, rios e
mares e da pele e do intestino de animais, bem como em associacdes com
insetos (Carmo de Souza, 1969; Lodder, 1970).

Existem, aproximadamente, 678 espécies de leveduras, distribuidas em
cerca de 93 géneros, das quais aproximadamente 30 espécies sao
consideradas patogénicas. Possuem importancia econbmica sob varios
aspectos: sdo agentes de fermentacdo alcodlica, na producdo do &lcool
industrial e de todas as bebidas alcodlicas ndo destiladas ou destiladas; séo
utilizadas na panificacdo; sédo, pelo menos potencialmente importantes fontes
de proteina e de fatores de crescimento, possiveis de serem utilizadas na
alimentacédo animal e humana; como agentes de fermentacdo séo prejudiciais a
conservacgao de frutos; algumas espécies sao patogénicas a plantas, animais e
ao homem (Lodder, 1970; Conant, 1972; Kreger-van Rij, 1984; Kwun Chung;

Bennet, 1985; Khozel, 1995; Barnett et al., 2000; Lacaz et al., 2002).
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As leveduras sé&o encontradas nos filos Ascomycota e Basidiomycota e
entre os fungos mitospdricos, anteriormente denominados Deuteromycetes
(sem reproducdo sexuada conhecida), constituindo um grupamento artificial
(Hawksworth et al., 1995).

A maioria das espécies de leveduras basidiomicéticas possui um perfil
assimilativo amplo de fontes de carbono quando comparadas com as leveduras
ascomicéticas, que se restringem a poucas fontes de carbono (Kurtzman; Fell,
1998). As leveduras basidiomicéticas sédo ricamente encontradas em substratos
gue possuam componentes mais complexos, como solo e folhas, ao contrario
das leveduras ascomicéticas, que sao frequentemente encontradas em

substratos ou fontes ricas em acucares simples, como frutos (Santos, 1997).

1.4. Taxonomia Classica e Molecular das leveduras

A identificacdo das leveduras € feita, tradicionalmente, com base em
caracteristicas morfologicas e fisiolégicas, entretanto, muitas vezes, pode
ocorrer dificuldade de avaliacdo dos resultados, devido a estes organismos
apresentarem caracteristicas fenotipicas altamente variaveis mesmo entre
linhagens de uma Unica espécie. As ferramentas de biologia molecular
atualmente utilizadas visam auxiliar as dificuldades de identificacdo pelo
método convencional, complementando essa identificacdo, mas ndo excluindo
a realizacdo de observacoes morfofisioldgicas. (Lodder,1970; Kreger-van Rij,
1984; Samaranayake et al., 1984; Chakrabarti, et al., 1991; Khozel, 1995;
Vidotto et al., 1996; Ghannoum, 2000; Foschino et al., 2004; Villa-Carvajal et

al., 2004; Trost et al., 2004).
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As primeiras observacdes microscopicas de leveduras foram feitas por
Antonie van Leeuwenhoek em 1680, analisando a borra do vinho. Cagniard de
la Tour, Kiitzing e Schwann, em 1826 demonstraram que as leveduras de
cerveja e vinho apresentavam capacidade de reproducdo por gemulacao.
Posteriormente, Pasteur demonstrou que as leveduras possuiam habilidade
respiratoria e fermentativa, e introduziu métodos para obtencdo de culturas
puras. Emil Christian Hansen descreveu caracteristicas morfolégicas e
fisioloégicas das leveduras, estabelecendo o primeiro sistema de identificacédo
em 1896, que abordou a caracterizacdo de um grande numero de espécies,
muitas das quais reconhecidas até hoje. Nestes esquemas foram discutidos
alguns aspectos fisioldgicos importantes de classificacdo, como a habilidade de
leveduras em fermentar glicose, galactose, sacarose, maltose, lactose e
rafinose, e, alguns compostos nitrogenados, tais como: sulfato de aménia,

asparagina, uréia, peptona e nitrato. (Phaff et al.,1978).

Em 1952, Lodder e Kreger-van Rij escreveram a mais extensa
publicacdo sobre taxonomia de leveduras, revisada por Lodder (1970), Barnett
et al. (1983), Kreger-van Rij (1984) e Barnett et al. (1990, 2000). Na tentativa
de simplificar os processos de identificacdo de leveduras foi editado um
programa para computadores de acordo com as publicacdes de Barnett et al.
(1983, 1990), utilizando-se predominantemente, testes fisioldgicos. Este
programa permite fazer uma selecdo de espécies com resultados semelhantes
as espécies nao conhecidas, e pode ser utilizado para espécies com
caracteristicas individuais ou para um namero de espécies com caracteristicas

em comum.
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As leveduras séo tradicionalmente caracterizadas, classificadas e
identificadas através de caracteristicas morfologicas e fisiologicas. Para a
identificacdo especifica, estudos fisioldégicos e de exigéncias nutricionais sao
mais relevantes que tracos morfolégicos e sexuais, 0s quais sdo importantes
na determinacdo genérica. Diferencas na fermentacdo e assimilacdo de
compostos de carbono sdo critérios importantes na taxonomia e identificacdo
de leveduras, pois estes microrganismos apresentam uma variagcdo na
habilidade de fermentagcdo de acucares (Kreger-van Rij, 1984; Barnett et al.,

2000).

Embora muitos estudos sobre a caracterizacdo de leveduras ja tenham
sido elaborados, uma classificacdo natural é ainda um grande objetivo a ser
alcancado. A classificacdo ideal deve estar baseada na filogenia destes
microrganismos. Esta interacéo classificacdo-filogenia € de grande importancia,
pois permite predizer similaridades genéticas entre 0S microrganismos,
fornecendo informacfes necessarias para a descoberta e avaliacdo de
parentescos entre linhagens e espécies, resultando em maior compreenséao da

evolucdo das leveduras (Kreger-van Rij, 1987; Kurtzman, 1988).

Segundo Kreger-van Rij (1987) as metodologias aplicadas a
identificacdo de leveduras envolvem procedimentos como o0 isolamento do
ambiente, determinacéo de propriedades morfolégicas e fisiologicas, descricdo
e comparacdo com microrganismos padrdo e ocasionalmente, avaliacdo de
propriedades tecnolégicas. O conjunto de dados obtidos, obedecendo
rigorosamente a protocolos padronizados, resulta na identificacdo e

posicionamento taxondmicos da levedura.
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Os testes fisiologicos tém sido utilizados como um importante marcador,
auxiliando na definicdo dos grupos delimitados pelos métodos moleculares. Por
estes estudos foi estabelecida a sua importancia para a taxonomia,
demonstrando a eficiéncia do método, principalmente para a diferenciacdo

interespecifica e similaridade intraespecifica.

A partir da década de 1960 a analise de variantes de uma populagcéo
deixou de ser restrita a caracteres morfologicos, pois surgiram os marcadores

moleculares.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998) marcador molecular consiste em
todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene expresso, como no
caso das isoenzimas ou de um segmento especifico de DNA, correspondente a
regides expressas ou ndo no genoma. Portanto, pode-se dizer que atualmente
a deteccao de variabilidade genética pode ser feita através de diferentes niveis

de observacgéo.

De acordo com Hoog (1997), os métodos moleculares séo ferramentas
Uteis no esclarecimento mais preciso da posicao das leveduras dentro do reino

Fungi.

Os métodos moleculares, segundo Hoog et al. (1998), séo utilizados em
grande escala para o estudo da diversidade de fungos. No caso de fungos
ambientais e industriais, os métodos podem ser aplicados envolvendo a
obtencdo de dados mais precisos para a taxonomia, uma vez que métodos
classicos apresentam uma limitada resolugdo, tanto para fungos leveduriformes

que apresentam pouca variacdo morfologica, bem como para aqueles grupos
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variaveis e com espécies até entdo pouco descritas, e estdo sendo
reconhecidas como um conjunto de pequenas entidades. Outra aplicabilidade &
na filogenia, pois estes métodos facilitam a construcéo de arvores filogenéticas,

as quais podem servir como um modelo do suposto curso da evolucao.

Em leveduras, a caracterizagcdo genotipica vem sendo feita em maior
intensidade em espécies de Saccharomyces e Candida. O nivel de diferencas
entre DNAs de diferentes espécies de ambos os géneros é detectado para a
confirmacédo de espécies identificadas (Quesada e Cenis, 1995). Além disto,
novas espécies de leveduras também vém sendo identificadas, tendo seu DNA
comparado com as espécies ja conhecidas (Baleiras e Hofstra, 1995; Masneuf

et al., 1996; Valente et al., 1996).

Grandes progressos na taxonomia das leveduras vém ocorrendo em
funcdo do emprego de técnicas moleculares que fornecem informacdes
essenciais sobre a composi¢cdo quimica da parede celular e seqiéncias de
acidos nucléicos e proteinas (Meyer, 1991), o que tem resultado na descoberta

de novas espécies e rearranjos de géneros e espécies ja conhecidas.

O rDNA é muito empregado em estudos taxonémicos devido a presenca
de regides codificantes e ndo-codificantes, que evoluem em diferentes taxas, e
também pelo fato de os ribossomos estarem presentes em todos o0s
organismos a partir de uma origem evolutiva comum (Valente et al., 1996). A
regido génica do rDNA possui as seguintes estruturas na disposigcéo 5’-3’: a
regido espacadora externa (ETS), o gene 18S, a regido espacadora interna
(ITS1), o gene 5.8S, uma segunda regidao espacadora interna (ITS2) e o gene

26S. Este ultimo gene apresenta as sequéncias menos conservadas, em
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relacdo aos genes 18S, 5.8S e 5S (que ndo esta situada nesta unidade
repetitiva), sendo a regido de escolha para estudos de filogenia de espécies e
grupos taxondémicos mais relacionados. A regido dos dominios divergentes
D1/D2 do 26S rDNA de grande parte das leveduras conhecidas encontra-se
sequenciada e observou-se que essa regido € capaz de diferenciar quase
todas as espécies de leveduras testadas, visando estudos de taxonomia

(Kurtzman; Robnett, 1998).

