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PEREIRA, Gilberto de Aguiar. Isolamento, identificacdo e caracterizacdo do
potencial enzimatico de leveduras da filosfera da planta medicinalalecrim-do-
campo (Baccharis dracunculifolia DC - Asteraceae) 2015. 50f. Dissertagao
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2015.

RESUMO

Plantas sdo consideradas ambientes promissores para encontrar micro-organismos
com potenciais aplicagbes biotecnoldgicas. Baccharis dracunculifolia DC
(Asteraceae) uma planta medicinal de reconhecida importancia na produgédo do
prépolis verde, foi a planta selecionada para a realizagdo deste estudo, cujos
objetivos foram: isolar, identificar e avaliar a produ¢cdo de enzimas hidroliticas
obtidas a partir de fungos leveduriformes associadas a B. dracunculifolia DC
(Asteraceae). Para isso ap6s o isolamento em meio solido BDA e TSA, os fungos
leveduriformes que colonizam as flores, foram caracterizados morfologicamente e
identificados molecularmente com base na analise da sequéncias ITS1-5.8S-ITS2 do
rDNA. Adicionalmente a atividade amilolitica, celulolitica, pectinolitica, proteolitica e
lipolitica foram testadas em meio solido contendo amido, caseina,
carboximetilcelulose (CMC), pectina e Tween 80 como substrato, respectivamente.
Os 28 isolados de fungos leveduriformes obtidos foram agrupados em quatro
morfotipos com base na morfologia de suas colénias e identificados como
pertencendo aos géneros Aureobasidium, Occultifur, Rhodotorulla e Starmerella. A
maioria dos isolados apresentou atividade para todas as enzimas testadas, no
entanto, a atividade lipolitica foi a mais prevalente (95%), por isso, ensaios
quantitativos conduzidos com 3 isolados de Aureobasidium pullulans demonstraram
uma atividade lipolitica expressiva (3,4-4,7 U/mL). Em conclusdo, os resultados
revelaram que a as flores da planta medicinal B. dracunculifolia DC (Asteraceae) sao
colonizadas predominantemente por leveduras do género Aureobasidium e que este
segmento vegetal € um habitat promissor para leveduras produtoras de uma grande
variedade de enzimas, especialmente as lipoliticas.

Palavras-chave: Leveduras. Planta Medicinal. Enzimas. Aureobasidium.
Asteraceae.



PEREIRA, Gilberto de Aguiar. Isolation, identification and characterization of the
enzyme potential of yeast isolated from the phyllosphere of the plant alecrim-
do-campo (Baccharis dracunculifolia DC - Asteraceae) 2015. 50p.Dissertation
(Master’s degree in Genetics and Molecular Biology) - State University of Londrina,
Londrina. 2015.

ABSTRACT

Medicinal plants are considered promising habitats to find biotechnological relevant
microorganisms. Baccharis dracunculifolia DC - Asteraceae (alecrim-do-campo), a
medicinal plant of recognized importance for green propolis production, was the
target of this study, which aimed to isolate, identify and evaluate the production of
hydrolytic enzymes of yeasts associated to B. dracunculifolia DC (Asteraceae).
Yeasts that colonize the flowers were isolates in solid medium BDA and TSA.
Morphological characterization and molecular identification based on sequence
analysis of ITS1-5.8S-ITS2 rDNA were performed. The amylolytic, cellulolytic,
pectinolytic, proteolytic and lipolytic activies were tested on solid media containing
starch, casein, carboxymethylcellulose (CMC), pectin or tween 80 as substrate,
respectively. 28 yeasts isolates were obtained. Based on the colony morphology, the
isolates were grouped into four morphotypes. Most isolates obtained presented black
colonies in BDA medium. By analysis of ITS1-5.8S-ITS2 rDNA sequence, isolates
were identified as members of four different genera: Aureobasidium, Occultifur,
Rhodotorulla and Starmerella. Most of the isolates were versatile and showed the
enzymatic activity tested, however, the lipolytic activity was observed to be the most
prevalent (95%) among the isolates. Three isolates of A. pullulans were chosen for
quantification of lipase production. A high lipase activity was observed (3.4 to 4.7
U/mL) by isolates. In conclusion, our findings revealed that flowers B. dracunculifolia
DC (Asteraceae) are colonized predominantly by yeasts of Aureobasidium genus and
that this plant is a promising habitat of yeasts producers of a large variety of
extracellular enzymes, mainly for production of lipase.

Keywords: Yeats. Medicinal Plant. Enzyme. Aureobasidium. Asteraceae.
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1 INTRODUCAO

A superficie de folhas, flores e frutos (filosfera) de plantas sem relevancia
agricola sdo ambientes altamente negligenciados por investiga¢gdes microbioldgicas.
Condicbes nutricionais limitadas e caracteristicas unicas da filosfera, permitem sua
colonizagao por grupos especificos de micro-organismos, sendo considerada fonte
importante de estudos que contribuam para o conhecimento da diversidade
microbiana local e para a descoberta de novos produtos de interesse biotecnolégico.

A planta medicinal alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia DC -
Asteraceae) foi selecionada para a realizacdo desta investigagdo, por ser
amplamente utilizada na medicina popular para combater problemas hepaticos e
disfungbes estomacais e por possuir diversas outras atividades biologicas
(SFORCIN et al., 2012), caracteristicas fortemente desejaveis segundo Strobel e
Daisy (2003) que destacam em seu trabalho que os conhecimentos etnoboténicos
ou conhecimentos tradicionais associados sejam uma das justificativas para a
selecdo de uma fonte vegetal para estudos microbiolégicos.

Por todo o potencial biotecnolégico associado e ainda por colonizar diversos
nichos, incluindo a filosfera, os fungos leveduriformes, foram os micro-organismos
escolhidos para o desenvolvimento deste trabalho, que avaliou ainda
qualitativamente e quantitativamente a producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares empregadas em varios processos industriais (no processamento de
alimentos, na fabricacdo de ragao animal, fabricacdo de medicamentos e
cosmeticos, na industria téxtil, de papel e celulose, bem como na pesquisa)
(PEREIRA JR; BON; FERRARA, 2008). Investigagbes como esta se fazem
necessarias e sao significativas, pois podem contribuir para com a descoberta de
enzimas com caracteristicas Unicas que poderdo se tornar alternativas as ja

disponiveis no mercado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICRO-ORGANISMOS E PLANTAS

Ao contrario dos outros organismos, 0os micro-organismos ocupam todos os
nichos bidticos e abidticos do planeta Terra (GUNATILAKA, 2006), por este motivo
possuem uma grande adaptabilidade genética e uma extensa diversidade
metabdlica, tornando-os assim uma importante fonte de recursos para os avangos
da biotecnologia (OLIVEIRA; SETTE; FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006). Contudo,
apesar da reconhecida importancia ecolégica na manutengdo da vida e sua
utilizacdo em processos bioldgicos uteis para o0 homem, a maioria das espécies de
micro-organismos € ainda desconhecida, com uma estimativa de que menos de 5%
das espécies de fungos e 1% das espécies de bactérias estejam descritas
(YOUNG, 1997).

