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Resumo 

Leveduras são um componente importante da comunidade microbiana encontrada em solos. 

Nestes habitats desempenham importantes funções ecológicas tais como a ciclagem de 

nutrientes, mineralização da matéria orgânica e solubilização de minerais, como o fosfato. Estes 

fungos atuam na manutenção da estrutura dos solos por meio da formação de agregados de 

partículas através da matriz extracelular produzida por alguns gêneros. Também podem servir 

como fonte de nutrientes para predadores e influenciar o crescimento vegetal.  A maior parte 

dos estudos sobre a diversidade de leveduras presentes em solos se concentra em regiões de 

clima temperado. No Brasil poucos estudos foram realizados para inventariar a diversidade e 

determinar o papel ecológico desses microrganismos no solo. Os objetivos desse trabalho foram 

determinar a diversidade de leveduras presente em amostras de solo coletadas na Reserva 

Particular do Patrimônio Natural (RPPN) Santuário do Caraça (Minas Gerais) e em áreas de 

floresta amazônica do município de Itacoatiara (Amazonas), utilizando-se diferentes 

temperaturas e metodologias de isolamento. Na RPPN Santuário do Caraça, 370 isolados de 

leveduras, compreendendo 111 espécies, foram obtidos a partir de 90 amostras de solo coletadas 

a cada dois meses ao longo de um período aproximado de um ano, em três sítios de coleta 

distintos (mata fechada, campo e solo alagado). O isolamento das leveduras foi feito a partir de 

uma metodologia de enriquecimento em meio líquido (Yeast Nitrogen base – YNB acrescido 

de 8 % de glicose), com incubação a 10, 25 e 35 °C. Já em Itacoatiara foram usadas duas 

metodologias de isolamento diferentes (direto e enriquecimento), além de um meio seletivo 

para espécies de Lipomyces (Yeast Carbon Base-YCB acrescido de 0,1% de cicloheximida), 

que são leveduras usualmente descritas como associadas ao solo. As temperaturas de 10°C, 

25°C e 35°C foram utilizadas para a incubação na metodologia de enriquecimento. Por meio 

do método de enriquecimento, 401 isolados e 81 espécies foram obtidas a partir de 80 amostras 

de solo coletadas em quatro pontos de coletas diferentes. Por meio do isolamento direto 

(plaqueamento de diluições de suspensão de solo em meio YM – glicose 1%, peptona 0,5%, 

estrato de levedura 0,3% e extrato de malte 0,3%) um total de 150 isolados e 40 espécies 

distintas foi obtido. Com o uso do meio seletivo para espécies do gênero Lipomyces (YCB 

acrescido de 0,1% de cicloheximida), foram obtidos 47 isolados desse gênero. Em ambos os 

locais de coleta, pela metodologia de enriquecimento, as comunidades recuperadas 

apresentaram valores altos de riqueza e diversidade. Ascomycota foi o filo predominante nas 

duas localidades.  Os gêneros mais frequentemente isolados foram Apiotrichum, Papiliotrema, 

Schwanniomyces, Nakaseomyces, Saitozyma e espécies basais de Saccharomycetaceae. Houve 

pouco compartilhamento de espécies entre os locais de coleta e a dissimilaridade entre as 



 

comunidades foi devida à substituição de espécies ao longo dos sítios de coleta (turnover). 

Trinta e cinto possíveis espécies novas foram obtidas a partir das amostras coletadas na RPPN 

Santuário do Caraça, incluindo a espécie Phaffia brasiliana, descrita a partir de isolados obtidos 

nesse trabalho. Das amostras coletadas em Itacoatiara 30 possíveis novas espécies de leveduras 

foram obtidas, além de todas as espécies de Lipomyces isoladas. Os resultados desse trabalho 

mostram que os solos da RPPN Santuário do Caraça e dos sítios de floresta amazônica 

estudados abrigam comunidades de leveduras com alta diversidade e riqueza de espécies, além 

de ser fonte de novas espécies ainda não descritas pela ciência.  

Palavras- chave: Diversidade, leveduras, solo, Amazônia, Itacoatiara, RPPN Santuário do 

Caraça. 

  



 

Abstract 

Yeasts are an important component of soil microbial community. They play important 

ecological functions, such as carbon, nitrogen and other nutrients cycling, mineralization of 

organic matter and solubilization of nutrients as phosphate. They act in the soil structure 

maintenance through aggregates formation. Yeasts also serve as nutrient source for predators 

and influence plant growth. Most studies on soil yeast diversity focus on temperate climate 

regions. In Brazil, few studies have been done to inventory yeast diversity and to determine the 

ecological role of these microorganisms in soil. The aim of this study was to determine the soil 

yeast diversity in samples collected at RPPN Santuário do Caraça and Itacoatira city - 

Amazonas, by using different incubation temperatures and isolation methodologies. In RPPN 

Santuário do Caraça, 370 yeast isolates, comprising 111 species, were obtained from 90 soil 

samples collected every two months over an approximate period of one year, in three distinct 

collection sites (forest soil, field and flooded soil). Yeast isolation was performed using a liquid 

medium enrichment methodology (Yeast Nitrogen Base – YNB plus 8% glucose), incubated at 

10, 25 and 35 °C. In Itacoatiara, two different isolation methodologies were used (direct 

isolation and enrichment) and also a selective medium for Lipomyces species (Yeast Carbon 

Base-YCB plus 0.1% of cycloheximide). Temperatures of 10°C, 25°C and 35°C were used for 

incubation in the enrichment methodology. Through the enrichment method, 401 isolates were 

obtained from 80 soil samples collected at four different collection points. Through direct 

isolation (plating soil suspension dilutions in YM medium - glucose1%, peptone0.5%, yeast 

extract 0.3% and malt extract 0.3%) a total of 150 isolates and 40 different yeast species were 

obtained. Using a selective medium for Lipomyces species (YCB plus Cycloheximide), 47 were 

obtained. In both collection sites, for the enrichment methodology, both communities showed 

high values of species richness and diversity. Ascomycota was the predominant phylum in both 

locations and the most frequently isolated genera were Apiotrichum, Papiliotrema, 

Schwanniomyces, Nakaseomyces, Saitozyma and basal species of Saccharomycetaceae. Most 

of the isolated species were exclusive to the collection sites, the isolation methodology or the 

isolation temperature. Few species were shared between the collection sites and dissimilarity 

between the communities was due to species substitution along sites (turnover). Thirty-five 

possible new species were obtained from samples collected in the RPPN Santuário do Caraça, 

including Phaffia brasiliana, described from isolates obtained in this work. From Itacoatiara 

samples, 30 possible new yeast species were obtained, in addition to all Lipomyces species. The 

results of this work show that soils from RPPN Santuário do Caraça and Itacoatira - AM are 



 

high diversity and species richness yeast communities and may be a source of potential new 

yeast species. 