Com o desenvolvimento da biotecnologia, a grande biodiversidade
presente nos ecossistemas brasileiros tornou-se alvo de interesse da
comunidade cientifica, do governo e de empresas, principalmente as industrias
de farmacos. Definiu-se entdo, que quanto maior a diversidade de vida de um
pais, maior a oportunidade de desenvolvimento de novos e variados produtos
guimicos e bioldgicos. Através do emprego de técnicas de biologia molecular,
sera possivel desvendar a enorme diversidade de leveduras existentes na
regido e a correlaciona-las com o funcionamento de ecossistemas. No Brasil,
gue é um dos paises que possui a maior biodiversidade do mundo, a busca de
novas espécies de fungos devera produzir resultados extremamente
interessantes do ponto de vista biotecnolégico (Foschino et al., 2004; Villa-

Carvajal et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivos: Geral, isolar leveduras de amostras
de solo das regides de Mucugé, Ipira e Paulo Afonso do semi-arido da Bahia;
Especificos, caracterizar em niveis fenotipico, fisiolégico e genotipico
leveduras isoladas do solo de regides do semi-arido da Bahia; verificar a

ocorréncia e variabilidade de leveduras no solo das trés areas estudadas;
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verificar a diversidade das leveduras isoladas do solo, através da

caracterizacdo molecular pela regido D1/D2 do gene codificador do rRNA 26S.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. LOCALIZACAO DAS AREAS ESTUDADAS

Foram investigados solos de trés regibes do semi-arido da Bahia. A
primeira no municipio de Mucugé, localizado na Chapada Diamantina a 448 Km
da capital, Salvador, BA. Possui area de 2.491,80 Km? e altitude de 981 m, nas
coordenadas 13° 03’ 0” S e 41° 22’ 0” W, com temperatura média de 20°C. A
segunda, no municipio de Ipira, localizado a 202Km da capital, com area
territorial de 3.035,40Km? e altitude de 328m, nas coordenadas de 12° 09’ 0" S
a 39° 44’ 0" W e temperatura média de 26°C. A terceira area, localizada em
Paulo Afonso, municipio localizado a 450Km da capital, possui area de
1.700,40Km? e altitude de 262m, com coordenadas de 09° 24’ 0” S a 38° 13’ 0"

W, e temperatura média de 29°C (Figura 1).

2.2. COLETA E ANALISE DAS AMOSTRAS DE SOLO

De cada area analisada foram realizadas duas coletas, uma no periodo
chuvoso entre fevereiro e marco de 2005 e outra no periodo seco entre agosto
e setembro de 2005, obtendo-se um total de 18 amostras de solo, seis de cada
localidade.

As amostras foram coletadas em perfil da superficie a uma profundidade
de 20cm, e posteriormente acondicionadas em sacos plasticos e transportadas
ao Laboratério de Pesquisa em Microbiologia - UEFS/BA para analise. A
determinacdo da temperatura do solo foi realizada in loco utilizando termémetro
digital e para a determinagédo do pH em H,0, utilizou-se a base metodoldgica

de MOK et al. (1984).
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Figura 1. Mapa com a localizagdo das areas estudadas do semi-arido
da Bahia. @ Paulo Afonso; @ Ipira e @ Mucugé. Mapa extraido do SEI-

BA. Fonte: Sudene, 1994.
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2.3. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

De cada uma das 18 amostras de solo coletadas foram pesados 10 g e
colocados em 90 mL de H,O dest/esterilizada e posteriormente preparadas
suspensdes aquosas na diluicdo de 102. Esse procedimento foi feito em

triplicata para cada solo.

Um volume de 0,2 mL da suspenséao foi semeado em superficie de placa
de Petri contendo o meio agar YMA+C (extrato de levedura e extrato de malte)
acrescido de cloranfenicol e incubadas a temperatura ambiente, esse
procedimento foi realizado em quadruplicatas. Todas as col6nias
macroscopicamente semelhantes a leveduras foram isoladas, purificadas e
identificadas através do sistema VITEK da Biomérieux, e morfofisiolégico de

acordo com Lodder, (1970); Kreger van Rij., (1984); Barnett et al., (1990).

2.4. CARACTERIZAGAO MACROMORFOLOGICA
2.4.1. Aspectos das coldnias

Foram observadas as caracteristicas das colénias das leveduras quanto
a cor (branca, creme, amarelada, laranja, rosa, vermelha, marrom, preta), ao
brilho (brilhante, opaca), forma (circular, oval ou fusiforme), margem (regular,
irregular, lobada ou com raizes), superficie (lisa ou rugosa), elevacédo (plana,
convexa, umbonada ou crateriforme) e consisténcia (cremosa, mucoide,

butirosa, membranosa, esfarelada, dura, seca), segundo Yarrow (1998).
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2.5. CARACTERIZAGAO MICROMORFOLOGICA

Foram realizadas laminas a fresco a partir do crescimento de culturas
em Agar YEPG com, no maximo, uma semana de incubacdo a 25°C e a
observacéo foi feita em microscopia 6ptica com aumento de 40X a 100X. Os
caracteres morfologicos celulares observados foram: forma e tamanho da
célula, presenca de pseudomiceélio, tipo de reproducédo assexuada (brotamento
elou fissdo) e, no caso de brotamento, tipo de brotamento (multipolar, bipolar,
unipolar), presenca de ascosporos e de balistosporos, segundo Barnett et al.

(1990) e Kurtzman e Fell (1998).

2.5.1. Formacéao de ascosporos

A observacédo de ascosporos foi realizada utilizando um meio especial
para induzir a sua producdo: o meio Agar acetato (0,5% de acetato de sodio
trihidratado + 2% de &gar), com incubacado a 22°C por até um més. A pequena
guantidade de carboidratos nesse meio de inducdo restringe o crescimento
vegetativo e aumenta a producdo de ascosporos. As caracteristicas
observadas em microscopia Optica foram a presenca ou auséncia de
conjugacéao, forma e numero de ascésporos por asco e liberagcdo ou ndo de
esporos logo apés a sua formacao.

Devido a dificuldade de visualizacdo dos ascosporos em montagens
diretas em &gua de alguns isolados, dois procedimentos de coloracdo de
ascosporos foram empregados. O primeiro, denominado método de Wirtz, cora
0os esporos de verde azulados e as ceélulas vegetativas de vermelho. No
esfregaco da cultura teste, cobriu-se a lamina com uma solucdo aquosa de

verde malaquita 5%, aquecendo-a até a emissdo de vapores por 5 minutos.
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Lavou-se e, posteriormente foi realizada a contra-coloracdo com uma solucao
aguosa de safranina por 30 segundos. ApOs lavagem e secagem da lamina,
examinaram-se 0S ascosporos em objetiva de imersdo. O segundo
procedimento de coloracdo de ascosporos € o método de Ziehl-Neelsen. Neste
meétodo, apos confeccdo do esfregaco da cultura teste, cobriu-se a lamina com
fuccina de Ziehl concentrada, aquecendo-a durante 5 minutos a lamina até a
emissao de vapores. ApOs escorrer o excesso de corante da lamina, adicionou-
se etanol 95% com 1% de &cido cloridrico para promover a diferenciacdo das
células vegetativas dos ascosporos, ja que estes sdo alcool-acido resistentes.
Em seguida foi realizada a contra-coloracdo do fundo com azul de metileno 1%
por 30 segundos, lavagem com agua corrente e secagem para observar sob
imersdo os ascosporos avermelhados, sobre um fundo azul disposto de células

vegetativas (Neufeld, 1999).

2.5.2. Producdao de balistosporos

A producédo de balistosporos € um critério importante para a distincao de
espécies de leveduras com afinidade basidiomicética. Os balistosporos,
guando amadurecidos, sdo ejetados para o meio ambiente violentamente. Uma
caracteristica indicativa de que os balistosporos estdo sendo produzidos pelo
isolado é a producdo espontanea de colbnias satélites (Kreger-van Rij, 1984;
Neufeld, 1999). Um simples procedimento para a demonstracdo dessa
caracteristica foi aplicado. Inoculou-se a levedura suspeita na superficie de
uma placa contendo Agar Fuba (1,7% fuba; 0,5% Agar). Fechou-se a base
desta placa com a base de uma outra placa contendo Agar YEPG, selando

ambas, assepticamente, com fita adesiva. Incubou-se a placa, com a base
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contendo o indculo para cima, durante 7 dias a 25°C. As culturas produtoras de
balistosporos desenvolveram um crescimento no Agar YEPG idéntico ao

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

2.6. TESTES FISIOLOGICOS
2.6.1. Teste de assimilacdo de fontes de carbono

O teste baseou-se na capacidade de assimilacdo das leveduras nas
respectivas fontes de carbono: glicose, galactose, maltose, celobiose, trealose,
lactose, melibiose, rafinose, amido soluvel, xilose, L-arabinose, ramnose,
etanol, glicerol, isopropanol, manitol, glucitol, salicina, citrato, inositol e N-acetil-
glicosamina. A habilidade ou ndo de assimilar diferentes acucares permite a
separacdo das espécies de acordo com o0 seu padrao de assimilacdo. Foi
aplicado o método de auxanograma em placas contendo o meio YNB (yeast
Nitrogen Base) e o inoculo da levedura, e posteriormente adicdo dos acucares.
As leituras foram realizadas com 24h e 48h, consideradas positivas todas que
apresentaram uma zona de crescimento macroscopico em torno do local onde

foi adicionado o acucar. (Barnett et al., 2000).

2.6.2. Teste de assimilacéo de fontes de nitrogénio

As leveduras e fungos semelhantes a leveduras possuem a capacidade
de utilizar sulfato de aménia, asparagina, peptona e uréia aerobicamente como
Unica fonte de nitrogénio. Porém, determinados compostos nitrogenados como
nitrato de potassio, nitrito de sodio, lisina, creatina, creatinina, aminas alifaticas
e alguns aminoacidos sdo seletivamente utilizados por diferentes leveduras

(Neufeld, 1999; Barnett et al., 2000). Assim, o propdsito de testar se uma
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levedura possui a habilidade de utilizar determinadas fontes de nitrogénio é
uma caracteristica importante na sua identificacéo.