Os micro-organismos, podem ser encontrados em associagao com outros
organismos vivos, como animais e plantas. Dentre as diversas interagdes que os
micro-organismos realizam com outros organismos vivos, atualmente tem sido
crescente o interesse pelas associagdes que eles mantém com as plantas; com elas,
0s micro-organismos estabelecem diversas interagdes intraespecificas, benéficas ou
patogénicas, numa grande diversidade de habitats como a endosfera, a filosfera e a
rizosfera (MONTESINOS, 2003). Entretanto, apesar da grande diversidade de
interagbes e de micro-organismos, o estudo microbiolégico com espécies vegetais
tropicais € ainda muito restrito. A maioria dos estudos sobre a interagao
planta-micro-organismo restringe-se a poucas espécies vegetais, principalmente
plantas de interesse agricola ou a alguns grupos de bactérias e fungos filamentosos.
Considerando entdo a diversidade de leveduras associadas as plantas, o
conhecimento € ainda mais limitado.

O Brasil abriga cerca de 20% de todas as espécies de plantas do planeta
(BERLINCK, 2012). Contudo, a falta de preservacao pode levar a extingao de
algumas dessas espécies, o que é preocupante, especialmente porque algumas
delas jamais poderédo ser estudadas e caracteristicas uteis a humanidade poderéo
ser perdidas se ndo forem identificadas. Levando em consideracdo a

megadiversidade da flora brasileira e a possibilidade que em cada espécie vegetal
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possa habitar ao menos um micro-organismo (STROBEL; DAISY, 2003),
investigacbes microbioldgicas em espécies nativas da flora local se tornam
necessarias para se conhecer a diversidade destes micro-organismos.

Conforme Strobel e Daisy (2003), diversas plantas medicinais séo fontes
promissoras de novos e interessantes micro-organismos, muitos dos quais podem
ter propriedades comuns as suas plantas hospedeiras. Neste sentido, o
conhecimento etnobotanico ou tradicional, bem como o conhecimento fitoquimico
sobre a espécie vegetal € um importante ponto de partida para a selecédo de uma
fonte vegetal para estudos bem sucedidos que visam encontrar micro-organismos
com atividades bioldgicas de interesse biotecnoldgico.

A planta medicinal Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae); popularmente
conhecida como alecrim-do-campo (Figura 1 e 2) pode ser caracterizada como uma
planta arbustiva, didica lenhosa e perene (GOMES; FERNANDES, 2002) que possui
folnas membranaceas, lanceoladas e alternadas (BASSAN; SACCARDI, 2010), seu
caule €& altamente ramificado e densamente recoberto por tricomas
(SANTOS et al.,, 2012) e apresentam inflorescéncias nas axilas das folhas,
constituida por capitulos pedunculados, margeados por bracteas (MOREIRA;
BRAGANCA, 2010). E considerada uma planta invasora (MARCHESAN et al., 2006)
que geralmente ocorre desde o sudeste até a regido sul do Brasil e em paises da
América do Sul como Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia.

A planta medicinal B. dracunculifolia DC (Asteraceae) é utilizada pelo homem
para combater disturbios gastricos, cansaco fisico, inapeténcia, afecg¢des febris e
debilidade organica (BUDEL et al.,, 2004) e também como anticariogénico
(LEITE, 2009); antinoceptivo (SANTOS et al., 2010); antioxidante e antimicrobiano
(FABRI et al., 2011); fitorremediador (GILBERTI, 2012), como fragrancias
(VERDI, BRIGHENTE e PIZZOLATTI, 2005) e ainda como quimioprotetor
(MUNARI et al., 2010) e por abelhas (Apis mellifera) para a produgao de prépolis

verde.



Figura 1 — Alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia DC - Asteraceae)

Fonte: Flora Santa Catarina (2015)’

! Disponivel em: <https://sites.google.com/site/biodiversidadecatarinense/plantae/magnoliophyta/
asteraceae/baccharis-sp> Acesso em: 10 de jan. 2015
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Figura 2 - Caule, folhas e flores de Bacharis dracunculifolia DC
(Asteraceae)
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2 Disponivel em: < http://www.herbariovaa.org/imagelib/imgdetails.php?imgid=3917> Acesso em: 08 de jan.
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Estudos anteriores com a planta medicinal B. dracunculifolia DC (Asteraceae),
demonstram que a comunidade de fungos filamentosos nesta planta € muito
estudada. Oki et al. (2009), identificaram dois géneros de fungos filamentosos
endofiticos: Cladosporium sp. e Rhizoctonia sp. entre os 8 micro-organismos que
eles isolaram. Link e Onofre (2010) obtiveram 20 isolados de fungos filamentosos
epifiticos que foram identificados como pertencentes ao género Colletotrichum sp:,
Fusarium sp. e Penicillium sp. Cuzzi et al. (2012) isolaram 511 fungos filamentosos
endofiticos, entre os quais havia o predominio dos géneros Penicillium sp.,
Aspergillus sp. e Fusarium sp. Com isso, podemos observar que a comunidade
de fungos filamentosos nesta planta € diversificada, no entanto, estudos com os

fungos leveduriformes, nunca foram realizadas.

Diversas metodologias podem ser utilizadas para o estudo de leveduras. No
caso da identificacdo taxonOmica (género e espécie) busca-se a integracao de
metodologias que se baseiam na analise das caracteristicas fenotipicas com as que
utiizam caracteristicas genotipicas. O desenvolvimento das metodologias
moleculares de analise do DNA, principalmente aquelas com base no uso da PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) e das técnicas de sequenciamento do DNA,
permitiram o estabelecimento de estratégias de identificagdo mais precisas de
isolados microbianos (BARCELLOS; HUNGRIA, 2010). Em fungos tem sido
amplamente utilizada na identificacdo taxondmica (género e espécie) de isolados,
tanto por analises de PCR-RFLP como pelo sequenciamento desta regido e a
comparagao por similaridade com sequéncias ribossomais de linhagens fungicas
depositadas em bancos de dados publicos (BARCELLOS; HUNGRIA, 2010).

2.2 LEVEDURAS, FILOSFERA E PRODUCAO DE ENZIMAS

As enzimas sao moléculas capazes de acelerar os processos quimicos com
grandes vantagens frente aos catalisadores quimicos, principalmente por serem
ecologicamente mais corretas (MONTEIRO e SILVA, 2009). Embora as enzimas
obtidas de fontes vegetais e animais sejam ainda muito utilizadas, elas estao
sujeitas a disponibilidade de terra e as flutuagbes das colheitas ou do abate, por
isso, a tendéncia é substitui-las por outras de origem microbiana, (MALAJOVICH,

2011) até porque elas possibilitam a utilizagdo de substratos baratos como os
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residuos agricolas e também porque o rendimento na producgao poder ser elevado a
partir da otimizagao das condi¢gdes nos processos fermentativos.