 

Keywords: Diversity, yeasts, soil, Amazon, Itacoatiara, RPPN Santuário do Caraça. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Leveduras 

As leveduras podem ser definidas como fungos de crescimento unicelular cuja 

reprodução é predominantemente assexuada, por fissão ou brotamento. As principais 

características celulares das leveduras são a presença de parede celular rígida, presença de 

membrana nuclear, ausência de motilidade, reprodução sexuada e assexuada e ausência de 

clorofila (KURTZMAN, FELL; BOEKHOUT, 2011). As leveduras são microrganismos 

mesófilos, que geralmente crescem em temperaturas que variam de 18°C a 45°C (PÉTER; 

TAKASHIMA; ČADEŽ, 2017). São raras as espécies capazes de crescer acima desta faixa de 

temperatura, como a espécie Ogataea polymorpha isolada de solo na Coréia do Sul, capaz de 

crescer a 50-51ºC (SHIN et al., 2001) e várias linhagens de Kluyveromyces marxianus, capazes 

de crescer a 45-47°C. Espécies como Leucosporidium scottii e Mrakia frigida, podem ser 

consideradas psicrofílicas, tendo uma temperatura mínima de crescimento entre -1 e 4 °C e uma 

temperatura máxima de crescimento de cerca de 20°C (DEAK, 2006).  

Na natureza, as leveduras são encontradas principalmente associadas a plantas ou 

animais, mas também estão presentes no solo e ambientes aquáticos. Participam de diversos 

processos nos ecossistemas, sendo primariamente decompositores de matéria orgânica, 

participando também da colonização primária de substratos ricos em nutrientes. Além disso, 

esses microrganismos podem formar diversas relações ecológicas com outros organismos, 

podendo ser mutualistas, competidoras, parasitas ou patógenos (STARMER; LACHANCE, 

2011). São microrganismos imóveis e heterotróficos, apresentando uma grande diversidade 

fisiológica e bioquímica. Em geral, necessitam de quantidades significativas de carbono 

orgânico como fonte de energia e minerais para sintetizar a maioria dos constituintes celulares 

(LACHANCE; STARMER, 1998). O tamanho reduzido das células de leveduras resulta numa 

alta relação de superfície/ volume, o que favorece uma rápida aquisição de nutrientes essenciais 

por esses microrganismos. Além disso, as leveduras podem tolerar amplas faixas de pH e muitas 

vezes são encontradas em substratos muito ácidos, nos quais a maioria das bactérias não é capaz 

de se multiplicar (STARMER; LACHANCE, 2011). As leveduras podem se desenvolver até 

mesmo em superfícies lisas e inertes, sendo capazes de formar pseudohifas ou hifas que 

penetram ou se espalham na superfície do substrato, formando biofilmes (LACHANCE, 2011). 

Leveduras são membros de dois grandes filos caracterizados por diferentes modos de 

reprodução sexual. Representantes do filo Ascomycota produzem ascósporos de diferentes 
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formatos que se desenvolvem a partir de uma meiose (divisão reducional) de um núcleo diploide 

dentro de uma asca (estrutura em forma de saco). Tal estrutura não está contida em um corpo 

de frutificação, ao contrário do que acontece com os fungos filamentosos. Leveduras do filo 

Basidiomycota exibem uma grande variedade na morfologia do basídio, onde os esporos 

meióticos são formados externamente (HOFFMAN; WOOD; FANTES, 2015). Em leveduras 

heterotálicas, a fusão ou conjugação de duas células haploides de mating-type (linhagens 

sexuais) opostos ocorre antes da meiose que leva à produção dos esporos. Em muitos fungos 

unicelulares, o ciclo sexual está ausente ou ainda não foi descoberto. Nesse caso, a falta de ciclo 

sexuado pode ser devido à ausência de linhagens compatíveis sexualmente ou ao 

desconhecimento das condições ideais para a esporulação destes microrganismos. Espécies sem 

o ciclo sexual conhecido eram classificadas em gêneros distintos, aguardando a descoberta da 

reprodução sexuada. Atualmente há um esforço para se adotar uma classificação única para 

espécies sexuadas e assexuadas. O gênero Candida é um exemplo de grupo de leveduras que 

contêm espécies sem ciclo sexual conhecido que podem ter homólogos sexuais em outros 

gêneros. A afinidade de tais leveduras para seus correspondentes teleomórficos pode ser 

determinada por comparação de sequências de DNA (LACHANCE; WALKER, 2018). 

As leveduras ascomicéticas possuem brotamento holoblástico bipolar ou multilateral 

diferente do brotamento enteroblástico presente em muitas leveduras basidiomicéticas. Além 

disso, há também diferenças na composição de polissacarídeos da parede celular e na 

morfologia dos septos das hifas, quando presentes. Ecologicamente, leveduras ascomicéticas 

podem ser encontradas em habitats com presença de alta concentração de nutrientes 

(copiotróficas), e são dependentes de vetores animais para a dispersão. Por outro lado, leveduras 

basidiomicéticas muitas vezes têm a habilidade de captar nutrientes que estão presentes em 

baixas concentrações no ambiente e possuem adaptações para crescimento em superfície, além 

de capacidade de dispersão pelo ar. Como exemplo, muitas leveduras basidiomicéticas formam 

uma cápsula mucilaginosa que pode proteger as células da dessecação e outras dispersam seus 

esporos assexuados lançando-os ao ar (balistoporos) (LACHANCE, 2011). 

Além do papel ecológico, as leveduras e os seus produtos metabólicos têm sido 

utilizados por seres humanos de maneiras empíricas desde tempos antigos. Foram os primeiros 

microrganismos a serem domesticados para a produção de cerveja, pão e vinho, e continuam a 

ser utilizados na produção de proteínas recombinantes, bioetanol, vitaminas, pigmentos, e na 

alimentação de animais, dentre outras aplicações (LACHANCE, 2011).  
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1.2 Identificação molecular de leveduras 

As regras para taxonomia de leveduras e fungos filamentosos seguem as diretrizes 

presentes no Código Internacional de Nomenclatura Botânica. A descrição  de espécies novas 

de leveduras deve incluir uma caracterização morfologica e fisiológica, bem como um 

diagnóstico com as caracteristicas capazes de diferenciar o grupo taxonômico que está sendo 

descrito das espécies previamente descritas. Os nomes dos novos taxa devem ser em latim ou 

modificados de acordo com as regras de derivação Latina, incluindo denominações de gênero 

apropriadas. Em julho de 2011, o Congresso Internacional de Botânica adotou uma alteração 

no artigo 59 do Código Internacional de Nomenclatura Botânica, que estabeleceu o princípio 

de um nome, uma espécie. Dessa maneira espécies sexuadas e assexuadas devem possuir um 

só nome (NORVELL, 2011). Outras recomendações importantes são o depósito da linhagem 

tipo da espécie a ser descrita em pelo menos duas coleções de cultura públicas, além do depósito 

da sequência genética de regiões barcode, como dos domínios D1/D2 e a região dos 

espaçadores transcritos internos 1 e 2 (ITS), presentes no gene do rRNA (RNA ribossomal) das 

leveduras, em banco de dados de acesso público, como o Genbank (NCBI). As regras para a 

descrição de novos gêneros, famílias e ordens são similares àquelas para a descrição de novas 

espécies. A não observação das normas propostas pelo código pode resultar na tipificação 

inadequada de leveduras, resultando em um grande número de nomes de espécies considerados 

inválidos. Nesse contexto YURKOV et al. (2021) discutem o impacto das mudanças de 

nomenclatura nos nomes das espécies de leveduras na comunidade de usuários, seja ela clínica, 

biotecnológica, associada a alimentos ou do campo da propriedade intelectual. Os autores citam 

como exemplo a espécie Candida auris, que foi descrita com base em um único isolado 

(SATOH et al., 2009). A linhagem tipo, JCM 15448, também foi depositada como CBS10913 

e DSM 21092, sem se referir a holótipo, ex-tipo ou isotipo, com a redação "Typus stirps 

JCM15448" na descrição latina. Se as regras do código fossem seguidas estritamente, a 

publicação da espécie seria considerada inválida. Contudo, essa espécie de levedura e seu nome 

são de grande relevância clínica, com 16.100 registros no Google Scholar e 759 publicações 

listadas no PubMed (dados de 15 de outubro de 2021). A possível alteração do nome dessa 

espécie com base no equívoco da ambiguidade da indicação do holótipo teria enorme impacto 

na clínica, epidemiologia, infectologia e também para os pacientes que sofrem de infecção por 

C. auris, uma vez que o nome já se encontra consolidado. Dessa maneira é importante que as 

normas de publicação de novas espécies sejam valorizadas e seguidas pelos taxonomistas, assim 
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também como é importante evitar mudanças taxonômicas desnecessárias sobretudo em espécies 

de grande relevância clínica ou biotecnológica.  