O teste de assimilacao de fontes de nitrogénio baseou-se na utilizacéo
de nitrato, nitrito, lisina, creatina e creatinina como unica fonte desse elemento,
utilizando a técnica de auxanograma.

Foi preparado meio contendo YCB 1,17% com 2% de agar em uma
quantidade proporcional a 15mL para cada placa que for inoculado o isolado ,
porém sendo hidratado em apenas 12mL. Apds essa fase, foram misturados os
3mL do in6culo de cada isolado em agua estérii com os 12mL do meio
preparado, previamente resfriado a aproximadamente 45°C, e vertidos em uma
placa estéril. Apés a solidificacdo do meio, pitadas das respectivas fontes de
nitrogénio foram adicionadas de forma equidistante no perimetro da placa,
tendo o centro desta servido como controle negativo e a peptona como controle

positivo (Kreger-van Rij, 1984; Yarrow, 1998; Barnett et al., 2000).

2.6.3. Testes de fermentacéao

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

Verificou-se, portanto, a capacidade de cada levedura de fermentar a

glicose, a galactose e a maltose. Antes da realizag&do de cada teste, as culturas
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foram repicadas em Agar YEPG para obtencdo de células ativas
metabolicamente e incubadas por 48 horas a temperatura ambiente (26 + 3°C).

Estas culturas foram, posteriormente, inoculadas em tubos de ensaios
com meio para fermentagdo contendo tubos de Durham invertidos no seu
interior. Os tubos de fermentacgéo foram lidos regularmente em 1, 2, 3, 4, 7, 10,
14 e 21 dias ap6s a inoculacdo. A producdo de géas foi confirmada pelo seu
acumulo nos tubos de Durham. A leitura foi considerada negativa quando néo
houve acumulo de gas ou quando apenas foram observadas algumas bolhas
de gés no tubo de Durham, +1 quando apenas 1/3 do tubo de Durham estava
ocupado por gas, +2 quando o gas estiver presente em 2/3 do tubo e +3
quando o tubo de Durham encontrou-se cheio de gas. As cepas cujas leituras
registraram-se +2 ou +3 foram consideradas fermentadoras. As que tiveram
leitura +1 foram consideradas fermentadoras fracas (Kreger-van Rij, 1984,

Yarrow, 1998; Neufeld, 1999; Barnett et al.,2000).

2.6.4. Producéao de Urease

No teste de producdo de urease em meio uréia de Christensen, as
linhagens foram inoculadas a partir de culturas recentes em agar YEPG em
tubos contendo 3 mL do meio sélido Agar Uréia (Peptona 1%, Glicose 1%,
NaCl 5%, Fosfato monopotéssico 2%, Vermelho de fenol 0,012% e Uréia 3%).
Inicialmente autoclavaram-se todos os constituintes nos tubos com 2,5 mL
cada, com excecdo da uréia que foi esterilizada por filtros de celulose de 0,22
um. Apoés autoclavagem, adicionou-se 0.5 mL de uréia filtrada (20%),
homogeneizaram-se e inclinaram-se os tubos, deixando-os até a completa

solidificagdo do meio. Os tubos de ensaio foram inoculados e incubados a
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temperatura ambiente por 3 dias, sendo as leituras realizadas diariamente. A
atividade da enzima urease, quando presente na cepa, provocou uma viragem

do indicador vermelho de fenol de uma cor amarelada para rosada (Neufeld,

1999; Barnett et al., 2000).

2.7. TRATAMENTO ESTATISTICO

Para a comparacdo de cada parametro, individualmente, entre os
tratamentos, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F e as
médias comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi
ainda realizada uma andlise de agrupamento utilizando o algoritmo de UPGMA
e o indice de similaridade de Bray-Curtis para avaliar o grau de similaridade
entre as areas de coleta utilizando o programa PAST versao 1.3 (Hammer et

al., 2001).

2.8. IDENTIFICAGAO MOLECULAR
2.8.1. Extracdo do DNA das leveduras

As amostras nao identificadas fenotipicamente foram cultivadas em 10
mL de agar Yeast Peptona Dextrose (YPD) a 27°C por 12 horas a 250 rpm em
shaker. Foi transferido 1 mL desse cultivo para um microtubo de 2 mL. Com
auxilio de um bastao de vidro o material foi macerado e pulverizado em contato
com nitrogénio liquido. Apds esse processo, adicionou-se 1 mL de tampéo
CTAB [CTAB 2% (p/v); NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM;
2% PVP-40] e 4 puL de pB-mercaptoetanol, pré-aquecido a 65°C, e
homogeneizado. Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho-
maria a 60-65°C por 20-30 minutos, sendo agitadas periodicamente mantendo

0 extrato ressuspendido. Adicionou-se aos tubos cloroférmio:alcool isoamilico
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(24:1; viv) e foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos, centrifugados a
temperatura ambiente por 15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
removido para um novo microtubo de 2 mL. Adicionou-se aos microtubos o
mesmo volume de isopropanol ou 2,5 volumes de etanol absoluto a -20°C e
entdo misturou-se suavemente até formar um precipitado. A amostra foi
centrifugada a 13.000 rpm por 15 minutos, e descartado o sobrenadante,
obtendo o precipitado (pellet) que foi lavado com 1 mL de etanol 70% por duas
vezes e colocado para secar ao ar, a temperatura ambiente. O pellet foi
ressuspendido em 200 pL de tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM)
e incubado a 4°C por meia hora. A solucéo foi conservada a -20°C até o uso. A
verificacdo da qualidade do DNA extraido foi realizada através de corrida
eletroforética em 0,7% (w/v) gel de agarose usando TBE (Tris-borato 0,045 M,

EDTA 0,001 M, pH 8), a 80 V por 60 minutos.

2.8.2. Reacédo de PCR — Amplificacdo dos fragmentos alvo

As reacfes em cadeia da polimerase (PCR) simétricas (Saiki et al., 1988)
foram executadas, usando um termociclador. As reacfes foram realizadas em
um volume reacional total de 50 uL, contendo os seguintes componentes: 50
ng de DNA molde, 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP; 3,75 mM de
MgCl,; 5,0 U de Taqg DNA polimerase em 50 mM KCl e 20 mM Tris - HCI, pH
8,4. Os seguintes iniciadores (primers) foram utilizados para a amplificacédo
LROR (5-ACCCGCTGAACTTAAGC-3’) e LR5 (5-TCCTGAGGGAAACTTCG-
3) (Moncalvo et al.,, 2000a). (Figura 1). Em geral, 5uL de cada amostra
amplificada foi submetida a eletroforese em gel de agarose (1%) e comparada

a um padrdo de DNA com bandas variando de 500 a 12000 pb (Amersham-



COSTA, M. S. F. Leveduras Isoladas do Solo do Semi-arido da Bahia...
| 32

Pharmacia Biotech, KiloBase DNA Marker). A PCR foi usada para amplificar
um fragmento de cerca de 940 pb, homdlogo a uma regido do gene que
codifica para o0 RNA 26S da subunidade maior de ribossomos nucleares em
Saccharomyces cerevisae, da posi¢cao 26 a posicdo 964. Apos a amplificacéo

os produtos de PCR (amplicons) foram purificados.

Primers for amplification of large-subunit (L SU) RNA
and a portion of the intergenic spacer (IGS) regions

5.85 55
RNA LSU RNA BNA
LR 20R
5.85R° LR LR17R LR7R LR&R LR 10R LR 121 55 BMNAR
—_— — —- —  —m —- —_ —
LFR1 LRZ LFRZ1 LR1G F& LRYT LR & LR LR 10 LR 11 LR12 55 RNA
LR15 LR2Z LR2 LR 14

300 bp

Figura 1. Primers utilizados para a amplificacdo e sequenciamento do gene de
RNA ribossomico (25-28S) da subunidade maior do ribossomo nuclear.

2.8.3. Reacdo de Seqlienciamento

A reacao de sequenciamento foi realizada usando para cada amostra 2 uL
de tampéo , 2 pL do kit Big Dye terminator, 1 yL de primer (3,2 pmol/pL), 2 pL
do produto do PCR e 5 uL de agua ultrapura, completando o volume final de 12
uL. Apés a preparacdo do mix, as amostras foram colocadas no termociclador
para a reagdao do sequenciamento. A reacdo foi iniciada com uma
desnaturacao a 94 °C por 4 min, seguindo 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C

por 10 seg (anelamento) e 60 °C por 4 min (extensdo enzimatica).
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2.8.4. Purificacéo dos produtos de Seqgiienciamento e analise dos dados

Apés a reacdo os produtos de sequenciamento foram purificados
completando-se o volume para 20 pL (acrescentando 8 pL aos 12 pL).
Posteriormente foram adicionados 2 yL de acetato de sédio 3 M pH 4,6 e 50 uL
de etanol 95%. As amostras foram agitadas suavemente em vortex e deixadas
precipitando durante 15 min a temperatura ambiente (no escuro). Em seguida
foram centrifugadas durante 30 min a 14000 rpm. Descartados o0s
sobrenadantes, os pellets foram entéo lavados com 100 pL de etanol a 70%.
As amostras foram novamente centrifugadas por 10 min a 14000 rpm,
descartados os sobrenadantes, e entdo secas a temperatura ambiente por 30
min. Foram entdo adicionados 18 pL de formamida + EDTA (misturando bem
para ressuspender o pellet) e desta solucdo transferidos 9 pL para placa de
sequenciamento. As amostras foram levadas ao sequenciador SCE 2410
(Spectrumedix LLC), para eletroforese capilar.

Os eletroferogramas foram analisados visualmente e editaram-se as
sequéncias utilizando o programa FinchTV 1.4. (Geospiza Inc.). As sequéncias
resultantes foram submetidas a pesquisa, utilizando-se o programa BLASTn do
NCBI (National Center for Biotechnology Information — www.ncbi.nlm.nih.gov)
alinhadas utilizando o programa Clustral X (Thompson et al. 1997) e
posteriormente ajustadas manualmente com as sequéncias obtidas no

Genbank (submisséo direta).
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2.8.5. Andlise Filogenética

A andlise filogenética foi efetuada com o programa PAUP versao
4.0b10 (Swofford, 1998), utilizando-se o método da parcimdnia sem pesagem,
atribuindo-se pesos iguais a todos os tipos de substituicdes nucleotidicas.
Utilizou-se uma sequéncia homéloga do Schizosaccharomyces pombe como

grupo externo.