Varios processos industriais utilizam enzimas, dentre eles podemos incluir
aplicagdes no processamento de alimentos, na fabricacdo de racdo animal,
fabricacdo de medicamentos e cosméticos, na industria téxtil e de papel e celulose,
bem como na pesquisa e desenvolvimento biotecnologico; um  mercado pouco
explorado e desenvolvido no Brasil (POLITZER; BON, 2006), mas que em escala
mundial movimentou aproximadamente US $ 4,8 bilhdes em 2013 e onde se prevé
que em 2018 esta movimentagéo supere a casa dos US $ 7,0 bilhdes (COMPANIES
and MARKETS, 2015) configurando assim um mercado promissor inclusive no
futuro.

Sendo assim, a busca por micro-organismos, em especial leveduras, nos
mais variados habitats e a extensiva selecao de isolados pode levar a descoberta de
enzimas com caracteristicas unicas de interesse para aplicagdo biotecnoldgica.
A obtencdo destes micro-organismos pode ser feita de varias maneiras, tais como:
isolamento a partir de recursos naturais, compra em colecdes de culturas, obtencao
de mutantes naturais, obtencdo de mutantes induzidos por métodos convencionais e
obtencdo de micro-organismos recombinantes por técnicas de engenharia genética
entre outros (MONTEIRO; SILVA, 2009).

O recurso natural filosfera (parte aérea superficial das plantas) foi selecionado
para esta investigagdo, pois € um dos maiores habitats para micro-organismos no
planeta Terra (aproximadamente 1,017,260,200 km?) (LINDOW; BRANDL, 2003); no
entanto por se tratar de um ambiente inOspito, a sobrevivencia dos micro-
organismos neste local esta condicionada a sua adaptagdo aos periodos de seca,
luz intensa, ao fluxo e refluxo de nutriente, a flutuacdo de pH, variacdo de
temperatura, condi¢gdes osmoticas, presenca de compostos antimicrobianos entre

outras condi¢des; assim como pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3 - Filosfera: Interagdes entre planta e micro-organismos

VOCs 7

A Antibiosiz and signal interference ‘ Commensal bacteria
C Competition for nutrients o- Fathogenic bacteria

and other resaurces C:) Eukaryotic microorganizms
H Plant hormones

VOCs Volatile arganic compounds

Fonte: Vorholt, J. A. (2012)°

Diante entao deste ambiente que apresenta varias condicbes desfavoraveis
para o desenvolvimento dos micro-organimos, estratégias adaptativas tais como:
producdo de exopolissacarideo, produgdo de pigmentos, sistemas de reparagédo do
DNA, e producdo de enzimas hidroliticas foram estratégias desenvolvidas pelos
micro-organismos habitantes da filosfera para sobreviver neste local. A producao de
exopolissacarideo ajuda os micro-organismos a reterem agua; a produgdo de
pigmentos atua como uma barreira fisica entre a luz solar e os micro-organismos.
Os sistemas de reparacdo de DNA, atuam na reversdo dos danos causados ao
material genético dos micro-organismos (PUGH; BUCKLEY, 1971; LINDOW, 1991,
MOODY et al.,, 1999; MORRIS, 2001) e a produgcdo de enzimas hidroliticas
(quitinases, pectinases, lipases, etc); atuam no processo de lixiviagao superficial dos
tecidos da planta, garantindo aos micro-organismos, acesso mais facilitado aos
nutrientes. (KINKEL, 1991; MORRIS, 2001).

*VORHOLT, Julia A. Microbial life in the phyllosphere. Nature Reviews Microbiology, v. 10, n. 12, p. 828-
840, 2012.
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A utilizacdo de enzimas produzidas por fungos leveduriformes (leveduras)

isolados a partir da filosfera, ainda nao é frequente; no entanto, na Tabela 1 é

possivel observar que as enzimas provenientes de leveduras isoladas a partir de

outras fontes, possuem diversas aplicagdes.

Tabela 1 - Aplicagdes das principais enzimas derivadas de leveduras

Enzimas Leveduras Aplicacdes
Celulase Aureobasidium pullulans, Dekkera Hidrdlise da celulose e fermentagéo da
intermedia e Kluyveromyces celobiose
cellobiovorans
Fitase Ogataea polymorpha Hidrélise da ligagao fosforo-proteina,
removendo os efeitos proteoliticos
negativos do 4cido fitico e aumentando
assim a digestédo e absorcao de
proteina e aminoacidos
Inulinase Candida spp. e Hidrélise de levanas, produgao de
Kluyveromyces marxianus etanol e de xaropes com alta
concentracao de frutose
Invertase Saccharomyces cerevisiae Producgao de agucar invertido
Lactase Candida pseudotropicalis e Hidrolise da lactose do leite e seus
Kluyveromyces spp. residuos em etanol e biomassa e ainda
producédo de leite adequado para
individuos intolerantes a lactose
Lipase Candida rugosa Adjuvantes digestivos, modificadores
Geotrichum candidum de aroma, interesterificacdo de déleos,
Pseudozyma antarctica etc.
Trichosporon fermentum
Yarrowia lipolytica e Rhodotorula
glutini
Quimosina Kluyveromyces spp. e Substituto do coalho na fabricagéo de

Saccharomyces cerevisiae

queijos

Fonte: Walker (1998) e Johnson; Echavarri-Erasun (2011)

A producdo de enzimas hidroliticas € uma estratégia importante para que os

micro-organismos se estabelecam na superficie das plantas, por este motivo a

filosfera € um local promissor para busca de leveduras que possuam atividades

enzimaticas interessantes sob o ponto de vista biotecnologico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e |solar, identificar e avaliar a producao de enzimas hidroliticas obtidas a partir
de fungos leveduriformes associadas a planta medicinal alecrim-do-campo

(Baccharis dracunculifolia DC - Asteraceae).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e cultivar leveduras obtidas a partir da filosfera da planta medicinal
alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia DC - Asteraceae);

e Constituir e organizar uma colec¢do de isolados destas leveduras;

e Identificar (género e espécie) os isolados obtidos pela amplificacdo e analise
da sequéncia ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, comparando estas sequéncias com
sequéncias de linhagens de referéncia ou tipo depositadas em bancos de
dados publicos (ex. GenBank).

e Avaliar o potencial biotecnolédgico dos isolados da colegdo quanto a atividade
enzimatica em diferentes substratos.