Os procedimentos tradicionais utilizados para a identificação de leveduras se baseiam 

na morfologia celular e em um conjunto padronizado de testes de fermentação e assimilação de 

compostos de carbono e nitrogênio. Estes ensaios são trabalhosos e por vezes produzem 

resultados ambíguos devido à variabilidade fisiológica das linhagens. Dadas essas dificuldades, 

atualmente são utilizados métodos moleculares para a identificação das leveduras 

(KURTZMAN; BOEKHOUT, 2017). Com o advento das técnicas de sequenciamento de DNA, 

é possível obter uma identificação rápida e precisa desses microrganismos(KURTZMAN; 

SUZUKI, 2010). 

Atualmente, o conceito filogenético de espécie, baseado em dados de sequência de 

DNAr e outros genes, é universalmente aplicado na taxonomia de leveduras, pois vários estudos 

revelaram uma correlação relativamente boa entre o conceito de espécie biológica e a 

divergência dessas sequências (BOEKHOUT et al., 2021). A análise da sequência de nucleotídeos 

dos domínios 1 e 2 (D1/D2) da subunidade maior (26S) do gene do RNAr é utilizada para 

diferenciar a maioria das espécies de leveduras. Essa região possui cerca de 600 nucleotídeos e 

foi utilizada por Kurtzman e Robnett em 1998, e por Fell et al.  em  2000, para criar um banco 

de dados universal de sequências para a identificação de leveduras ascomicéticas e 

basiomicéticas.   

A região dos espaçadores transcritos internos ITS1 e ITS2, separados pelo gene 5.8S, 

também é utilizada para identificação de espécies de leveduras. Tal região é frequentemente 

utilizada para separar espécies de leveduras filogeneticamente relacionadas quando a análise da 

região D1/D2 não é suficiente. A existência de polimorfismos intraespecíficos nas sequências 

genéticas, os eventos de hibridização e as diferentes taxas de substituição de nucleotídeos entre 

as espécies podem dificultar a diferenciação de leveduras em espécies diferentes (GROTH; 

HANSEN; PISKUR, 1999; KURTZMAN, FELL; BOEKHOUT, 2011). Para a diferenciação 

de linhagens filogeneticamente relacionadas pode-se realizar o sequenciamento de outras 

regiões do gene do RNA ribossomal, tal como a região espaçadora intergênica (IGS). O 

sequenciamento da região IGS já foi utilizado para separar linhagens relacionadas de 

Cryptococcus (DIAZ et al., 2000), Xanthopyllomyces (FELL; BLATT, 1999), Mrakia (DIAZ; 

FELL, 2000), Saccharomyces (KURTZMAN, 2006) e Trichosporon (SUGITA et al., 2002). 

No entanto, a ocorrência de sequências repetitivas e regiões homopoliméricas faz com que a 

região IGS seja difícil de sequenciar para algumas espécies  (KURTZMAN, 2006). O 
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sequenciamento dos genes do fator de elongação 1-α e da RNA polimerase II também é 

utilizado para separação de espécies filogeneticamente próximas quando D1/D2 e ITS não são 

capazes de distingui-las. Porém o maior desafio para a utilização destas outras sequências é a 

dificuldade de se desenvolver iniciadores universais, além da construção de bancos de dados 

que incluam as sequências de todas as espécies conhecidas. WRENT et al. (2010)  

desenvolveram um método independente de sequenciamento para diferenciar espécies de 

Zygosaccharomyces, especialmente para as espécies Z. bailii, Z. mellis e Z. rouxii, a partir da 

análise do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de DNA (RFLP) da região IGS. O 

método utiliza endonucleases para gerar um padrão de fragmentos a partir de sequências de 

DNA da região IGS. O método proposto foi capaz também de diferenciar híbridos, o que não é 

possível em testes de identificação baseados em sequenciamento de determinadas regiões.  

Kurtzman e Robnett (2013) mostraram o uso da análise filogenética multigênica para o 

posicionamento filogenético de espécies tipo dos 70 gêneros de leveduras ascomicéticas (sub-

filo Saccharomycotina) reconhecidos até aquele momento. Os autores utilizaram sequências 

concatenadas dos genes nucleares da subunidade maior e da subunidade menor do gene do 

rRNA, do fator de elongação da tradução 1-α, e das sub-unidades 1 (RPB1) e 2 (RPB2) da RNA 

polimerase II. A análise utilizada na comparação das sequências (“maximum likelihood”) 

proporcionou uma visão geral das relações filogenéticas entre os gêneros de leveduras 

ascomicéticas, além de mostrar que todos os gêneros pertencentes ao sub-filo 

Saccharomycotina representavam um grupo monofilético, como já havia sido proposto 

anteriormente. Os autores salientaram que, a partir de uma melhor compreensão das relações 

filogenéticas entre as espécies de leveduras por meio da análise de sequências gênicas, muitas 

espécies deveriam ser reposicionadas em gêneros filogeneticamente circunscritos. Isto deve ser 

feito especialmente para as espécies que foram classificadas em gêneros sem fase sexual 

observada, como espécies de Candida. 

O gênero Candida é um grupo polifilético que consiste em espécies de leveduras que 

possuem afinidade ascomicética, mas que não formam ascósporos. Tais leveduras se dividem 

por brotamento multilateral e não possuem morfologia celular distintiva. Daniel et al.  (2014) 

discutem o reposicionamento filogenético de espécies classificadas no gênero Candida. Os 

autores sugerem que, a partir de análises filogenéticas multigênicas, as espécies de Candida 

possam ser transferidas para gêneros teleomórficos com grande confiabilidade. Para espécies 

de Candida que formam grupos filogeneticamente bem circunscritos, mas não possuem 

representantes teleomórficos, é justificável a criação de novos gêneros para a acomodação 

destas leveduras. Entretanto, um número considerável de espécies é filogeneticamente basal nas 
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árvores filogenéticas analisadas no estudo e, dada a falta de banco de dados para a realização 

de estudos multigênicos, não puderam ser classificadas nos grandes grupos existentes. Daniel 

et al.  (2014) sugerem que tais espécies sejam mantidas em Candida, com a indicação pro 

tempore, até que se possa fazer um estudo multigênico com um banco de dados mais 

abrangente.  