Avaliou-se a robustez dos clados usando o indice de bootstrap
(Felsenstein, 1985), com 1000 pseudoreplicacfes. A arvore de consenso estrito
gerada foi editada utilizando-se o programa TreeView versdo 1.6.6 (Page,

2001).
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ARTIGO 1

L EVEDURAS DO SOLO DO SEMI-ARIDO DA BAHIA, BRASIL.

Elaborado conforme normas da Revista ao qual sera submetido:

BIOTA
NEOTROPICA
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ABSTRACT: The Brazilian Northeastern Semi-arid region is represented by distinct
environments, which bear a rich and diversified biota, from which the yeasts are
important members in many ecosystems. The present work aimed to carry out an
inventory of the diversity of soli yeasts in three localities of the Semi-arid region of the
State of Bahia, Brazil. Collections were performed in three municipalities of the Semi-
arid region of Bahia, Mucugé, Ipird and Paulo Afonso, in both dry and rainy period.
Temperature and pH of soil samples were first determined before the isolation of the
yeasts in YMA+C medium. For the identification, the classic method automatized by
the VITEK® (BioMerieux), as well as bench tests, were used, considering
morphophysiological profile of each isolate. All soil samples presented a weakly acid
pH (mean = 5.31) and an mean temperature of 27°C. There was not statistically
significant difference between the studied sites (ANOVA), however, soil samples from
Mucugé presented the highest number of isolated taxa (31), followed by Ipir4 (15) and
Paulo Afonso (08). The main identified species were: Brettanomyces bruxellensis,
Bullera alba, Candida catenulata, C.glabrata, C. parapsilosis, C. sake, C. zeylanoides,
Cryptococcus humicola, C. laurentii, C. luteolus, Rhodotorula minuta, R. mucilaginosa,
R. glutinis, Sporobolomyces roseus, Trichosporon pullulans. Until date, this work is the
first inventory of soil yeasts in the Semi-arid region of the State of Bahia, Brazil.

Key words: diversity, yeasts, soil, Semi-arid region, Bahia.

RESUMO: O Semi-arido nordestino é representado por diferenciados ambientes, que,
conseqlientemente, reune uma rica e diversificada biota, da qual as leveduras sdo
membros importantes em muitos ecossistemas. O presente trabalho teve como objetivo
realizar um inventario sobre a diversidade de leveduras do solo em trés localidades do
semi-arido da Bahia. Foram realizadas coletas no periodo seco e chuvoso em trés
municipios do semi-arido baiano, Mucugé, Ipira e Paulo Afonso. As amostras de solo
foram analisadas quanto a temperatura e pH e posteriormente processados para 0
isolamento das leveduras em meio YMA+C. Para a identificacdo usou-se o método
classico automatizado pelo VITEK e de bancada, considerando o perfil morfofisiolégico
de cada isolado. Todas as amostras de solo apresentaram pH levemente acido com
média de 5.31 e temperatura média de 27°C. Estatisticamente ndo houve diferenca
significativa entre as areas estudadas, porém Mucugé apresentou o maior nimero de
taxons isolados (31), seguida por Ipira (15) e Paulo Afonso (08). As principais espécies
identificadas foram Brettanomyces bruxellensis, Bullera alba, Candida catenulata,
C.glabrata, C. parapsilosis, C. sake, C. zeylanoides, Cryptococcus humicola, C.
laurentii, C. luteolus, Rhodotorula minuta, R. mucilaginosa, R. glutinis,
Sporobolomyces roseus, Trichosporon pullulans. Até o presente momento este se
constitui no primeiro inventario de leveduras de solo na regido semi-arida do estado da
Bahia.

Palavras-chave: diversidade, leveduras, solo, Semi-arido, Bahia.
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Introducéo

O semi-arido nordestino é representado
por diferenciados ambientes, que
conseqlientemente  reGtne uma rica e
diversificada biota. Alguns trabalhos estdo
sendo realizados com o objetivo de levantar
dados sobre a biodiversidade dessa regido, tais
como 0s citados por SAMPAIO (1996) com
informacOes de pesquisas com diferentes
grupos taxonémicos, incluindo os fungos.

O interesse no estudo da diversidade
bioldgica do semi-arido é crescente devido as
variadas contribuicdes que este conhecimento
pode proporcionar, principalmente para o
campo da biotecnologia.

A diversidade microbiana, em virtude
dos microrganismos estarem na base da cadeia
trofica e intrinsecamente associados aos
diversos processos ecologicos do solo, tem
figurado como um importante indicador da
qualidade do solo (TABATABAI, 1994).
Numerosos estudos tém comparado
comunidades microbianas entre solos de
diferentes ecossistemas ou de longos periodos
de manejos, assim como solos agricultaveis
com solos de floresta ou sistemas nativos
(MENDES, 1997; OVREAS & TORSVIK, 1998;
STAHL et al., 1999).

Estudos sobre a diversidade de
leveduras associadas ao solo tém sido
realizados em vérias partes do mundo,
revelando uma rica distribuicdo. (MENNA,
1965; MENNA, 1966; CASAS-CAMPILLO, 1967;
CAPRIOTTI, 1967; ComBs et al., 1971; SNELLER
& SWATEK, 1974; SLAVIKOVA &
VADKERTIOVA, 2000; POLIAKOVA et al., 2001).

No Brasil séo poucos os trabalhos feitos
a partir do isolamento de leveduras do solo.
Destaca-se 0 realizado por Mok et al. (1984)
que identificaram 82 espécies de leveduras do
solo da Amazonia.

Trabalhos sobre a diversidade de
leveduras associadas ao solo no semi-arido da
Bahia sdo, até o presente momento,
desconhecidos.

O presente trabalho apresenta, pela
primeira vez, um levantamento sobre a
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diversidade de leveduras do solo na regido do
semi-arido da Bahia, fornecendo subsidios para
estudos mais extensos e aplicados.

Material e Métodos
1. Localizacéo das areas estudadas

Foram investigados solos de trés
localidades do semi-arido da Bahia. A primeira
no municipio de Mucugé, na Chapada
Diamantina a 448Km da capital, Salvador, BA.
Possui 4rea de 2.491,80 Km? e altitude de
981m, nas coordenadas 13° 03 0” S ; 41° 22’
0” W, com temperatura média de 20°C. A
segunda no municipio de Ipird, localizado a
202Km da capital, com éarea territorial de
3.03540Km* e altitude de 328m, nas
coordenadas de 12° 09’ 0” S a 39° 44’ 0” W ¢
temperatura me de 26°C. A terceira em Paulo
Afonso, municipio localizado a 450Km da
capital, com area de 1.700,40Km? e altitude de
262m, nas coordenadas 09° 24” 0” S ; 38° 13’
0” W, e temperatura média de 29°C.

2. Coleta das amostras de solo

De cada localidade foram realizadas 02
coletas, uma no periodo chuvoso entre
fevereiro e marco/2005 e a outra no periodo
seco entre agosto e setembro/2005. Nestas
areas foram fixados trés pontos para coleta,
obtendo-se um total de 18 amostras de solo,
seis de cada localidade.

As amostras foram coletadas em perfil
da superficie até 20 cm de, e acondicionadas
em sacos pléasticos e transportadas ao
Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia para
andlise. A determinacdo da temperatura do solo
foi realizada in loco com termdmetro digital e
para a determinacdo do pH em H,0O, utilizou-se
a base metodologica de Mok et al. (1984).

3. Isolamento e Identificacdo das leveduras

De cada uma das 18 amostras de solos
coletadas foram pesadas 10 g e colocados em
90 mL de Hy;O dest/esterilizada e
posteriormente preparadas suspensfes aquosas
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na diluicdo de 10™. Esse procedimento foi feito
em triplicata para cada solo.

Um volume de 0,2 mL da suspensdao foi
semeado em quadruplicata na superficie do
meio agar YMA+C (extrato de levedura e
extrato de malte) acrescido de cloranfenicol,
contido em placa de Petri e mantida a
temperatura de 27°Cx1. Todas as colonias
macroscopicamente semelhantes a leveduras
foram isoladas, purificadas e identificadas
atraves da analise morfofisioldgica realizada de
acordo com LoDDER (1970); KREGER VAN R
(1984); BARNETT et al. (1990) e YARROW
(1998) e pelo sistema VITEK® da Biomérieux.

4 Tratamento Estatistico

Para a comparacdo de cada parametro,
individualmente, entre os tratamentos, utilizou-
se a andlise de variancia (ANOVA) pelo teste F
e as médias comparadas entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Foi ainda
realizada uma andlise de agrupamento
utilizando o algaritmo de UPGMA e o indice
de similaridade de Bray-Curtis para avaliar o
grau de similaridade entre as areas de coleta
utilizando o programa PAST verséo 1.3
(HAMMER et al., 2001).

Resultados e Discussao

De um total de 18 amostras de solo
analisadas, todas apresentaram um valor de pH
relativamente baixo, variando entre 4,21 a 6,42.
Quanto a temperatura, ndo houve uma
diferenca acentuada, variando de 24°C a 30°C,
com média de 27°C (Tabela 1). CAsAs-
CAMPILLO (1967), em uma revisdo sobre
leveduras do solo, revelou que diversos estudos
demonstravam que a temperatura e o pH séo
fatores limitantes para a propagacdo de
leveduras no solo.

Nas andlises das tabelas 2, 3 e 4
observou-se que houve uma tendéncia bem
marcada, em relagdo ao nimero de isolados e
taxons para as amostras de solo 4, 5 e 6, todas
coletadas no periodo seco, das éareas de
Mucugé, Ipird e Paulo Afonso, quando
comparadas com as analises de pH e
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temperatura. Constatou-se que, quanto mais
baixo o valor de pH maior foi o nimero de
isolados e taxons, sugerindo que as leveduras
estdo mais bem adaptadas a ambientes &cidos.
Dados semelhantes foram observados por Mok
et al. (1984) em solos da Amazonia.