e Quantificar a atividade enzimatica mais promissora para isolados

selecionados.
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4.1 RESUMO

Plantas sdo consideradas ambientes promissores para encontrar micro-organismos
com potenciais aplicagcbes biotecnologicas. Baccharis dracunculifolia DC
(Asteraceae) uma planta medicinal de reconhecida importancia na produgédo do
propolis verde, foi a planta selecionada para a realizagdo deste estudo, cujos
objetivos foram: isolar, identificar e avaliar a produgcdo de enzimas hidroliticas
obtidas a partir de fungos leveduriformes associadas a B. dracunculifolia DC
(Asteraceae). Para isso ap6s o isolamento em meio solido BDA e TSA, os fungos
leveduriformes que colonizam as flores, foram caracterizados morfologicamente e
identificados molecularmente com base na analise da sequéncias ITS1-5.8S-ITS2 do
rDNA. Adicionalmente a atividade amilolitica, celulolitica, pectinolitica, proteolitica e
lipolitica foram testadas em meio solido contendo amido, caseina,
carboximetilcelulose (CMC), pectina e Tween 80 como substrato, respectivamente.
Os 28 isolados de fungos leveduriformes obtidos foram agrupados em quatro
morfotipos com base na morfologia de suas colénias e identificados como
pertencendo aos géneros Aureobasidium, Occultifur, Rhodotorulla e Starmerella. A
maioria dos isolados apresentou atividade para todas as enzimas testadas, no
entanto, a atividade lipolitica foi a mais prevalente (95%), por isso, ensaios

quantitativos conduzidos com 3 isolados de Aureobasidium pullulans demonstraram
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uma atividade lipolitica expressiva (3,4-4,7 U/mL). Em conclusdo, os resultados
revelaram que a as flores da planta medicinal B. dracunculifolia DC (Asteraceae) sao
colonizadas predominantemente por leveduras do género Aureobasidium e que este
segmento vegetal € um habitat promissor para leveduras produtoras de uma grande

variedade de enzimas, especialmente as lipoliticas.

Palavras-chave:, Leveduras. Planta Medicinal. Enzimas. Aureobasidium.

Asteraceae.
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4.2 INTRODUCAO

A grande multiplicidade topografica e microclimatica da parte aérea superficial
das plantas (filosfera) sao caracteristicas que favorecem o crescimento e
desenvolvimento de diversos micro-organismos (ANDREWS; HARRIS, 2000). Com
relagdo aos micro-organismos n&o patogénicos; sabe se que esta comunidade
geralmente é composta inicialmente por bactérias, que podem chegar a ser
encontradas em densidades de até 10’ célulasicm® de folha (LINDOW;
BRANDL, 2003); em seguida os fungos filamentosos, espécies dimorficas como
Aureobasidium pullulans, e ainda varias outras leveduras aparecem para colonizar
este habitat mais ativamente (FONSECA; INACIO, 2006).

Uma comunidade significativa de leveduras é abrigada pelas flores
(FIDALGO-JIMENEZ et al., 2008). Last e Price (1969) estimaram que a ocorréncia
de leveduras poder chegar a 10° células por flor ou inflorescéncia, no entanto, por
estarem expostas diretamente as intempéries as leveduras podem até mesmo nao
ocorrer.

Diante entdo, deste ambiente que apresenta varias condi¢cdes desfavoraveis
para o desenvolvimento dos micro-organimos, estratégias adaptativas tais como:
producao de exopolissacarideos, producéo de pigmentos, sistemas de reparacdo do
DNA, e producdo de enzimas hidroliticas foram estratégias desenvolvidas pelos
micro-organismos habitantes da filosfera para sobreviver neste local. A producao de
exopolissacarideos ajuda os micro-organismos a reterem agua; a produgdo de
pigmentos atua como uma barreira fisica entre a luz solar e os micro-organismos.
Os sistemas de reparacdo de DNA, atuam na reversdo dos danos causados ao
material genético dos micro-organismos (PUGH; BUCKLEY, 1971. LINDOW, 1991.
MOODY et al, 1999. MORRIS, 2001) e a produgcdo de enzimas hidroliticas
(quitinases, pectinases, lipases, etc); atuam no processo de lixiviagdo superficial dos
tecidos da planta, garantindo aos micro-organismos, acesso mais facilitado aos
nutrientes. (KINKEL, 1991. MORRIS, 2001).

O conhecimento etnobotanico ou tradicional, bem como o conhecimento
fitoquimico sobre a espécie vegetal € um importante ponto de partida para a selegéo
de uma fonte vegetal para estudos bem sucedidos que visam encontrar

micro-organismos com atividades biolégicas de interesse biotecnoldgico (STROBEL,;
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DAISY, 2003). A planta medicinal Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae)
conhecida popularmente como alecrim-do-campo foi selecionada para a realizagao
deste estudo, pois € amplamente utilizada pela medicina popular para combater
disturbios gastricos, cansaco fisico, inapeténcia, afec¢des febris e debilidade
organica (BUDEL et al., 2004), por possuir varias outras propriedades biolégicas ja
relatadas (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005. LEITE, 2009. MUNARI et al.,
2010. SANTOS et al., 2010. FABRI et al., 2011. GILBERTI, 2012) e ainda porque ela
€ também utilizadas por abelhas (Apis mellifera) como uma das principais fontes
para a produgao de propolis verde (PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011).

Diante de tudo o que ja foi exposto, o presente trabalho teve como
objetivo isolar, identificar e avaliar a produgdo de enzimas hidroliticas obtidas a
partir de leveduras associadas a planta medicinal alecrim-do-campo

(Baccharis dracunculifolia DC - Asteraceae).

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Material vegetal e Isolamento

Amostras de B. dracunculifolia DC (Asteraceae) foram coletadas em uma éarea
de ocorréncia natural desta espécie na Fazenda Escola da Universidade Estadual
de Londrina (UEL) no periodo de floragdo (Dezembro de 2011). Ramos de quatro
plantas adultas (cerca de 2 m de altura) saudaveis foram coletados constituindo um
“‘pool” que foi imediatamente processado no Laboratério de Genética de Micro-
Organismos do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UEL (CCB-UEL). Apds separadas,
as flores foram lavadas com agua corrente e agua destilada estéril.

Para o isolamento, dos micro-organismos, amostras de 1 g de flores foram
suspensas em 9 mL de solugao salina estéril (0.85%), a suspensao obtida foi diluida
seriadamente até 10°. Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes 10, 10* e 10° foram
plagueadas nos meios agar-batata-dextrose (BDA, Himedia) contendo 50 ug/mL de
ampicilina e agar triptona de soja (TSA, Himedia) contendo 50 pg/mL de
ciclohexamida. As placas inoculadas foram incubadas a 28°C por sete dias

(ARAUJO, 1998). Apés esse periodo, as coldnias foram contadas e expressas como
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unidades formadoras de colénia por grama de material fresco (UFC/g material
fresco). Colbnias morfologicamente distintas foram repicadas para placas contendo
BDA e TSA sem antibidtico até a obtencdo de culturas puras. Os isolados foram

preservados em meio sélido BDA inclinado e em glicerol 30% a -70 °C.

4.3.2 Caracterizagdo morfolégica e molecular

A caracterizacdo dos isolados foi realizada a partir das caracteristicas
morfoldgicas das col6nias cultivadas em meio BDA e pela observagao de estruturas
celulares no microscépio Optico (aumento de 100x). As colbnias isoladas foram
caracterizadas segundo: forma, tamanho, elevagdo, pigmentagc&o, consisténcia e
aspecto da borda conforme descrito por Kurtzman, Fell e Boekhout (2011). As
colonias e estruturas celulares foram registradas em fotografias, a partir da quais
alguns isolados foram selecionados para a caracterizagao molecular.