Vários trabalhos têm sido publicados reclassificando e criando gêneros para a 

acomodação das espécies de leveduras descritas em Candida. Estes trabalhos incluem a criação 

do gênero Diutina para a acomodação da espécie nova Diutina siamensis e reclassificação das 

espécies Candida catenulata, Candida mesorugosa, Candida neorugosa, Candida 

pseudorugosa, Candida ranongensis, Candida rugosa e Candida scorzettiae 

(KHUNNAMWONG et al., 2015);  a criação dos gêneros Teunomyces e Suhomyces para a  

transferência de espécies do clado C. kruisii e do clado C. tanzawaensis, respectivamente 

(KURTZMAN; ROBNETT; BLACKWELL, 2016); a criação do gênero Groenewaldozyma 

para a transferência de três espécies de Candida (C. auringiensis, C. salmanticensis e  C. 

tartarivorans) (KURTZMAN, 2016); a criação do gênero Martiniozyma para a acomodação 

das espécies C. abiesophila e C. asiatica e a transferência de sete outras espécies para o gênero 

Saturnispora (KURTZMAN, 2015); a transferência de 25 espécies de Candida  para o gênero 

Starmerella (SANTOS et al., 2018), seis espécies de Candida para Hyphopichia (RIBEIRO et al., 

2017), cinco espécies para Meyerozyma (YURKOV.; DLAUCHY; PÉTER, 2017) 18 para 

Wickerhamiella (DE VEGA et al., 2017) e a transferência de seis espécies de Candida para 

Metschnikowia e três para Clavispora (KURTZMAN et al., 2018), a transferência de C. 

cylindracea  para o então criado gênero Limtongozyma (BOONTHAM et al., 2020), entre 

outros. 

A partir de 2015, partindo do princípio um nome = um fungo, vários grupos polifiléticos 

de leveduras basidiomicéticas foram revisados e reclassificados. Wang et al.  (2015b), a partir 

de análises filogenéticas multi-gênicas, assim como comparações bioquímicas, fisiológicas e 

morfológicas, reclassificaram espécies de leveduras do subfilo Pucciniomycotina, criando 26 

novos gêneros e propondo 111 novas combinações de espécies. No grupo Pucciniomycotina 

estão os gêneros Bensingtonia, Rhodosporidium, Rhodotorula, Sporidiobolus e 

Sporobolomyces, todos polifiléticos anteriormente ao estudo.  

Wang et al.  (2015a) realizaram um estudo filogenético de leveduras do Subfilo 

Ustilaginomycotina. Este grupo é composto principalmente por fungos dimórficos, patógenos 

de plantas, que apresentam um estágio leveduriforme durante o ciclo de vida.  A partir dos 
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estudos genéticos realizados, os autores comprovaram que as classes Malasseziomycetes, 

Moniliellomycetes e Ustilaginomycetes são monofiléticas e a classe Exobasidiomycetes é 

parafilética. Os gêneros Dirkmeia, Kalmanozyma, Golubevia e Robbauera foram criados para 

acomodar as espécies de Pseudozyma e Tilletiopsis filogeneticamente não relacionadas às 

espécies tipos dos mesmos. Vinte e oito novas combinações foram formadas com a 

transferência da maioria das espécies anamórficas para os gêneros teleomorfos 

correspondentes. Algumas espécies de Pseudozyma não puderam ser filogeneticamente 

posicionadas e os autores propõe o uso do termo pro tempore (ou pro tem. em abreviação) para 

indicar tais espécies.  

Tremellomycetes é um grupo basal em Agaricomycotina composto principalmente por 

espécies dimórficas com fase de vida leveduriforme monocariótica e fase dicariótica na forma 

filamentosa, e algumas espécies produzem corpos de frutificação gelatinosos (WEISS et al., 

2014). Liu et al.  (2015) realizaram estudo filogenético de classificação de espécies de leveduras 

de Tremellomycetes, com base em sequências de sete genes da maioria das espécies de 

leveduras do grupo e também táxons filamentosos relacionados. A partir do estudo, o grupo foi 

organizado em cinco ordens, 14 famílias e 54 gêneros, dos quais sete são famílias novas e 18 

são gêneros novos, além de 185 novas combinações de espécies. 

Ainda em Basidiomycota, com base em análises filogenéticas multi-locus, 107 novas 

espécies de leveduras obtidas de amostras de solo e filoplano coletadas principalmente na 

China, foram descritas e posicionadas em oito novos gêneros (Begerowomyces, Boekhoutia, 

Meniscomyces, Pseudosterigmatospora, Robertozyma, Rosettozyma, Sterigmatospora e 

Teunia, três novas famílias (Heitmaniaceae, Jianyuniaceae e Rosettozymaceae) e duas novas 

ordens (Heitmaniales e Rosettozymales). No mesmo estudo, foram feitas três reclassificações 

de espécies e a validação de 66 táxons (LI et al., 2020). 

Com o barateamento e maior acessibilidade das técnicas de sequenciamento de segunda 

geração alguns trabalhos têm sido publicados com análises filogenéticas que utilizam o genoma 

completo da espécie de levedura (filogenômica). Libkind et al., (2011) descreveram a espécie 

Saccharomyces eubayanus a partir de isolados obtidos de cascas de árvores (Nothofagus sp.), 

de estromas do fungo ascomiceto parasita obrigatório Cyttaria hariotii e de amostras de solo 

coletadas próximas a essas árvores, nos arredores do Parque Nacional Nahuel Huapi, Agentina. 

A partir da análise do genoma completo, os autores perceberam que 99,5% de uma porção do 

genoma da espécie isolada é idêntica à porção não-S. cerevisiae de S. pastorianus, ou seja, S. 

eubayanus é uma das linhagens parentais da espécie híbida S. pastorianus. Lopes et al (2017) 

descreveram três novas espécies de Spathaspora (S. girioi, S. hagerdaliae, e S.  gorwiae) a 
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partir de isolados obtidos de madeira em decomposição coletada em regiões de ecossistema de 

Mata Atlântica no território brasileiro. Apenas a partir da análise filogenômica foi obtido 

suporte robusto no posicionamento das três novas espécies descritas dentro do gênero 

Spathaspora, livre de intrusões de espécies de famílias menos relacionadas, como 

Metschnikowiaceae ou Debaryomycetaceae. A análise do genoma dessas espécies possibilitou 

também a identificação de genes relacionados a características metabólicas das novas espécies, 

tais como a presença de genes que codificam enzimas de interesse biotecnológico (xilosidases), 

a perda de genes devido à uma possível adapatação ao metabolismo anaeróbio/ fermentativo e 

uma duplicação de gene que codifica a enzima sorbose-redutase.  Morais et al.   (2017) 

descreveram a espécie Spathaspora boniae e, a partir da análise filogenômica de 510 genes 

conservados, mostraram diferença no posicionamento filogenético da espécie descrita em 

relação à análise apenas dos domínios D1/D2.  De acordo com os autores, o grupo Spathaspora 

seria parafilético e a nova espécie S. boniae seria basal às espécies do clado Candida albicans/ 

Lodderomyces. Contudo o genoma completo de todas as espécies do gênero não estava 

disponível no momento da realização das análises. Os autores então sugeriram a manutenção 

da nova espécie em Spathaspora até a disponibilidade de dados suficientes a realização de 

novas análises.   

O gênero Scheffersomyces também seria um gênero parafiléticos se considerada a 

análise filogenômica. A espécie Scheffersomyces stambukii foi descrita em 2018 e posicionada 

no gênero Scheffersomyces com base em análises dos domínios D1/D2 do gene do RNA 

ribossomal. Contudo, ao considerar a análise filogenômica de 473 genes conservados 

compartilhados pela linhagem tipo de S. stambukii e de 39 outras espécies relacionadas com 

sequências genômicas disponíveis, S. stambukii é posicionada em uma posição basal em relação 

às espécies do gênero Spathaspora e espécies do clado C. albicans / Lodderomyces, juntamente 

com outras espécies de Scheffersomyces (LOPES et al., 2018).  