Da regido de Mucugé obteve-se maior
numero de isolados e de tdxons em relacdo a
Ipira e Paulo Afonso (Tabela 1). Embora o
nimero total de isolados e de taxons
identificados terem sido maiores em Mucugé,
ndo foi observada, pela andlise estatistica
(ANOVA), uma diferenca estatisticamente
significativa entre as trés &reas. O teste F
mostrou que a probabilidade das areas serem
iguais é bem superior a 0,05 (0,3958).
Resultado similar foi obtido pela comparagéo
do teste de Tukey.

Mesmo sem diferenca estatisticamente
significativa, pode-se observar pela anélise de
agrupamento, que as areas de Ipira e Paulo
Afonso sdo mais similares entre si do que a
area de Mucugé, como pode ser visto na Figura
1. Provavelmente essa relagdo esteja
diretamente ligada ao fator clima e temperatura
destas areas, que sdo mais semelhantes entre si
do que o encontrado na area de Mucugé.

Foram isoladas 100 colbnias de
leveduras, 67 no periodo seco e 33 no periodo
chuvoso, representadas por 54 taxons.
Rhodotorula  mucilaginosa, R.  glutinis,
Candida parapsilosis, C. catenulata, R. minuta
e Cryptococcus laurentii foram as espécies com
maior freqliéncia de ocorréncia, tendo sido
isoladas nos dois periodos. Além destas
espécies citadas, mais duas foram isoladas nos
dois periodos, Cryptococcus luteolus e
Trichosporon pullulans, ambas com baixa
frequéncia de ocorréncia. (Tabela 5).

No periodo chuvoso apenas quatro
tdxons foram isolados com exclusividade,
Candida insectorum, C. robusta, Cryptococcus
terreus e Rhodotorula sp, enquanto que no
periodo seco 20 taxons foram isolados, tendo
Candida sake, C. zeylanoides, C. glabrata,
Sporobolomyces roseus, Trichosporon dulcitum
e levedura negra, como as mais freqlientes.

Mucugé apresentou 0 maior numero de
taxons, 31 no total. As espécies Candida
catenulata, C. zeylanoides, C. sake foram
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isoladas apenas no periodo seco enquanto que
Cryptococcus laurentii, Rhodotorula
mucilaginosa e Trichosporum pullulans foram
isolados em ambos os periodos. Essas espécies
ja foram citadas por CAPRIOTTI (1967) em solos
dos Estados Unidos; Mok et al. (1984) em solos
da Amazlnia; SLAVIKOVA & VADKERTIOVA
(2000) em solos de florestas na Slovakia;
PoOLIAKOVA et al. (2001) em solos da Sibéria
em regides de Tundra, que comprovam a
presenca delas em solos de diferentes areas,
com clima e tipos de solo distintos.

Alguns taxons como Aureobasidium
pullulans, Brettanomyces bruxellensis, Bullera
alba, Cryptococcus humicola, C. luteolus,
Hormonema schizolunatum, levedura negra
“black-yeast”, Pichia ohmeri, Sporobolomyces
salmonicolor e Schizosaccharomyces sp. foram
isolados apenas em Mucugé. Candida
guilliermondii e Cryptococcus terreus foram
encontradas apenas em solo do municipio de
Ipird. Nao foi detectada a ocorréncia de
espécies exclusivas de Paulo Afonso, entretanto
Candida robusta, Cryptococcus laurentii e
Trichosporum dulcitum foram as espécies mais
frequentes. (Tabela 5).

Algumas das espécies isoladas s&o
reconhecidas como agentes de infeccOes
micdticas, causando desde uma dermatomicose
a graves infecgOes invasivas. Segundo LEvY
(2004) as espécies do género Candida estdo
entre 0s principais agentes de infecges
hospitalares, sendo o0 sexto patdgeno
nosocomial e o quarto em causas de fungemia.
As espécies isoladas do solo neste trabalho
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Tabela 1. Numero de isolados e taxons de leveduras e fungos semelhantes a leveduras
do solo das localidades de Mucugg, Ipira e Paulo Afonso do semi-arido da Bahia.

Locais NO. Leveduras Anélise do Solo
Amostras N°. de N°. Téxons pH/H,O T°C
Solo isolados
Mucugé 06 52 31 5,22+1,01 26,5+2,5
Ipira 06 31 15 5,12+0,69 26,5+1,5
Paulo Afonso 06 17 08 5,57+0,85 27,5£2,5
Total 18 100 54 - -

Tabela 2. Amostras de solos analisadas de Mucugé mostrando os nimeros de isolados,
taxons e os valores de pH e temperatura.

Amostras/Solo Periodos de Leveduras Anélises
Mucugé coleta N. deisolados N.detaxons pH/H,O T°C

MSolo 1 06 05 5,48 25
MSolo 2 Periodo chuvoso 03 03 6,23 24
MSolo 3 04 04 5,58 24
MSolo 4 08 07 4,95 29
MSolo 5 Periodo seco 14 12 4,62 28
MSolo 6 17 14 421 28

Tabela 3. Amostras de solos analisadas de Ipird mostrando os nimeros de isolados,
tdxons e os valores de pH e temperatura.

Amostras/Solo Periodos de Leveduras Analises
Ipira coleta N. de isolados  N. de tdxons  pH/H,O T°C

ISolo 1 02 01 5,81 26
I1Solo 2 Periodo chuvoso 03 02 5,52 26
I1Solo 3 03 02 5,36 25
ISolo 4 11 07 4,43 28
ISolo 5 Periodo seco 07 05 4,86 27
ISolo 6 05 03 4,78 28

Tabela 4. Amostras de solos analisadas de Paulo Afonso mostrando 0s nlmeros de
isolados, taxons e os valores de pH e temperatura.

Amostras/Solo Periodos de Leveduras Analises
Paulo Afonso coleta N. de isolados  N. de taxons  pH/H,O T°C
PSolo 1 00 00 6,42 25
PSolo 2 Periodo chuvoso 05 04 5,03 27
PSolo 3 01 01 6,18 26
PSolo 4 04 02 4,97 29
PSolo 5 Periodo seco 05 03 4,72 29

PSolo 6 02 02 5,10 30
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Tabela 5. Leveduras e fungos semelhantes a leveduras isoladas do solo das trés
localidades do semi-arido da Bahia, Mucugé, Ipira e Paulo Afonso, nos periodo seco e

chuvoso.
Leveduras Periodo Chuvoso Periodo Seco
Mucugé Ipird P. Afonso  Mucugé Ipira P. Afonso Total

Aureobasidium pullulans - - - 01 - - 01
Brettanomyces bruxellensis - - - 02 - - 02
Brettanomyces sp. - - - 01 - - 01
Bullera alba - - - 01 - - 01
Candida sp. 01 - - 01 - - 02
C. catenulata - - 02 03 02 - 07
C. colliculosa - - - 01 01 - 02
C. famata - - - 01 01 - 02
C.glabrata - - - 01 - 02 03
C.guilliermondii - - - - 01 - 01
C. parapsilosis 02 03 - 03 - - 08
C. zeylanoides - - - 02 01 01 04
C. insectorum 01 01 - - - - 02
C. robusta 01 - 02 - - - 03
C. sake - - - 02 02 - 04
Cryptococcus sp. - - - 01 - - 01
C. albidus - - - 01 01 - 02
C. humicola - - - 01 - - 01
C. laurentii 01 - - 02 - 03 06
C. luteolus 01 - - 01 - - 02
C. terreus - 01 - - - - 01
Hormonema schizolunatum - - - 01 - - 01
Levedura negra “black-yeast” - - - 03 - - 03
Pichia ohmeri - - - 01 - - 01
Rhodotorula sp. 01 - - - - - 01
R. glutinis 01 03 - 01 02 01 08
R.. minuta 01 02 - 01 03 - 07
R..mucilaginosa 02 03 02 02 01 02 12
Sporobolomyces salmonicolor - - - 01 - - 01
S. roseus - - - 01 02 - 03
Schizosaccharomyces sp. - - - 01 - - 01
Trichosporon pullulans 01 01 - 01 - - 03
T.dulcitum - - - 01 - 02 03
Total 13 14 06 39 17 11 -

Total Geral 33 67 100
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RESUMO

O estudo foi realizado no municipio de Mucugé, regido do semi-arido da Bahia. As
coletas do solo foram realizadas em periodo seco (agosto/setembro) e chuvoso
(fev/marco). Um total de 82 leveduras foram isoladas e submetidas a caracterizacao
fenotipica. Do total de isolados analisados 52 foram identificadas pelos testes
morfologicos, bioguimicos e fisiologicos e 30 foram submetidas a identificacdo
molecular, seguida de andlise filogenética. As espécies com maior frequéncia de
ocorréncia foram Brettanomyces bruxellensis, Bullera alba, Candida catenulata, C.
glabrata, C. parapsilosis, Cryptococcus laurentii, C. luteolus, Rhodotorula
mucilaginosa., R. glutinis, Sporobolomyces roseus e Trichosporon pullulans Dos 30
isolados submetidos a caracterizacdo molecular, foram obtidas 22 seqliéncias da regido
D1/D2 do gene codificador do rRNA 26S. Um total de 12 grupos foram reconhecidos
apés a comparacdo com sequéncias depositadas no GenBank. Os taxons
Rhodosporidium diobovatum (100%), Hortaea werneckii (98%), Cryptococcus
podzolicus (98%), Pseudozyma aphidis (97%), Rhodotorula slooffiae (97%) e
Rhodotorula laryngis (97%), apresentaram a maior porcentagem de similaridade com as
sequéncias estudadas. O grau de significancia (valor E) para todas as sequéncias
estudadas foi extremamente baixo, sugerindo confiabilidade nas andlises de
similaridade. Na analise filogenética foram evidenciados 20 grupos, a maioria
apresentando suporte estatistico (valor de bootstrap) superior a 90%, corroborando os

grupos formados.
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Palavras-chave: levedura, diversidade, filogenia, semi-arido, Bahia.