Para identificagdo molecular, colénias isoladas cultivadas por 3 dias em meio
YPD (2% de peptona; 1% de extrato de levedura; 2% de glicose, 2% de agar); foram
ressuspendidas em agua destilada estéril (1 mL) e centrifugadas (4000 RCF por
5 min); o precipitado celular obtido, foi utilizado para a extracdo de DNA segundo
Ausubel (2002). A concentragéo e a qualidade do DNA extraido foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose (0,8%) em tampdo TBE (0,5x) a 5 V/cm
(Sambrook, 2006). Os géis foram corados com brometo de etideo (0,5 ug/mL),
visualizados sob luz ultravioleta (U.V.) e digitalizados com o wuso do
fotodocumentador L-PIX EX Molecular Imagining (Loccus Biotecnologia).

Para amplificagdo da regidao ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, foram utilizados os
primers ITS1 (6"-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4
(5'TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (INNIS et al., 1990) conforme condigbes
descritas por Lopes (2010). A mistura da reagdo de PCR (25 pulL) consistiu de
tampao de PCR 1X (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI), 0,2 mM da mistura de
dNTPs, 1,5 mM de MgCly; 0,5 pmol de cada primer, 1.25 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen) e cerca de 10 ng de DNA. A PCR foi realizada em um
termociclador (Amplitherm Thermal Cyclers) com um ciclo de desnaturagéo inicial de
5 minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos de amplificagao (94 °C, 1 min; 56 °C, 1 min;
72 °C, 1 min) e um ciclo de extensao final de 5 min a 72 °C. Para visualizacdo dos

produtos da amplificacéo, 1 uL do produto da PCR final foi submetido a
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eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TBE (0,5x) usando o marcador de
peso molecular 1 kb ladder plus (Invitrogen).

Os produtos da PCR foram purificados com o PureLink™ PCR Purification kit
(Invitrogen), conforme recomendacgdes do fabricante. O sequenciamento do produto
da PCR foi feito em um sequenciador MegaBACE 1000 utilizando o DYEnamic ET
Dye Terminator kit (Amersham Biosciences) de acordo com Menna et al. (2006). As
sequéncias obtidas foram analisadas utilizando os programas Phred/Phrap (EWING,;
GREEN, 1998) e editadas com o programa BioEdit (HALL, 1999).

A sequéncias ITS1-5.8S-ITS2 dos isolados foram depositadas no banco de
dados de nucleotideos GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov) (Tabela 2).
Adicionalmente uma arvore filogenética utilizando o software MEGA (versdo 6.0)
(TAMURA et al. 2013) foi construida para determinar e confirmar as relacdes
evolutivas entre os isolados e as sequéncias de nucleotideos de espécies tipo ou de

referéncia, depositadas no Genbank.

4.3.3 Testes de atividade enziméatica extracelular

Os isolados foram cultivados por trés dias a 28 °C em meio YPD. Colbnias
frescas foram repicadas para placas contendo os meios de cultivo seletivos descritos
a seguir e incubadas a 28 ° C por 3-5 dias. A atividade enzimatica foi avaliada pela
formagado de halo de degradagao ao redor da colbénia, a qual é indicativo visual da
hidrolise dos respectivos substratos (STRAUSS et al., 2001; BUZZINI e MARTINI,
2002). O indice de atividade enzimatica (IE) foi estimado pela razdo entre o diametro
do halo e o diametro da colénia (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975). Os ensaios
foram realizados em triplicata e expressos como IE + desvio padrao.

Para avaliagao da atividade celulolitica, as células foram cultivadas em meio
YPD contendo 0.5% de carboximetilcelulose (CMC). Apds crescimento, as placas
foram coradas em solugdo de vermelho congo 0,1% por 15 minutos e descoradas
em solugcdo de HCI 1M até a visualizagdo de halos claros, indicativos de atividade
celulolitica (STRAUSS et al., 2001).

A avaliagédo da atividade lipolitica foi realizada em meio agar tween (0,5% de
peptona, 0,3% de extrato de levedura, 1% de tween 80 e 1,5% de agar, pH 6.0).
Atividade positiva foi indicada pela formagdo de um halo opaco (com precipitados)
ao redor da colbénia (BUZZINI e MARTINI, 2002).
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As atividades amilolitica e pectinolitica foram testadas em meio YNB™ (Difco)
contendo, respectivamente, 0,2% de amido soluvel e 1,0% de pectina. Para
revelacao da atividade amilolitica o meio foi corado com solugdo de iodo 1% e
descorado com agua destilada, até a formacdo de um halo claro. A atividade
pectinolitica foi revelada apdés tratamento por 10 minutos com solucéo de brometo de
hexadeciltrimetilamonia (CTAB) 1% e formacéo de halo opaco (BUZZINI e MARTINI,
2002).

A atividade proteolitica foi testada em meio minimo (1% de glicose,
0,6% de NaNOs, 0,15% de KH,PO4, 0,05% de KCI, 0,05% de MgSOQ., 0,001% de
FeSO4, 0,001% de ZnSO4, 2% agar, pH 6,5) (PONTECORVO et al., 1953)
suplementado com 2% de caseina. A atividade positiva foi indicada pela formagéao
de um halo claro ao redor da col6nia (STRAUSS et al., 2001).

4.3.4 Quantificacdo da atividade lipolitica

Os isolados selecionados para os ensaios de atividade lipolitica foram
inicialmente pré-cultivados em 3 mL de meio YPD liquido (12 h, 150 rpm a 25 °C);
em seguida a concentragdo do indéculo foi padronizada com o auxilio do
espectrofotometro (DOgoonm = 2), 500 pL desta preparagao foi adicionada a
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio para a producgao de lipase (4 g/L
de glicose; 6 g/L de sulfato de amoénio; 1 g/L de fosfato de potassio dibasico e 0.5
g/L de sulfato de magnésio hephidratado). 30 g de Tween 80 foram adicionados
apos 6 horas de cultivo (LIU et al., 2008 com modificagdes). Todos os
frascos foram incubados por 120 h, 150 rpm e 25 C. Amostras de 1 mL foram
removidas em intervalos de 24 h, sendo o cultivo interrompido por centrifugagao
(9000 RCF, 15 min a 4°C), o sobrenadante obtido foi utilizado para quantificar as
proteinas e para avaliar a atividade lipolitica.

A dosagem de proteinas do sobrenadante foi realizada de acordo com o
método de Bradford (1976) de forma que a absorbancia foi relacionada a
concentracdo de proteinas a partir da curva de calibracdo construida com o padrao
soro-albumina bovina (BSA).