Shen et al.  (2018) analisaram os genomas de 332 espécies de leveduras do subfilo 

Saccharomycotina, total que representa quase um terço de toda a diversidade de leveduras do 

grupo. No estudo foi construída uma nova filogenia que divide o subfilo em 12 clados 

principais. Várias famílias estão agora bem circunscritas (por exemplo, Pichiaceae), enquanto 

outras famílias, ao contrário do que se afirmava anteriormente, não são monofiléticas (por 

exemplo, Dipodascaceae e Trichomonascaceae). Com relação ao tempo de evolução, os autores 

estimaram a origem do subfilo entre 317 e 523 milhões de anos atrás (m.a.a.); a origem do clado 

CUGSer1, (onde C. albicans, está inserida) entre 178 e 248 (210) m.m.a, e a divergência de S. 

cerevisiae e C. albicans de suas espécies irmãs (Saccharomyces paradoxus e Candida 
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dubliniensis) entre 4,0 e 5,8 m.a.a e 5,0 e 14,0 m.a.a., respectivamente. Poucos genes (878 em 

186 genomas completos) foram adquiridos através de 365 eventos distintos de transferência 

horizontal a partir de fontes não-fúngicas (principalmente bacterianas) e a maior parte deles 

está relacionada a caracteres metabólicos. Tais genes adquiridos representam uma pequena 

parcela do genoma (0,04 a 0,06%) e tiveram pouco impacto na diversificação global dos 

genomas estudados. Os autores também estimaram as taxas de ganho e perda de uma 

compilação de 45 características metabólicas distintas em 274 espécies e inferiram que o último 

ancestral comum das leveduras era metabolicamente complexo, capaz de assimilar 27/45 dos 

compostos de carbono e nitrogênio analisados (por exemplo, nitrato, xilose e galactose) e oito 

das características testadas estavam provavelmente ausentes (por exemplo, fermentação de 

glicose e assimilação de metanol, ribose e hexadecano). Esse ancestral seria similar a alguma 

espécie típica do subfilo Pezizomycotina (que contém os gêneros Aspergillus e Neurospora, 

por exemplo), com um genoma maior e consequentemente genes metabólicos para assimilação 

de uma ampla gama de fontes de nitrogênio e carbono (o que não é observado nas espécies 

existentes atualmente, como S. cerevisiae). A partir desses resultados os autores concluem que 

a diversidade metabólica observada atualmente no subfilo Saccharomycotina foi alcançada por 

meio de repetidas e extensas perdas de características metabólicas, e essa evolução redutiva foi 

importante na diversificação evolutiva das espécies.  

Abordagens genômicas têm sido cada vez mais utilizadas para a descrição de novas 

espécies de leveduras. Cerca de 3077 genomas completos de leveduras estão publicados e 

dentre eles 70% correspondem a genomas de linhagens da espécie Saccharomyces cerevisiae 

(LIBKIND et al., 2020a). Dentre as principais vantagens do uso de genomas completos na 

taxonomia de leveduras se destacam a construção de filogenias mais robustas e a caracterização 

completa dos genes, que por sua vez contribuem para o estudo das características fenotípicas 

das leveduras (LIBKIND et al., 2020b).  

Dentro do contexto apresentado, atualmente é possível realizar a identificação rápida e 

precisa de leveduras pela comparação de sequencias, obtidas a partir do sequenciamento de 

regiões específicas do DNA, com aquelas depositadas em banco de dados de acesso público. 

Porém, a interpretação dos resultados deve ser realizada com cautela. Muitas vezes, o estudo 

de vários genes se faz necessário para poder elucidar as relações filogenéticas entre as 

leveduras, principalmente para separar espécies intimamente relacionadas. Os estudos de 

classificação filogenética são essenciais para a revisão e reclassificação de espécies de 

leveduras que foram descritas com base em características morfológicas e contribuem para a 
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formação de bancos de dados de sequências acurados, facilitando a descrição de novas espécies. 

Assim, a correta identificação desses microrganismos contribui para o conhecimento das 

comunidades de leveduras existentes em diversos substratos, possibilitando o melhor 

entendimento do papel ecológico que exercem nesses hábitats. A partir do sequenciamento do 

genoma completo das espécies de leveduras será possível a construção de um sistema natural 

de classificação além uma melhor compreensão da história evolutiva desses microrganismos. 

 

1.3 Leveduras associadas ao solo 

O solo consiste em uma mistura de partículas orgânicas e inorgânicas que formam 

agregados heterogêneos de diferentes tamanhos e contém uma rede complexa de poros. Tal rede 

pode estar preenchida de gases atmosféricos, vapor de água ou por soluções aquosas de sais 

variados (YOUNG; CRAWFORD, 2004). Os solos desempenham um papel importante na 

dinâmica dos ecossistemas, na diversidade biótica, na infiltração de água, no controle da erosão, 

na produção agrícola, na produção de combustíveis e na qualidade da água doce do planeta 

(PAUL, 2016). Por serem os maiores reservatórios de matéria orgânica em decomposição, os 

solos suportam uma comunidade microbiana extremamente rica. Apesar da grande quantidade 

de carbono orgânico presente nos solos, ele pode ser considerado um substrato pobre em 

nutrientes pelo fato da maioria do carbono e nitrogênio estar disponível na forma de compostos 

heterocíclicos (substância húmica) e dessa forma, indisponível para os microrganismos do solo 

(BUZZINI; LACHANCE; YURKOV, 2017). Leveduras já foram recuperadas de vários tipos 

de solo, incluindo solos extremamente ácidos, alcalinos, vulcânicos e solos criogênicos 

(YURKOV, 2018). As leveduras comumente encontradas no solo em geral são capazes de 

utilizar  L-arabinose, D-xilose e celobiose aerobicamente (BOTHA, 2006; LEGUINA et al., 

2019) . Esses carboidratos são os produzidosa a partir de matéria vegetal lignocelúlosica pela 

ação de enzimas hidrolíticas de bactérias ou fungos. Algumas leveduras do solo também podem 

assimilar intermediários da degradação da lignina, como ácido ferúlico, ácido gálico, ácido 4-

hidroxibenzóico, ácido protocatecuico e ácido vanílico (BOTHA, 2011). 

As leveduras não apresentam contagens numerosas no solo. Raramente são encontradas 

mais que alguns milhares de células destes microrganismos por grama de solo. Em geral, são 

encontradas entre 103 e 104 células de leveduras em amostras de um grama de solo. Solos ricos 

em matéria orgânica geralmente possuem um maior número de colônias de levedura (BOTHA, 

2006). Índices maiores de abundância são observados em solos agrícolas fertilizados 

(VADKERTIOVÁ; DUDÁŠOVÁ; BALAŠČÁKOVÁ, 2017) e em solos temperados e boreais 
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não fertilizados, onde as taxas de decomposição matéria orgânica são lentas (CHERNOV, 

2005). A quantidade de células de levedura presente no solo geralmente diminui com a 

profundidade do solo, devido à também redução da quantidade de nutrientes disponíveis e 

concentração de matéria orgânica (BOTHA, 2006) sendo que é raro encontrar leveduras abaixo 

dos 20-30 cm de profundidade (MAKSIMOVA; CHERNOV, 2004; WUCZKOWSKI et al., 2005).  