ABSTRACT

The study it was carried out in the municipality of Mucugé, localities of the Semi-arid
region of the State of Bahia, Brazil. Collections were performed in both dry
(August/September) and rainy (February/March) period. A total of 82 isolates were
phenofenotipically characterized. 52 isolates were identified by the morphological,
biochemical and physiological tests and 30 isolates were identified by molecular
characterization, including a phylogenetic analysis. The main identified species were
Brettanomyces bruxellensis, Bullera alba, Candida catenulata, C. glabrata, C.
parapsilosis, Cryptococcus laurentii, C. luteolus, Rhodotorula mucilaginosa., R.
glutinis, Sporobolomyces roseus and Trichosporon pullulans. 22 sequences of D1/D2
region rRNA 26S gene were obtained from the 30 isolates. A total of 12 groups were
recognized comparing the obtained sequences with deposited sequences in GenBank.
Rhodosporidium diobovatum (100%), Hortaea werneckii (98%), Cryptococcus
podzolicus (98%), Pseudozyma aphidis (97%), Rhodotorula slooffiae (97%) and
Rhodotorula laryngis (97%) exhibited the highest similarity percentage with the sample
sequences. Significance (E value) for all the studied sequences were extremely low,
suggesting high confiability in the similarity analyses. In the phylogenetical analysis 20
groups were retrieved, most of them with 90% or higher bootstrap values superior 90%,

corroborating the groups formed in the tree.

Key words: yeast, diversity, phylogeny, semi-arid, Bahia
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INTRODUCAO

O solo € um ambiente complexo e dindmico em que a atividade biologica é
governada na maior parte por microrganismos. O papel dos fungos no solo é
extremamente complexo e fundamental ao ecossistema do solo, desempenhando um
papel importante na ciclagem de nutrientes, no desenvolvimento e satde de plantas (2).

As leveduras sdo membros importantes em muitos ecossistemas contribuindo de
forma significativa para a biodiversidade (7). O solo é um reservatorio crucial para a
conservagdo e desenvolvimento de determinadas espécies de leveduras (19).

Estudos sobre a diversidade de leveduras associadas ao solo tém sido realizados
em varias partes do mundo, revelando uma rica distribuicéo (4,3,6,14,15,23,22,20).

No Brasil séo poucos os trabalhos realizados sobre diversidade de leveduras do
solo. Destaca-se o realizado por Mok et al. (17) que isolaram 82 espécies do solo da
Amazbnia, tendo como géneros mais freqlentes a Candida, Rhodotorula, e
Trichosporon.

Estudos sobre a diversidade de leveduras associadas ao solo no semi-arido da
Bahia ndo sdo conhecidos. O interesse no estudo da diversidade do semi-arido €
crescente, ja que pode gerar produtos no campo da biotecnologia.

Devido as limitacfes das técnicas tradicionais para identificacdo das leveduras,
métodos moleculares tém sido empregados, facilitando significativamente a
identificacdo desses fungos (2,8,27).

A taxonomia convencional de leveduras nem sempre resulta em uma
identificacdo correta, ndo somente ao nivel de espécie, mas, freqientemente, também ao
nivel de género. Por esse motivo a biologia molecular tem sido cada vez mais usada
como uma importante ferramenta auxiliar na identificagdo de leveduras, principalmente
de espécies com dificil visualizacdo de caracteristicas micromorfoldgicas essenciais
para identificacdo. Além disso, é uma ferramenta indispensavel na anélise filogenética
de leveduras (11).

A regido D1/D2 do 26S rDNA de grande parte das leveduras conhecidas ja se
encontra seqlienciada e observa-se que essa regido é capaz de diferenciar quase todas as

espécies de leveduras testadas, visando estudos de taxonomia (11).
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O presente trabalho apresenta dados ineditos sobre a diversidade e filogenia de
alguns grupos de leveduras do solo de Mucugé, municipio do semi-arido da Bahia,

fornecendo subsidios para estudos mais extensos e aplicados.

MATERIAL E METODOS

Local e coleta das amostras de solo

O municipio de Mucugé localizado na Chapada Diamantina a 448Km da capital,
Salvador, BA. Possui area de 2.491,80 Km? e altitude de 981m, nas coordenadas entre
13°21° S e 41° 22> W. A vegetagdo é composta de savanas gramineo-lenhosas com
florestas de galeria e reflgios ecol6gicos montanos. O clima é tropical semi-Umido com
temperaturas médias minima de 14° C e maxima de 27° C.

Foram realizadas duas coletas na regido, uma no periodo chuvoso (mar¢o/2005)
e a outra no periodo seco (setembro/2005), obtendo-se um total de seis amostras de solo.

As amostras de solo foram coletadas em perfil da superficie a uma profundidade
de 20 cm, e posteriormente acondicionadas em sacos plasticos e transportadas ao
Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia da UEFS-BA. A determinacdo da
temperatura do solo foi realizada in loco através de termdmetro digital e a do pH

utilizando-se a base metodoldgica de Mok et al. (17).

Isolamento e identificacdo classica das leveduras

De cada amostra foram pesados 10g do solo em triplicatas e colocados em 90
mL de H,O destilada/esterilizada e posteriormente foram preparadas suspensoes
aquosas na diluicdo de 1072. Para obtencéo de cultura, 0,2 mL da suspenséo foi semeada
em quadruplicatas na superficie do meio dgar YMA (extrato de levedura e extrato de
malte) acrescido de cloranfenicol contidos em placa de Petri, e mantidas a temperatura
de 27 °Cx1. As amostras obtidas foram purificadas e identificadas de acordo com
Lodder, (12); Kreger Van Rij., (10); Barnett et al., (1) e Yarrow, (28) e através do
sistema VITEK® da Biomérieux. As amostras que ndo foram identificadas pela forma

classica foram submetidas a identificacdo molecular.
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Tratamento Estatistico

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo

teste F e as medias comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Identificacdo Molecular
Extracdo do DNA das leveduras

As amostras ndo identificadas fenotipicamente foram cultivadas em 10 mL de
agar Yeast Peptona Dextrose (YPD) a 27°C por 12 horas a 250 rpm em shaker. Foi
transferido 1 mL desse cultivo para microtubo de 2 mL. Com auxilio de um bastéo de
vidro o material foi macerado e pulverizado em contato com nitrogénio liquido. Apos
esse processo, adicionou-se 1 mL de tampdo CTAB [CTAB 2% (p/v); NaCl 1,4 M;
Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM; 2% PVP-40] e 4 ul de B-mercaptoetanol,
pré-aquecido a 65°C, e homogeneizado. Posteriormente as amostras foram incubadas
em banho-maria a 60-65°C por 20-30 minutos, sendo agitados periodicamente
mantendo o extrato ressuspendido. Adicionou-se aos tubos cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1; v/v) e estes foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos,
centrifugados a temperatura ambiente por 15 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
removido para um novo microtubo de 2 mL. Adicionou-se entdo o0 mesmo volume de
isopropanol ou 2,5 volumes de etanol absoluto a -20°C e misturou-se suavemente até a
formacdo de um precipitado. Essa amostra foi centrifugada a 13.000 rpm por 15
minutos, e o sobrenadante foi descartado. O precipitado (pellet) foi lavado com 1 mL de
etanol 70% duas vezes e posto para secar ao ar em temperatura ambiente. O pellet foi
ressuspendido em 200 pL de tampdo TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM) e
incubado a 4°C por meia hora. A suspensdo foi conservada a -20°C até o uso. A
verificagdo da qualidade do DNA extraido foi realizada atraves de corrida eletroforética
em 0,7% (w/v) gel de agarose em tampdo TBE (Tris-borato 0,045 M, EDTA 0,001 M,
pH 8), a 80 V por 60 minutos.

Reacdo de PCR — Amplificagdo dos fragmentos alvo

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) simétricas (21) foram executadas em
um termociclador Mastercycler - Eppendorf. As reacGes foram realizadas em um
volume reacional total de 50 uL, contendo os seguintes componentes: 50 ng de DNA
molde, 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTP; 3,75 mM de MgCl,; 5,0 U de
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Tagq DNA polimerase em 50 mM KCI e 20 mM Tris - HCI, pH 8,4. Os seguintes
iniciadores  (primers) foram utilizados para a amplificagio LROR (5'—
ACCCGCTGAACTTAAGC-3’) e LR5 (5’- TCCTGAGGGAAACTTCG-3"). (15) Em
geral, 3uL de cada amostra amplificada foi submetida a eletroforese em gel de agarose
(1%) e comparada a um padrédo de DNA com bandas variando de 100 a 2000 pb (Mass
Lader Invitrogen). Apdés a amplificacdo os produtos de PCR (amplicons) foram

purificados e as amostras armazenadas a 20°C para seqlienciamento.

Sequenciamento e analise dos dados

A reacdo de sequenciamento foi realizada usando para cada amostra 2 pL de
tampé&o (save money ), 2 UL de Big Dye terminator, 1 yuL de primer (3,2 pmol/pL), 2
uL do produto do PCR e 5 pL de agua ultrapura, completando o volume final de 12 pL.
Apos a preparacdo do mix, as amostras foram colocadas no termociclador para a reagdo
do sequenciamento. A reacdo foi iniciada com uma desnaturacdo a 94 °C por 4 min,
seguindo 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C por 10 seg (anelamento) e 60 °C por 4 min
(extensdo enzimaética).

Apos a reagdo os produtos de sequenciamento foram purificados completando-se o
volume para 20 pL (acrescentando 8 pL aos 12 pL). Posteriormente foram adicionados
2 uL de acetato de sédio 3 M pH 4,6 e 50 pL de etanol 95%. As amostras foram
agitadas suavemente em vdrtex e deixadas precipitando durante 15 min a temperatura
ambiente (no escuro). Em seguida foram centrifugadas durante 30 min a 14000 rpm, 0s
sobrenadantes foram descartados, e os pellets lavados com 100 pL de etanol a 70%. As
amostras foram novamente centrifugadas por 10 min a 14000 rpm, descartados 0s
sobrenadantes, e entdo secos a temperatura ambiente por 30 min. Ao final foram
adicionados 18 pL de formamida + EDTA (misturando-se bem para ressuspender o
pellet) e, desta solucdo, transferidos 9 pL para placa de seqiienciamento. As amostras
foram levadas ao sequenciador SCE 2410 (Spectrumedix LLC) para eletroforese
capilar.