Para quantificar a atividade lipolitica, de acordo com Winkler e Stuckmann
(1979) uma emulsdo do substrato palmitato de p-nitrofenil (pNPP) foi preparada pela

adicao, gota a gota, de 1mL da solugao A (30 mg de pNPP dissolvidos em 10 mL de
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isopropanol) em 9 mL da solugdo B (0,4 g Triton X-100; 0,1 g de goma arabica e
90 mL de Tampéao Tris HCI 50 mM pH 7,0) sob intensa agitagdao. A emulsao obtida,
assim como as amostras, foram estabilizadas durante 5 min a 37 "C. 0,2 mL do
sobrenadante foram acrescentados a 1,8 mL da emulsdo de substrato e a mistura foi
incubada por 30 min. a 37 ‘C. Em triplicata, a absorbancia das misturas foram
mensuradas em 410 nm com auxilio de um espectrofotdbmetro Biospectro SP-220.
Uma unidade (U) de atividade enzimatica, foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para a liberagéo de 1,0 umol p-nitrofenol por minuto sob estas condi¢des

(O p-nitrofenol foi quantificado por referéncia a uma curva padrao).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Isolamento e identificacdo molecular de leveduras

Estudos anteriores com a planta medicinal B. dracunculifolia DC (Asteraceae),
demonstram que a comunidade de fungos filamentosos nesta planta € muito
estudada. Oki et al. (2009), identificaram dois géneros de fungos filamentosos
endofiticos: Cladosporium sp. e Rhizoctonia sp. entre os 8 micro-organismos que
eles isolaram. Link e Onofre (2010) obtiveram 20 isolados de fungos filamentosos
epifiticos que foram identificados como pertencentes ao género Colletotrichum sp:,
Fusarium sp. e Penicillium sp. Cuzzi et al. (2012) isolaram 511 fungos filamentosos
endofiticos, entre os quais havia o predominio dos géneros Penicillium sp.,
Aspergillus sp. e Fusarium sp. Com isso, podemos observar que a comunidade
de fungos filamentosos nesta planta € diversificada, no entanto, estudos com os
fungos leveduriformes, nunca foram realizadas.

Este trabalho investigou leveduras cultivaveis isoladas a partir flores da planta
medicinal B. dracunculifolia DC (Asteraceae). Os 28 isolados obtidos (Figura 4)
foram caracterizados com base nos aspectos morfolégicos das colbnias cultivadas
em meio BDA e agrupados em morfotipos (branco, preto, marrom e salméo) (Figura
5).

De acordo com o agrupamento morfolégico, um isolado do morfotipo 1

(branco), trés do morfotipo 2 (Salmao), trés isolados do morfotipo 3 (marrom) e dez



30

do morfotipo 4 (preto), foram escolhidos para serem identificados
molecularmente com base na amplificacdo e sequenciamento da regidao do rDNA
ITS1-5.8S-ITS2.

Com base na caracterizagdo morfologica, analise da sequéncia do rDNA com
sequéncias de leveduras depositadas no banco GenBank e construgdo de uma
arvore filogenética (Tabela 2 e Figura 6) cinco espécies de leveduras dos géneros
Starmerella, Occultifur, Rhodotorulla e Aureobasidium foram identificadas. Observou-
se ainda que os isolados do género Aureobasidium foram os mais prevalentes e
incluiam espécies como Aureobasidium pulullans e Aureobasidium
leucospermi.

Isolados de morfotipo 1 exibiam colénias brancas, opacas, superficie lisa e
consisténcia mucoide. Neste grupo o isolado Bd 44 foi identificado comoStarmerella
bombicola, uma levedura reconhecida pela produgdo de soforolipidios, um
surfactante nao toxico, biodegradavel e que possui propriedades antimicrobianas e
anticancerigenas (VERDARAMAN; VENKATESH, 2010). O género ao qual pertence
esta levedura (Starmerella) foi criado para acomodar a fase sexual da levedura
Candida bombicola, um micro-organismo inicialmente isolado a partir de flores
(ROSA; LACHANCE, 1998).

Dois isolados de leveduras agrupados no morfotipo 2 apresentaram colénias
com cor salméo, superficie lisa, detalhe ético brilhante, borda regular e consisténcia
pastosa. Estes isolados foram identificados como Rhodotorula mucilaginosa, uma
especie de levedura normalmente isolada a partir de diversos materiais como: agua
fresca (VAZ et al., 2011), fontes hidrotermais (GADANHO; SAMPAIO, 2005) geleiras
(BUTINAR; SPENCER-MARTINS; GUNDE-CIMERMAN, 2007), leite fermentado
(ROHM; ELISKASES-LECHNER; BRAUER, 1992), animais (MILLER; MRAK, 1953),
solo (DI MENNA, 1955) e também na filosfera de diversas espécies de plantas
(BUZZINI; MARTINI, 2002. SLAVIKOVA; VADKERTIOVA; VRANOVA, 2009. LI et
al., 2011). Varias aplicagbes biotecnoldgicas tém sido atribuidas a R. mucilaginosa,
como a producao de enzimas hidroliticas extracelulares (BUZZINI; MARTINI, 2002.
DUARTE et al., 2013), carotendides (AKSU; EREN, 2005), xilitol, etanol e arabitol
(BURA; VAJZOVIC; DOTY, 2012). Além disso, a levedura R. mucilaginosa é
estudada como uma single cell oil e ainda como biocontroladora de doengas pos
colheita (LI et al., 2011). Apesar de ter sido incluida no morfotipo 2, o isolado Bd25,

diferentemente dos outros isolados, possuia uma colénia puntiforme (1-2 mm) com
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pouco muco e crescimento lento; de acordo com a analise da sequéncia do rDNA
ele foi identificado como Occultifur externus, uma espécie de levedura ja encontrada
na serrapilheira (SAMPAIO et al., 1999) e também no substrato pantanoso (FELL et
al., 2011) ao contrario da levedura R. mucilaginosa, o seu potencial biotecnolégico
ainda é pouco estudado, contudo, Cotes et al.,, 2011 relataram que este micro-
organismo pode ser utilizado no controle bioldgico do fitopatdgeno Botrytis cinerea.

Os isolados deste morfotipo 3 possuiam col6énias com detalhe ético opaco e
diferenciam-se por produzir um pigmento marrom que se difundia pelo entorno da
colbénia. os trés isolados deste morfotipo, foram identificados como Aureobasidium
leucospermi, uma levedura patogénica para as plantas de Leucospermum sp.
(CROUS et al., 2011).

O grupo predominante de leveduras isoladas a partir das flores da planta
medicinal B. dracunculifolia DC (Asteraceae) era composto por 20 isolados que
apresentaram col6nias de cor preta e consisténcia mucoide; contudo no meio BDA
inicialmente as col6nias tinham cor branca que se tornavam pretas apés 7 dias.
Todos os isolados do morfotipo 4 foram identificados como A. pullulans, um fungo
yeast-like de grande importancia econbémica pois ele pode ser utilizado como
produtor do polissacarideo pululana, de compostos sideréforos, bem como na
producdo de single-cell protein e ainda de diversas enzimas extracelulares tais
como, proteases, lipases, amilases e xilanases; algumas estirpes também sé&o
capazes de controlar o crescimento de micro-organismos indesejados e tém sido
utilizadas no biocontrole pds-colheita de diversas frutas (CHI et al., 2009). O A.
pullulans possui distribuigdo cosmopolita, por isso, ja foi encontrado inclusive em
outras plantas medicinais, como aponta o estudo realizado no sul da india
(KRISHNAMURTHY; NAIK; JAYARAM, 2008); onde se constatou que 5 entre
9 plantas selecionadas abrigavam A. pullulans, um dos micro-organismos mais

prevalentes neste estudo, assim como também aconteceu na presente investigagao.
4.4.2 Producao de enzimas hidroliticas extracelulares
A atividade lipolitica foi a mais prevalente (Figura 7) com cerca de 95% de