O solo representa um reduto para os propágulos de leveduras provenientes de fontes 

presentes sobre o solo, como frutos, folhas e pela atividade dos animais (YURKOV, 2017). A 

maior parte das leveduras do solo é encontrada próxima a árvores frutíferas, uma vez que os 

frutos em decomposição caídos no solo podem funcionar como inóculo destes microrganismos. 

Assim também, os compostos orgânicos associados aos exsudatos liberados pelas raízes das 

plantas são rapidamente assimilados pelas leveduras, o que resulta em uma maior população 

desses microrganismos na rizosfera (BOTHA, 2011). 

Algumas características podem ser utilizadas para confirmar que determinada levedura 

tem como verdadeiro habitat o solo, e que não foi encontrada nesse substrato apenas 

transitoriamente, como, por exemplo, o isolamento frequente da mesma espécie de levedura no 

solo e a ausência desta em outras fontes sobre o solo. Uma das maiores limitações do solo é a 

baixa disponibilidade de nitrogênio, uma vez que nesse substrato o nitrogênio está associado a 

matéria orgânica na forma de polímeros como a quitina, proteínas e ácidos nucleicos. Algumas 

adaptações favorecem a capacidade de algumas espécies de leveduras de crescer no solo. As 

leveduras basidiomicéticas, por exemplo, podem utilizar uma ampla variedade de fontes de 

carbono, incluindo compostos complexos. Outra característica vantajosa observada em 

microrganismos do solo é a formação de capsula extracelular de polissacarídeos. Tal estrutura 

possibilita a captação e concentração de nutrientes em um solo nutricionalmente pobre. 

Também oferece proteção contra a dessecação em ambientes com baixa atividade de água. Estas 

características são bem observadas nas leveduras dos gêneros Lipomyces, Naganishia e 

Solicoccozyma (YURKOV, 2017). 

As comunidades de leveduras no solo freqüentemente apresentam baixa diversidade de 

especies. Entretanto, a baixa riqueza de espécies observada em um único ponto de coleta 

(diversidade alfa) contrasta com o maior número de leveduras que podem ser isoladas de uma 

floresta inteira ou de uma região. Isso acontece porque a distribuição de leveduras nos solos é 

fragmentada, onde poucas espécies são comuns entre os locais de amostragem. Essa 

distribuição irregular de espécies entre os diferentes pontos de coleta resulta em um maior valor 

de diversidade quando considerada a região como um todo (YURKOV, 2018). Yurkov et al.  
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(2016) isolaram e identificaram leveduras de solos coletados em três sítios diferentes no Parque 

Natural da Serra da Arrábida (Portugal), na região do mediterrâneo. O isolamento foi realizado 

por plaqueamento de diferentes diluições de suspensão de solo em meio sólido com glicose 

como fonte de carbono. No local foram amostradas áreas de floresta úmida, floresta semi-seca 

e  campo arbustivo. Um total de 613 linhagens de leveduras foi isolado, distribuído em 57 

espécies, das quais 13 ascomicéticas e 44 basidiomicéticas. Vinte espécies representaram 

possíveis espécies novas. Apenas oito espécies ocorreram em todos os três locais de 

amostragem. Os valores mais altos de contagem total de leveduras variaram entre 1,3 × 105 a 

1,3 × 106 UFC (Unidades Formadoras de Colônias) por grama de solo. A comunidade mais rica 

em espécies (34 espécies) foi a de solo coletado em campo abustivo, seguido de comunidade 

de florestas úmidas (31 espécies) e floresta semi-seca (25 espécies). Em todos os três sítios de 

coleta, as leveduras basidiomicéticas prevaleceram sobre as espécies ascomicéticas. Dentre as 

espécies basidiomicéticas, as mais freqüentes foram Cryptococcus terreus (= Solicoccozyma 

terreus), Rhodotorula mucilaginosa, e Cr. aerius (= Solicoccozyma aerius). Entre as leveduras 

ascomicéticas, Candida quercitrusa, Meyerozyma guilliermondii, Aureobasidium namibiae e 

Lachancea thermotolerans foram as mais freqüentes. Os valores dos índices de diversidade de 

leveduras obtidos foram maiores do que os apresentados para outros solos da Europa. Com 

relação à infuências clímaticas, as áreas de coleta com menor nível de precipitação mostraram 

forte impacto na diversidade de leveduras e na estrutura da comunidade. A menor precipitação 

resultou em um aumento no número de espécies raras e diminuição dos valores de uniformidade 

da comunidade. A partir dos resultados do estudo, os autores concluíram que a estrutura da 

comunidade de leveduras do solo está relacionada à cobertura vegetal e à fragmentação do 

habitat. 

Alguns estudos de diversidade de leveduras associadoas ao solo foram conduzidos em 

florestas da Patagônia Argentina. Mestre et al.  (2011) estudaram a diversidade, distribuição e 

propriedades fisiológicas de leveduras que habitam a rizosfera, ectomicorrizosfera e o solo 

associado a árvores de Notophagus pumilio no Parque Nacional Nahuel Huapi (San Carlos de 

Bariloche - Río Negro, Argentina). Grandes populações microbianas habitam a zona que 

circunda as raízes e as camadas superiores do solo, e nesse ambiente os fungos micorrízicos são 

um dos microrganismos predominantes (BOTHA, 2006). No estudo foram encontradas 

contagens médias na ordem de 103 UFC de leveduras por grama de solo. Um total de 126 

idolados foi obtido, sendo 38 leveduras a partir de amostras de solo, 43 da rizosfera e 45 das 

frações ectomicorrizosféricas. Vinte e duas espécies de leveduras foram identificadas (14 do 
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Filo Basidiomycota e oito Ascomycota), incluindo a espécie Lindnera  rhizosphaerae (= 

Cyberlindnera rhizosphaerae) que foi descrita a partir dos isolados encontrados no estudo 

(MESTRE; ROSA; FONTENLA, 2011).  Dentre as leveduras basidiomicéticas, as espécies 

mais frequentes foram Cryptococcus podzolicus (= Saitozyma podzolica) , Cr. phenolicus 

(=Solicoccozyma phenolicus) e Cr. aerius (=Solicoccozyma aerius). Entre as leveduras 

ascomicéticas, as mais prevalentes foram Candida maritima, uma possível espécie nova de 

Candida (próxima a C. boleticola - clado Kurtzmaniella) e Hanseniaspora  valbyensis. Em 

relação às propriedades fisiológicas, os autores observaram que muitas das espécies de 

leveduras recuperadas foram capazes de assimilar celobiose, D-xilose, L-arabinose, trealose e 

mio-inositol. Estes dados sugerem que estes microrganismos têm um papel importante como 

decompositores de material lignocelulósico depositado no solo de florestas pela deposição de 

folhas e troncos de árvores. Um maior número de espécies capazes de fermentar glicose foi 

encontrado nas amostras de solo associado à rizosfera, o que pode ser relacionado à maior 

disponibilidade de fontes de carbono provenientes do exsudato liberado pelas raízes das 

árvores.  