Os eletroferogramas foram analisados visualmente e editaram-se as sequéncias
utilizando o programa FinchTV 1.4. (Geospiza Inc.). As sequéncias resultantes foram
submetidas a o programa BLASTNn do NCBI (National Center for Biotechnology
Information — www.ncbi.nlm.nih.gov), alinhadas utilizando o programa Clustral X (24)
e posteriormente ajustadas manualmente com as seqiéncias obtidas no Genbank

(submisséo direta).



COSTA, M. S. F. Leveduras Isoladas do Solo do Semi-arido da Bahia...
| 54

Analise Filogenética

A andlise filogenética foi efetuada com o programa PAUP versdo 4.0b10 (24),
utilizando-se 0 método da parcimdnia sem pesagem, atribuindo-se pesos iguais a todos
os tipos de substituicbes nucleotidicas. Utilizou-se uma seqiiéncia homologa do
Schizosaccharomyces pombe como grupo externo.

Avaliou-se a robustez dos clados usando o indice de bootstrap (5), com 1000
pseudoreplicacBes. A arvore de consenso estrito gerada foi editada utilizando-se o

programa TreeView versao 1.6.6 (18).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento, purificacéo e identificacdo das leveduras do solo.

Um total de 82 amostras de leveduras e fungos semelhantes a leveduras
(levedurdides) de diferentes morfotipos macroscopicos, foram selecionadas e
purificadas pela técnica do esgotamento em placas de Petri contendo 4gar YEPG. Das
82 sepas, 52 foram identificadas pelo método classico e 30 submetidas a identificacdo
molecular.

Das 52 amostras de leveduras identificadas, 25 apresentaram afinidades
basidiomicéticas e 23 ascomicéticas, distribuidas em 30 espécies; e 04 fungos
semelhantes a leveduras (levedurodides), que, na sua maioria, corresponderam as
leveduras negras ou “black-yeasts”. Na tabela 01 estdo representadas as espécies de
acordo com o periodo de coleta, seco ou chuvoso, suas afinidades basidiomicéticas,
ascomicéticas ou leveduroides - “black-yeasts”. Alguns isolados foram identificados
apenas ao nivel de género, significando que a identificacdo pelos métodos
convencionais ndo foi possivel, podendo representar possiveis bidtipos ou, até espécies
novas.

As espécies mais com maior freqiéncia de ocorréncia estdo entre 0s géneros
Candida, Cryptococcus e Rhodotorula, com de 10, 05 e 04 espécies, respectivamente
(Tabela 01). As especies mais freqiientes foram Candida parapsilosis, C. catenulata,
Rhodotorula mucilaginosa e Cryptococcus laurentii. Algumas dessas espécies foram

citadas em trabalhos como de Mok (17) e Vital et al., (27) em solos da Amazonia;
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Loureiro (13) em solos de praias de Olinda, Pernambuco e Slavikova (22) em solos de
florestas.

No periodo seco foi predominante o nimero de isolados e também de espécies,
em relagdo ao periodo chuvoso (Tabela 2). Os valores de pH das amostras de solo do
periodo seco foram razoavelmente acidos entre 4,21 e 4,95 e a temperatura de 28°C a
29°C (Tabela 3). Esses valores sugerem o favorecimento da sobrevida das leveduras
neste periodo, e estdo em conformidade com o trabalho de MOK et al. (17) em solos da
Amazonia, que considerou a natureza razoavelmente acida do solo um fator importante
para a presenca das leveduras. Vale salientar que desde 1967 CASAS-CAMPILLO (4)
revelou que diversos estudos demonstravam que a temperatura e o pH sdo fatores

limitantes para a propagacéo de leveduras no solo.

Caracterizacdo Molecular

Os fragmentos amplificados pelos primers LROR e LR5 apresentaram um
tamanho médio de 550 pb, conforme ja descrito na literatura (9).

Dos 30 isolados submetidos a caracterizagdo molecular, foram obtidas 22
sequéncias da regido D1/D2 do gene codificador do rRNA 26S. Um total de 12 grupos
foram reconhecidos depois de submetidos a comparacdo com as sequéncias do
GenBank através do BLAST (NCBI). Os taxons colocados na Tabela 4 foram os que
apresentaram a maior porcentagem de similaridade com as seqiiéncias estudadas. O grau
de significancia (valor de E) para todas as sequéncias estudadas foi muito baixo,
sugerindo confiabilidade nas analises de similaridade.

A maioria dos isolados (Grupos I, HI, V, VII, IX, X, XII) apresentou
similaridade com as sequiéncias do GenBank acima de 95%, porém os demais (Grupos
I, 1V, VI, VI, XI) demonstraram similaridade inferior a 94% (Tabela 4). Foram obtidos
0s seguintes grupos: Hortaea werneckii (1), Pichia guilliermondii (Il), Candida
parapsilosis (I11), Rhodotorula glutinis (IV), Rhodotorula laryngis (V), Rhodotorula
phylloplana (VI), Rhodotorula bacarum (VII), Rhodotorula slooffiae (VIII),
Rhodotorula minuta (IX), Pseudozyma aphidis (X), Cryptococcus podzolicus (XI) e
Rhodosporidium diobovatum (XII).

Trés grupos pertencem as leveduras ascomicéticas, Hortaea werneckii (1), Pichia
guilliermondii (lI), Candida parapsilosis (IlI) e as demais sdo basidiomicéticas.

Algumas sequiéncias apresentaram porcentagem de similaridade relativamente baixa
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como, por exemplo, o grupo Il (P. guilliermondii) com similaridade de apenas 84%, e 0
numero de pares de bases alinhados também foi pequeno (238 pb), 0 que sugere que
este isolado provavelmente seja uma nova espécie de levedura.

Dentro do Grupo IX, puderam ser observadas diferencas na identidade das
sequéncias. Embora todas as seqléncias estudadas terem apresentado maior
similaridade com a espécie Rhodotorula minuta, duas delas MC56 e MCB80
apresentaram similaridade acima de 95% com as sequiéncias desta espécie, enquanto que
os outros dois isolados MC60 e MC75 demonstraram similaridade mais baixa 87% e
89%, respectivamente. Além disso, o nimero de pares de bases alinhados também foi
pequeno 385 pb e 287 pb, respectivamente. O mesmo pode ser observado com o Grupo
XI, onde dois dos isolados MC61 e MC82 apresentaram elevada similaridade 98% e
96%, respectivamente com a espécie Cryptococcus podzolicus, enquanto que o isolado
MC59 apresentou somente 88% de similaridade com essa sequéncia. Também se
evidencia no Grupo XlI, com dois isolados MC72 e MC63, a mesma situacdo. O
isolado MC72 demonstrou 100% de similaridade com a seqiiéncia de Rhodosporidium
diobovatum, e o isolado MC63 apresentou uma porcentagem de similaridade de 91%,
além de um pequeno namero de pb alinhados (200 pb).

Os dados acima descritos sugerem que estes isolados (MC60, MC75, MC59 e
MC63) também possam pertencer a novas espécies de leveduras.

Analise filogenética

Na arvore de consenso estrito sdo evidenciados 20 grupos de A a U. A maioria
apresentando suporte estatistico superior a 90% na analise de bootstrap, o que sugere
uma grande confiabilidade em relacdo ao taxons agrupados (Figura 1).

O grupo U, com valor de bootstrap de 100% corresponde a todas as leveduras
basidiomicéticas. Um dos subgrupos deste grupo, o grupo E inclui as amostras MC59,
MC61 e MC82 e seqliéncias de Cryptococcus podzolicus com um suporte de 100%,
sugerindo que estas amostras correspondem a este tdxon. No grupo H, também
suportado por um valor de bootstrap de 100%, séo agrupadas as MC54, MC55 e MC70
com sequéncias de Pseudozyma aphidis, sugerindo que estas amostras pertencam a esta
espécie.

O grupo I com valor de bootstrap de 95% inclui as amostras MC80, MC56,
MC73, MC60, MC75, MC79, MC58, MC66, MC72, MC76 e MC63 do presente estudo
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e sequéncias de Rhodoturula spp. e Rhosdosporidium diabovatum. Diferentemente do
grupo J com valor de bootstrap de 100% que compreende somente as amostras MC80,
MC56, MC73, MC60, MC75, MC79, MC58 e MC66 e sequéncias de Rhodoturula
minuta, R. sloffiae e R. laryngis, o grupo L inclui sequéncias de Rhodosporidium
diobovatum e Rhodoturula glutinis, sugerindo que estas espécies estdo mais proximas
entre si do que as demais espécies de Rhodoturula utilizadas neste estudo, a0 menos
com base no fragmento génico utilizado. O grupo N com valor de bootstrap de 100% é
constituido pela amostra MC66 e pelas seqiiéncias de Rhodoturula laryngis, indicando
que esta amostra pertence a esta espécie. No entanto diversas amostras identificadas por
similaridade via BLAST como Rhodoturula minuta e R. slloffiae, embora proximas aos
grupos O e P, que correspondem respectivamente a sequéncias de R. minuta e R.
sloffiae ndo estdo incluidas nestes grupos. Pelo perfil fisiolégico pode-se contatar que as
amostras MC80, MC56, MC75, MC60, MC73, MC79, MC58, correspondente as
espécies R. minuta e R. sloffiae estdo muito proximas.