amostras positivas para a hidrolise de Tween 80. No entanto, a maioria dos isolados

mostrou atividades para a producao de mais de uma enzima testada.
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Setenta e um por cento (71%) dos isolados apresentaram atividade
proteolitica de acordo com as condi¢gdes testadas. O IE para a atividade desta
enzima variou entre 1,5 a 9,3 (Tabela 3); sendo que quatro isolados (Bd20, Bd22,
Bd26 e Bd31), todos pertencentes ao género Aureobasidium, mostraram IE maiores
do que 2,5, dentre eles o isolado Bd22 foi o mais promissor com |IE que chegou a
9,3. Estes valores sao expressivos comparados aos obtidos em outros estudos
(STRAUSS et al.,, 2001. BUZZINI; MARTINI, 2002. CARRIM; BARBOSA; VIEIRA,
2006. BUENO et al., 2009. MAUTONE et al., 2010). As proteases séo
amplamente utilizadas em formulagbes de detergentes, curtimento de couro,
recuperagao de prata, processamento de alimentos, tratamento de residuos e outros
aplicativos (VELOORVALAPPIL et al., 2013). Nossos resultados mostraram que as
leveduras do género Aureobasidium sp. isoladas, da planta medicinal B.
dracunculifolia DC (Asteraceae) sédo fontes microbianas promissoras de proteases.

Setenta por cento (70%) dos isolados testados foram capazes de hidrolisar a
carboximetilcelulose (Tabela 3). A maioria dos isolados que apresentaram atividade
celulolitica pertenciam ao género Aureobasidium sp. e os |IE encontrados neste
ensaio foram semelhantes aos encontrados por Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004).
No entanto Buzzini e Martini (2002) ndo observaram atividade celulolitica nos 197
ascomicetos (representantes de 23 espécies de oito géneros), 155 basidiomicetos
(representativos de 10 espécies de trés géneros) e 46 de isolados de yeast-like
(A. pullulans), que pesquisaram. Além disso, apenas 4,1% das leveduras selvagens
obtidas a partir de flores, frutas e solos de biomas brasileiros apresentaram atividade
celulolitica (GOLDBECK et al., 2012). A alta frequéncia de leveduras celuloliticas
exibidas pelos isolados neste trabalho indica que a filosfera de B. dracunculifola DC
(Asteraeae) € um habitat propicio para leveduras produtoras de celulase. Desta
forma, os isolados deste estudo podem ser considerados promissores para
aplicagbes em processos biotecnologicos nos quais as celulases s&o necessarias,
como a conversao de biomassa em etanol, na industria téxtil, entre outros.

Neste trabalho, 55% dos isolados de leveduras, exibiram halo amarelo ao
redor das col6nias apds a adi¢cado de iodo, indicando a degradagao do amido devido
a produgao de amilase (Tabela 3). Quando comparado com os resultados de |E
obtido por leveduras estudadas anteriormente por Buzzini e Martini (2002) ou pelos
IE encontrados nos fungos endofiticos Aspergillus e Phomosis sp. (CUZZI et al.,

2012), ou ainda IE obtidos por leveduras isoladas de Ipomoea batatas (L.) Lam
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(COSTA, ABREU-LIMA e CARREIRO, 2011) nossos resultados demonstram
atividade amilolitica maior. Amilases sdo amplamente utilizadas na industria de
alimentos (LI et al., 2007); assim como as pectinases que sao usadas principalmente
na clarificacdo de suco de frutas (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005). Nesta
investigacdo somente isolados de leveduras pertencentes ao género Aureobasidium
apresentaram atividade pectinolitica, € preciso destacar ainda que de acordo com o
IE os isolados mais eficientes na degradagdo do amido e da pectina foram os
isolados de A. leucospermi (Tabela 3).

A atividade mais proeminente entre os isolados de levedura isolados de
B. dracunculifolia DC (Asteraceae) foi a lipolitica. Os IE aferidos variaram entre 2,3 e
6,9 com cerca de 70% dos isolados com alta atividade (IE> 5,0) (Tabela 3).
Resultados semelhantes foram obtidos por Buzzini e Martini (2002) em leveduras
isoladas a partir de florestas tropicais; no entanto, estes resultados foram muito
superiores aos encontrados em Aspergillus sp. isolados da caatinga (LIMA et al.,
2014) e Nocardis e Bacillus sp. obtidos a partir Pachyrhizus erosus L. Urban
(STAMFORD; ARAUJO; STAMFORD, 1998). Lipases fungicas constituem um
importante grupo de enzimas utilizadas nas industrias de processamento de 6leos e
gorduras, alimentos, couro, téxtil, detergentes, papel, na quimica fina, na producao
de produtos farmacéuticos, cosmeéticos, na degradagéo de acidos graxos e residuos
(SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).

Considerando os bons resultados obtidos, nos ensaios qualitativos; trés
isolados de A. pullulans foram escolhidos para a quantificagdo da atividade lipolitica
extracelular. Como pode ser observado na Figura 8, apds 72 horas de cultivo os trés
isolados apresentaram niveis de atividade especifica desta enzima que variaram
entre 38,4 e 42,6 U/mg, resultados muito superiores ao encontrado por Leathers et
al. (2013) em 12 diferentes clados filogenéticos de A. pullulans cujo maior resultado
nao chegou a metade do conseguido por esta investigagdo. No entanto os nossos
resultados foram inferiores aos encontrados por Liu et al. (2008), mas cujos ensaios
enzimaticos foram realizados como a enzima purificada. Estudos enzimaticos
adicionais com os isolados Bd15, 26 e 39 sdo recomendaveis, ja que diante de todos
os resultados apresentados neste trabalho, existe uma grande possibilidade de que
eles possam vir a se tornar excelentes fontes de enzimas lipoliticas alternativas as

que ja sao utilizadas atualmente nos processos industriais.
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4.5 CONCLUSAO

Os nossos resultados revelaram que a planta medicinal alecrim-do-campo (B.
dracunculifolia DC) de acordo com a metodologia utilizada de isolamento, é
colonizada predominantemente na sua filosfera, no caso as flores, por leveduras do
género Aureobasidium e que esta planta € um habitat promissor para leveduras
produtoras de uma grande variedade de enzimas hidroliticas extracelulares,

principalmente lipases.
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Figura 4 - Ocorréncia de isolados de leveduras associadas a planta
Baccharis dracunculifolia D.C (Asteraceae) de

medicinal
acordo com os morfotipos®.
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Figura 5 - Macro e micromorfologia de isolados de leveduras representantes dos
seus morfotipos, obtidos a partir da planta medicinal Baccharis
dracunculifolia DC (Asteraceae)®.
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*A caracterizacdo macroscopica foi realizada de acordo com o crescimento
das colénia em meio BDA e a caracterizagdo microscépica foi realizada
a partir de imagens obtidas no microscoépio éptico com um aumento de 100x.
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Identificagdo taxondmica (género e espécie) de leveduras isoladas a partir da planta medicinal Baccharis

dracunculifolia DC (Asteraceae) com base nos niveis de similaridade encontrado da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA

com sequéncias do rDNA provenientes de isolados de leveduras existentes no banco de dados GenBank.