 Mestre et al.  (2014) coletaram amostras de solo em quatro locais de floresta de N. 

pumilio e N. antarctica no Parque Nacional Nahuel Huapi, perto da cidade de San Carlos de 

Bariloche (Río Negro, Argentina). Um total de 123 linhagens de leveduras foi obtido no estudo, 

distribuído em 28 espécies diferentes. Dentre essas, 20 (incluindo duas possíveis novas 

espécies) pertencem ao filo Basidiomycota, o que corresponde a  76% dos isolados. A espécie 

mais frequente foi Trichosporon porosum (=Apiotrichum porosum) (26% dos isolados). Outras 

leveduras basidiomicéticas com mais de dois isolados foram Cr. phenolicus (Solicoccozyma 

phenolicus), Holtermanniella wattica, Cr. podzolicus (= Saitozyma podizolica), Cr. 

saitoi/friedmannii (=Naganishia globosa/ N. friedmannii) e a possível espécie nova 

Cryptococcus sp., próxima a So. aerius. Dentre as leveduras ascomicéticas, todas as espécies 

pertencem à ordem Saccharomycetales e as mais frequentes foram Candida sake (9 isolados), 

Saccharomyces eubayanus (6), L. nothofagi (5) e a possível espécie nova Wickerhamomyces 

sp. (próxima a W. alni). Uma média de 103 UFC leveduras por grama de solo foi encontrada. 

Os autores observaram que muitas das espécies de leveduras isoladas também foram 

encontradas em outros habitats da região (lagos, folhas, geleiras), o que sugere uma estreita 

relação entre as comunidades de leveduras destes habitats. 

Leveduras estão presentes em diversos tipos de solo, e são mais estudadas em solos de 

vinhedos, pomares e solos de agricultura. Devido à escassez de estudos ecológicos, as leveduras 
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representam uma fração muito pouco estudada de microrganismos presentes nos solos de 

florestas. A maior parte dos estudos é concentrada em regiões de floresta temperada e boreal, 

enquanto estudos na África, nas Américas e na Ásia são escassos. Solos de floresta do 

Hemisfério Sul são pouco estudados (YURKOV, 2018). Além disso, muitos estudos são 

focados apenas na descrição de espécies novas e não fornecem dados sobre os outros 

microrganismos isolados. As principais leveduras encontradas em solos de florestas em regiões 

de clima temperado pertencem aos gêneros Apiotrichum, Colacogloea, Curvibasidium, 

Cutaneotrichosporon, Cystobasidium, Cystofilobasidium, Dioszegia, Filobasidium, Hanaella, 

Leucosporidium, Naganishia, Papiliotrema, Piskurozyma, Rhodotorula, Rhodosporidiobolus, 

Saitozyma, Solicoccozyma, Vanrija e Visniacozyma. Já os principais gêneros de leveduras 

ascomicéticas são Barnettozyma, Cyberlindnera, Debaryomyces, Geotrichum, Hanseniaspora, 

Kazachstania, Kodamaea, Meyerozyma, Nadsonia, Pichia, Schwanniomyces, Teunomyces, 

Wickerhamomyces e espécies de Candida. 

Spurley et al (2021) analizaram a diversidade de quase 2000 isolados de leveduras 

coletadas em associação a substratos naturais tais como solo, casca de árvore, folhas, flores, 

frutos etc., coletados ao longo do território dos Estados Unidos, incuindo o estado do Alasca. 

Para o isolamento foi utilizado meio líquido com 0,8 ou 8% de glicose, e temperaturas de 

incubação de 10, 22 e 30 °C, e para algumas amostras 4 °C. O solo foi o substrato mais 

amostrado e os autores observaram uma associação estatisticamente significativa a duas OTUs 

do Filo Basidiomycota (Trichosporon porosum,  e Mrakia spp.) e três  OTUs de 

Saccharomycotina (T. delbrueckii, Cy. saturnus, e S. Paradoxus). Além disso, espécies de 

Saccharomycotina foram as OTUs mais associadas ao solo (339 OTUs observadas versus 152 

OTUs não Saccharomycotina).  

A maior parte dos estudos de leveduras do solo é baseada em métodos dependentes de 

cultivo. Mašínová et al. (2017) utilizaram método independente de cultivo para estimar a 

diversidade de leveduras em amostras de solo e serapilheira coletados em bioma de floresta 

temperada na República Checa. As leveduras basidiomicéticas foram o grupo dominante tanto 

em amostra de solo como em amostras de serapilheira. A composição das comunidades de 

leveduras foi significativamente diferente, com dominância de basidiomicetos em ambos os 

substratos estudados, com valores de abundância entre 32 e 100% das sequências obtidas. Nas 

amostras de solo, os gêneros mais abundantes foram Saitozyma (40,9%), Solicoccozyma 

(33,1%) e Apiotrichum (11,6%). Nas amostras de serrapilheira foram observadas mais espécies 

e uma abundância relativa maior, e os gêneros mais frequentes foram Saitozyma (13,7%), 
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Solicoccozyma (10,9%) e Apiotrichum (6,4%). Outros gêneros com alta abundância incluíram 

Curvibasidium (6,4%), Vishniacozyma (4,8%), Fellozyma (4,7%) e Phaeotremella (4,7%). O 

número de OTUs (Operational Taxonomic Unit = Unidade Taxonômica Operacional) obtidos 

para leveduras variou entre 10 e 44. De acordo com os autores esses valores são comparáveis 

ao número de espécies obtidas em estudos realizados anteriormente com métodos dependentes 

de cultivos e sugerem que as leveduras do solo representam um grupo de microrganismos que 

podem ser obtidos por métodos dependente de cultivo. 

Mozzachiodi et al., (2022) analizaram sequências genéticas barcode do espaçador 

transcrito interno (ITS) de amostras de solo e serapilheira de floresta temperada depositadas no 

banco de dados GlobalFungi. A análise revelou 3.783.412 sequências totais de levedura 

pertencentes a 859 espécies hipotéticas. A abundância média de levedura no solo foi 

significativamente maior do que na serapilheira e apenas veduras geralmente não eram comuns: 

apenas 12% das amostras de solo e 3% das amostras de serapilheira incluíam mais de 8% de 

seqüências ITS de levedura. A riqueza variou entre 1–31 nas amostras de solo e 1–35 nas de 

serapilheira. %). As espécies de leveduras mais prevalentes, com prevalência significando a 

porcentagem de amostras em que uma espécie foi encontrada, foram Saitozyma podzolica, 

Solicoccozyma terricola, Apiotrichum xylopini/porosum, Tausonia pullulans e 

Cutaneotrichosporon moniliforme. Essas cinco espécies de leveduras são amplamente 

difundidas e consideradas cosmopolitas. 

No Brasil poucos estudos sobre diversidade de leveduras em amostras de solo estão 

disponíveis. Mok et al.  (1984) coletaram 1949 amostras de solo em 15 regiões distintas da 

floresta amazônica brasileira. Com objetivo de isolar fungos patogênicos, foram utilizadas 

metodologias indiretas para isolamento de fungos não queratinolíticos por meio de inoculação 

em peritônio de ratos e para fungos queratinolíticos foi utilizada uma isca de cabelo humano.  