O grupo B com valor de bootstrap de 100% ¢é formado por dois grupos também
com suporte estatistico de 100%, o grupo C que inclui a amostra MC64 e sequéncias de
Pichia guilliermondii e grupo D com amostra MC71 e Candida parapsilosis, ambas
com 100% de suporte estatistico, sugerindo a confirmacgdo que estas amostras pertencem
as respectivas espécies. O grupo A inclui a amostra MC22 e seqliéncias de Hortaea
werneckii, também suportado por um valor maximo de bootstrap, o que também indica

gue esta amostra pertence a este taxon.
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Tabela 1. Taxons de leveduras com afinidades basidiomicéticas, ascomicéticas e “black-
yeasts” isoladas de amostras de solo de Mucugé — BA, nos periodos chuvoso e seco, 2005.

N. de Basidiomicéticas Ascomicéticas Leveduroides
Leveduras ordem “black-yeasts”  Total
P.S. P.C. P.S. P.C. P.S. pP.C.
Aureobasidium pullulans. MC11 X 01
Brettanomyces bruxellensis MC19 X 02
Brettanomyces bruxellensis MC43 X
Brettanomyces sp. MC21 X 01
Bullera alba MC26 X 01
Candida sp. MCO03 X 02
Candida sp. MC37 X
Candida catenulata MCO04 X
Candida catenulata MC33 X 03
Candida catenulata MC45 X
Candida colliculosa MCOQ7 X 01
Candida famata MCQ09 X 01
Candida glabrata MC13 X 01
Candida parapsilosis MCO01 X
Candida parapsilosis MC35 X
Candida parapsilosis MC37 X 05
Candida parapsilosis MC39 X
Candida parapsilosis MC14 X
Candida zeylanoides MCO02 X 02
Candida zeylanoides MC35 X
Candida insectorum MC49 X 01
Candida robusta MC51 X 01
Candida sake MC16 X 02
Candida sake MC44 X
Cryptococcus sp. MCO05 X 01
Cryptococcus albidus MC24 X 01
Cryptococcus humicola MC20 X 01
Cryptococcus laurentii MCO08 X
Cryptococcus laurentii MC17 X 03
Cryptococcus laurentii MC52 X
Cryptococcus luteolus MC18 X 02
Cryptococcus luteolus MC50 X
Hormonema schizolunatum MC28 X 01
Levedura negra “black-yeasts” MC22 X
Levedura negra “black-yeasts” MC23 X 03
Levedura negra “black-yeasts” MC27 X
Pichia ohmeri MC12 X 01
Rhodotorula sp. MC48 X 01
Rhodotorula glutinis MC30 X 02
Rhodotorula glutinis MC47 X
Rhodotorula minuta MC34 X 02
Rhodotorula minuta MC46 X
Rhodothorula mucilaginosa MC36 X
Rhodothorula mucilaginosa MCO06 X
Rhodothorula mucilaginosa MC40 X 04
Rhodothorula mucilaginosa MC42 X
Sporobolomyces salmonicolor MC29 X 01
Sporobolomyces roseus MC15 X 01
Schizosaccharomyces sp. MC41 X 01
Trichosporon pullulans MC10 X 02
Trichosporon pullulans MC38 X
Trichosporon dulcitum MC32 X 01
TOTAL 17 08 18 05 04 00 52

P.S. = Periodo seco

P.C. = Periodo chuvoso
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Tabela 2. Leveduras isoladas de amostras de solo de Mucugé, semi-arido da Bahia nos
periodos chuvoso e seco e respectivos valores de pH e temperatura dos solos.

Periodo Chuvoso Periodo Seco

MSolo 1 MSolo 2 MSolo 3 MSolo 4 MSolo 5 MSolo 6
Leveduras pH T°C pH T°C pH T°C pH T°C pH T°C pH T°C
H,O H,O H,O H,O H,O H,O

5,48 25 623 24 5,87 24 4,95 29 4,62 28 4,21 28

Aureobasidium pullulans.

Brettanomyces bruxellensis

B. bruxellensis

Brettanomyces sp.

Bullera alba

Candida sp. X

Candida sp. X

C. catenulata X
C. catenulata X
C. catenulata X
C. colliculosa

C. famata

C.glabrata

. parapsilosis

. parapsilosis X
. parapsilosis X

. parapsilosis X

parapsilosis X

. zeylanoides
zeylanoides X
insectorum X

robusta X

sake

sake

ryptococcus sp.

albidus

. humicola X
. laurentii X
. laurentii X

. laurentii X

. luteolus X

. luteolus X
Hormonema schizolunatum X
Levedura negra “black- X
yeasts”

Levedura negra “black- X
yeasts”

Levedura negra “black- X
yeasts”

Pichia ohmeri X

Rhodotorula sp. X

R. glutinis X

R .glutinis X

R.. minuta X

R.. minuta X

R.mucilaginosa
R.mucilaginosa X

R..mucilaginosa X

R.mucilaginosa X
Sporobolomyces X

salmonicolor

S. roseus X
Schizosaccharomyces sp. X
Trichosporon pullulans X

T.pullulans X

T.dulcitum X

Total 06 03 04 08 14 17

X X X X X

x
X X X X

0000000000000 000000
X X X X

x
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Tabela 3. Amostras de solo de Mucugé, semi-arido da Bahia, com numero de isolados e

taxons de leveduras e andlise do pH e Temperatura.

Amostras/Solo Periodos de Leveduras Analises
Mucugé coleta N. deisolados  N.detaxons pH/H,O  T°C

MSolo 1 06 05 5,48 25
MSolo 2 Periodo chuvoso 03 03 6,23 24
MSolo 3 04 04 5,58 24
MSolo 4 08 07 4,95 29
MSolo 5 Periodo seco 14 12 4,62 28
MSolo 6 17 14 421 28

Tabela 4. Dados obtidos das comparacGes das seqiiéncias D1/D2 do rDNA 26S das

leveduras isoladas com as disponiveis no banco de dados (GenBank).

N. pb Grau de Identidade
alinhados significancia sequéncia N.
Grupos Taxon(s) (Score) (Valor E) (%) Isolados

I Hortaea werneckii 922 0.0 98% MC22
I Pichia guilliermondii 238 4 84% MC64
i Candida parapsilosis 781 0.0 96% MC71
v Rhodotorula glutinis 805 0.0 94% MC76
\Y% Rhodotorula laryngis 821 0.0 97% MC66
VI Rhodotorula phylloplana 603 7et’ 91% MC62
VII Rhodotorula bacarum 636 0.0 93% MC57
VIII  Rhodotorula slooffiae 856 0.0 96% MC73
Rhodotorula slooffiae 813 0.0 97% MC79
Rhodotorula slooffiae 823 0.0 96% MC58

IX Rhodotorula minuta 716 0.0 96% MC80
Rhodotorula minuta 841 0.0 95% MC56
Rhodotorula minuta 287 7e" 89% MC75
Rhodotorula minuta 385 3% 87% MC60

X Pseudozyma aphidis 795 0.0 97% MC54
Pseudozyma aphidis 797 0.0 96% MC55
Pseudozyma aphidis 597 4e® 92% MC70

Xl Cryptococcus podzolicus 496 1e® 88% MC59
Cryptococcus podzolicus 892 0.0 98% MC61
Cryptococcus podzolicus 844 0.0 96% MC82

XIl Rhodosporidium diobovatum 771 0.0 100% MC72
Rhodosporidium diobovatum 200 1e™° 91% MC63
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Majority rule
Hortaea

Hortaea werneckii AB100674
MC 22 Hortaea werneckii
Pichia guilliermondii DQ862843
100 Pichia guilliermondii AY526110
100 B MC 64 Pichia quilliermondii

100 Candida parapsilosis DQ862842
100 MC 71 Candida parapsilosis

100

1M

D Candida parapsilosis AJ749821

95 MC 59 Cryptococcus podzolicus
3 MC 61 Cryptococcus podzolicus
MC 82 Cryptococcus podzolicus
Cry ptoc podzolicus AF459670
Cryptoc podzolicus AF075481

100 E

111

72

i

MC 62 Rhodotorula phylloplana
MC 57 Rhodotorula bacarum

100 Rhodot phy lloplana AF352056
Rhodot phy lloplana AF190004
100 Rhodot bacarum AJ508235
100 F Rhodot bacarum AF406891

9 I MC 54 Pseudozyma aphidis

100 MC 55 Pseudozyma aphidis
MC 70 Pseudozyma aphidis

77

100

)

100

11

Pseudozy ma aphidis AB089363
Pseudozy ma aphidis AF485986

00 MC 80 Rhodotorula minuta
MC 56 Rhodotorula minuta
MC 75 Rhodotorula minuta

[{e}

©
[{e}
o5}

77 85 MC 60 Rhodotorula minuta

M MC 73 Rhodotorula sloofiae

94 MC 79 Rhodotorula sloofiae

MC 58 Rhodotorula sloofiae

Rhodot lary ngis DQ640477

Rhodot lary ngis AB078500

MC 66 Rhodotorula larvnais

Rhodot minuta AM114920

Rhodot minuta AB026000

Rhodot slooffiae AY 167606

Rhodot slooffiae AB052212

MC 72 Rhodosporidium diabovatum
MC 76 Rhodotorula glutinis

10 L 99 MC 63 Rhodosporidium diabovatum

@)
:
‘w

51

pd

100

100

L5 0

tYilnals

| 100

Rhodospo diobovatum AJ786250

97 R Rhodosp diobovatum AM114912
T 67 Rhodot glutinis AY 646097
S Rhodot glutinis AF335985

S. pombe Z1913625S

Figura 1. Arvore de consenso estrito da analise filogenética pelo critério de parciménia sem
pesagem. Os numeros acima dos ramos correspondem aos valores percentuais de bootstrap.
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4. CONCLUSOES GERAIS

1. No solo do semi-arido da Bahia ocorre diversidade de taxons de

leveduras;

2. Existe variabilidade de taxons entre as localidades analisadas;

3. Na localidade de Mucugé ocorre maior numero e diversidade de

taxons de leveduras;

4. O pH levemente acido do solo pode favorecer a ocorréncia de

leveduras;

5. A temperatura do solo pode néo influenciar na ocorréncia de

leveduras;

6. O periodo seco foi mais favoravel a ocorréncia de leveduras no

solo;

7. O método molecular é uma ferramenta auxiliar na identificacédo de

leveduras;