. Tamanho Identifiacdo taxonémica Numeros Correspondéncia mais NUumeros Identidade

Isolados Morfotipos . ~ . . L.

do amplicon (género e espécie) de acesso préxima no GenBank de acesso (%)
Bd22 Marrom 620 bp Aureobasidium leucospermi  KP731455 Aureobasidium leucospermi  JN712489 99
Bd28 Marrom 610 bp Aureobasidium leucospermi KP731456 Aureobasidium leucospermi  JN712489 99
Bd31 Marrom 650 bp Aureobasidium leucospermi  KP731457 Aureobasidium leucospermi  JN712489 97
Bd14 Preto 580 bp Aureobasidium pullulans KP731444  Aureobasidium pullulans JX171163 100
Bdi15 Preto 620 bp Aureobasidium pullulans KP731445 Aureobasidium pullulans AY213639 99
Bd16 Preto 580 bp Aureobasidium pullulans KP731446 Aureobasidium pullulans KF225046 100
Bd20 Preto 620 bp Aureobasidium pullulans KP731447 Aureobasidium pullulans KJ825981 100
Bd24 Preto 620 bp Aureobasidium pullulans KP731448 Aureobasidium pullulans AY213639 99
Bd26 Preto 600 bp Aureobasidium pullulans KP731449 Aureobasidium pullulans AY213639 99
Bd33 Preto 650 bp Aureobasidium pullulans KP731450 Aureobasidium pullulans AY213639 99
Bd36 Preto 650 bp Aureobasidium pullulans KP731451 Aureobasidium pullulans JX171163 99
Bd37 Preto 600 bp Aureobasidium pullulans KP731452 Aureobasidium pullulans KF225046 100
Bd39 Preto 660 bp Aureobasidium pullulans KP731453 Aureobasidium pullulans AY213639 99
Bd25 Salmao 590 bp Occultifur externus KP731462 Ocecultifur externus FN428895 99
Bdi12 Salmao 630 bp Rhodotorulla mucilaginosa  KP731463 Rhodotorulla mucilaginosa KF646203 99
Bd18 Salmao 640 bp Rhodotorulla mucilaginosa KP731464 Rhodotorulla mucilaginosa  KF953890 99
Bd44 Branco 480 bp Starmerella bombicola KP731468 Starmerella bombicola HQ111052 99

Fonte: Os autores
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Figura 6 — Arvore filogenética construida pelo método de neighbor-joining com base nas sequéncias ITS1-5.8S-
ITS2 do rDNA de leveduras isoladas da planta medicinal Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae). Os
numeros entre nos indicam os valores de bootstrap (%) com base em 1.000 repeticbes. A barra de escala
corresponde a 0,2 substituigdes por posicdo de nucledtido. Os numeros entre parénteses indicam os numeros de
acesso no Genbank. A levedura Sympodiomyces attinorum foi usada como outgroup.

Aureobasidium_pullulans_var._melanogenum(FJ150885.1)
Bd14_Aureobasidium_pullulans(KP731444
Bd15_Aureobasidium_pullulans(KP731445
Bd16_Aureobasidium_pullulans(KP731446
Bd20_Aureobasidium_pullulans(KP731447
Bd24_Aureobasidium_pullulans(KP731448
Bd26_Aureobasidium_pullulans(KP731449
Bd33_Aureobasidium_pullulans(KP731450
Bd36_Aureobasidium_pullulans(KP731451
Bd39_Aureobasidium_pullulans(KP731453
Bd37_Aureobasidium_pullulans(KP731452

©
I w

PN 2 >N N

16| Aureobasidium_leucospermi(JN712489.1)

Bd22_Aureobasidium_leucospermi(KP731455)
Bd28_Aureobasidium_leucospermi(KP731456)
Bd31_Aureobasidium_leucospermi(KP731457)

84

98— Occultifur_externus(NR_111082.1)
| Bd25_Occultifur_externus(KP731462)

88

77 1 Bd12_Rhodotorula_mucilaginosa(KP731463)

r{ Rhodotorula_mucilaginosa(NR_073296.1)

100 o
Bd18_Rhodotorula_mucilaginosa(KP731464)

[ Starmerella_bombicola(NR_121483.1)
94l Bd44_Starmerella_bombicola(KP731468)

Sympodiomyces_attinorum(AY442294.1)

0.2



39

Figura 7 - Perfil de atividade enzimatica de isolados de leveduras isoladas
a partir da planta medicinal Baccharis dracunculifolia DC
(Asteraceae)
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Tabela 3—  Analise semi-quantitativa da producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares realizadas a partir do calculo do indice enzimatico (IE)

Identificacdo Isolado/Morfotipo | Protease Celulase Pectinase Lipase Amilase
Aureobasidium Bd22 | Marrom |9.3 (£1.5) nt nt 5.4 (x0.3) nd
leucospermi Bd28 | Marrom |1.9 (£0.5) 2.8 (£0.3) nd 5.7 (£0.5) 1.5 (x0.6)
Bd31 | Marrom |2.7 (£0.2) 3.5(%£0.2) 4.4 (£0.3) 3.9 (¢1.3) 3.8 (¢0.4)
Bd14 | Preto |2.0(x0.2) nt nt 5.6 (£0.7) 1.1 (x0.1)
Bd15| Preto |2.1(x0.9) nt nt 6.5 (£2.2) 1.1 (x0.0)
Bd16 | Preto nd 4.0 (x0.5) 2.7 (x1.2) 4.0 (x1.6) nd
Bd20 | Preto |2.7 (x0.3) nt nt 6.0 (x0.4) 1.1 (x0.1)
Aureobasidium pullulans Bd24 | Preto |1.5(x0.4) nt nt 5.8 (x0.5) 1.3 (x0.1)
Bd26 | Preto |2.5(+0.6) nt nt 6.9 (£1.0) 1.7 (x0.5)
Bd33 | Preto nd 4.0 (x0.2) 3.3(x0.5) 4.4 (x1.2) 1.4 (x0.0)
Bd36 | Preto |[2.0(+0.3) 3.8 (x0.3) nt 5.6 (£0.7) 1.3 (x0.1)
Bd37 | Preto |2.1(x0.2) 3.8 (£0.4) nt 5.5(x0.9) 1.2 (£0.1)
Bd39 | Preto |2.1(21.0) 3.7 (£0.3) nt 6.3 (0.3) 1.8 (¢0.1)
Occultifur externus Bd25 | Salméo nd nt nt 5.6 (£0.3) nd
Rhodotorulla mucilaginosa Bd12 | Salméo nd nd nd 2.3 (20.2) nd
Bd18 | Salméo |1.9 (x0.2) nd nd 6.7 (£0.9) nd
Starmerella bombicola | Bd44 | Branco nd nd nd nd nd

Fonte: Os autores

Médias de trés repeticdes + desvio padrao; nd=nao detectado; nt=nao testado.



Figura 8 — Producéo de lipase em meio liquido
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