Todos os isolados recuperados a partir da técnica de inoculação em peritônio de ratos foram 

leveduras e fungos leveduriformes distribuídos em 82 espécies, num total de 241 isolados.  As 

espécies mais frequentes foram Torulopsis glabrata (=C. glabrata), T. famata (=Debaryomyces 

hansenii) e Candida guilliermondii (=M. guillermondii). Vinte e cinco isolados não puderam 

ser identificados a nível de espécie dentro do gênero Torulopsis (=Candida). Treze isolados no 

gênero Candida e oito isolados de leveduras ascomicéticas também não puderam ser inseridas 

nos grupos conhecidos na época do estudo. Apenas três espécies de leveduras basidiomicéticas 

foram isoladas: Rhodotorula rubra (=Rh. mucilaginosa), Trichosporon cutaneum 

(=Cutaneotrichosporon cutaneum) e T. inkin. 
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Vital et al.  (2002) isolaram 240 leveduras a partir de amostras de solos coletadas na 

Estação Ecológica de Maracá, no estado de Roraima na Amazônia brasileira. As leveduras 

isoladas pertenciam a 66 espécies diferentes, distribuídas em 16 gêneros, sendo 82% dos 

isolados do Filo Ascomycota. Neste grupo, as espécies mais frequentes foram Debaryomyces 

hansenii, Candida etchellsii (=Starmerella etchellsii), Candida robusta (=S. cerevisiae) e 

Candida famata (=Debaryomyces hansenii). Outros gêneros isolados foram Pichia, 

Issatchenkia, Lipomyces, Saccharomyces, Torulaspora, Williopsis, Geotrichum e 

Zygosaccharomyces. Apenas 13 das 66 espécies isoladas foram do filo Basidiomycota e as mais 

abundantes foram Rhodotorula mucilaginosa, Rh. glutinis e Cryptococcus laurentii (= 

Papiliotrema laurentii). Os outros gêneros isolados nesse grupo foram Fellomyces, 

Sporobolomyces e Trichosporon. Contudo, nesse trabalho a identificação das espécies de 

leveduras foi feita por métodos clássicos de identificação (baseados em características 

fenotípicas e fisiológicas) o que pode produzir resultados errôneos.    

Costa (2006) estudou a de diversidade de leveduras do solo em três municípios do semi-

árido da Bahia (Mucugê, Ipirá e Paulo Afonso). As amostras foram coletadas tanto em período 

seco como em período chuvoso. Um total de 100 isolados foi obtido, sendo 67 em período de 

seca e 33 no período chuvoso, representado 57 espécies diferentes.  As espécies mais frequentes 

foram Rh. mucilaginosa, Rh. glutinis e C. catenulata. Outras espécies frequentes foram 

Brettanomyces bruxellensis, Bullera alba, C. glabrata, C. parapsilosis, C. sake, C. zeylanoides, 

Cr. humicola (=Vanrija humicola), Cr. laurentii (=Papiliotrema laurentii), Cr. luteolus 

(=Hannaella luteola), Rh. minuta (=Cystobasidium minuta), Sporobolomyces roseus e Tr. 

pullulans (=Guehomyces pullulans). As espécies foram identificadas a partir das características 

bioquímicas e fenotípicas e por sequenciamento quando a identificação fisiológica não foi 

possível. 

Carvalho et al.   (2013) isolaram 307 leveduras a partir de amostras de solo coletadas 

em três diferentes áreas de Cerrado em Minas Gerais. As coletas foram realizadas em períodos 

seco e chuvoso. As leveduras foram identificadas pelo sequenciamento dos espaçadores 

transcritos internos 1 e 2. Nesse trabalho foram isoladas 23 espécies diferentes de leveduras, 

pertencentes aos gêneros Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Kazachstania, Kodamaea, 

Cyberlindnera, Pichia, Schwanniomyces, Torulaspora e Trichosporon. A maioria das espécies 

(22) foi isolada durante o período de seca, e apenas nove espécies foram isoladas no período 

chuvoso. A abundância relativa de leveduras do filo Ascomycota foi de 80% frente a 20% de 

leveduras do filo Basidiomycota. Os autores não encontraram diferenças significativas nos 
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componentes físico-químicos analisados no solo (concentrações de fósforo, magnésio e matéria 

orgânica).  

A biodiversidade de leveduras do solo em região do quadrilátero ferrífero (Minas 

Gerais) foi avaliada em área de vegetação natural (Mata Atlântica, Cerrado e afloramento 

rochoso); e áreas de mineração com impacto antropogênico (plantação de Eucalyptus e área 

replantada com grama) (MOREIRA; VALE, 2018). A identificação dos isolados foi feita pelo 

sequenciamento dos domínios D1/D2 do gene do RNA ribossomal. As leveduras encontradas 

pertencem aos gêneros Saitozyma, Pseudozyma, Meyerozyma, Debaryomyces, Lipomyces e 

Aureobasidium Baixa riqueza de espécies foi observada para todas as regiões de coleta (2 a 4 

espécies por região), e a predominância foi de leveduras do filo Basidiomycota (82%), com 

dominância da espécie Sa. podzolica. 

As comunidades de leveduras do solo em uma área pós-mineração com áreas 

revegetadas e nativas, ao longo dos biomas Savana Neotropical e Mata Atlântica foram 

estudadas em Nova Lima e Brumadinho, estado de Minas Gerais por metodologia dependente 

de cultivo (MOREIRA; DO VALE, 2020). Uma maior riqueza de espécies foi observada nas 

comunidades de leveduras na área revegetada. Leveduras do Filo Ascomycota foram 

dominantes e C. maltosa foi a mais frequente em duas fitocenoses.  

Os estudos disponíveis relativos à diversidade e densidade de leveduras do solo se 

restringem a um número limitado de tipos de solo como solos cultiváveis e alguns tipos de 

florestas. Ainda assim, muitos desses estudos são antigos e é difícil rastrear espécies em 

publicações antigas devido ao uso de  nomenclaturas diferentes (YURKOV, 2018). No Brasil, 

apesar da importância de alguns ecossistemas como hotspot de diversidade, poucos estudos de 

diversidade de leveduras associadas ao solo foram feitos, e na maioria deles o foco dos trabalhos 

foi no isolamento de fungos patogênicos para o homem ou leveduras produtoras de enzimas ou 

toxinas killer. Além disso, a maior parte da identificação das leveduras foi feita com base em 

características morfológicas e fisiológicas, que produzem resultados errôneos, impactando os 

valores dos índices de diversidade encontrados. Sendo assim, é importante a realização de 

estudos que visem conhecer a biodiversidade de leveduras associadas ao solo nos diferentes 

biomas brasileiros tanto para o entendimento do papel desses microrganismos no solo como 

para o estabelecimento de estratégias de conservação de espécies importante em biotecnologia, 

além da possibilidade do uso destas linhagens em pesquisas de inovação tecnológica. 
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

Os solos desempenham um papel importante na dinâmica dos ecossistemas, na 

diversidade biótica, na infiltração de água, no controle da erosão e na qualidade da água doce 

do planeta. Por serem os maiores reservatórios de matéria orgânica em decomposição, os solos 

abrigam uma comunidade microbiana extremamente diversa. Leveduras representam um 

componente importante da comunidade microbiana encontrada em solos. As espécies 

encontradas nesse habitat são capazes de utilizar um amplo espectro de fontes de carbono, 

incluindo produtos da hidrólise enzimática de material lignocelulósico tais como compostos 

aromáticos simples, hemicelulose e ácidos orgânicos. Leveduras são microrganismos 

heterotróficos, capazes de colonizar diversos substratos presentes em solos. Os estudos 

disponíveis relativos à diversidade e densidade de leveduras do solo se restringem a um número 

limitado de tipos de solo, como os cultiváveis, além de alguns tipos de solos florestais. Ainda 

assim, muitos desses estudos são antigos e as espécies relatadas podem não ter sido 

identificadas corretamente devido a mudanças taxonômicas ocorridas a partir do uso de 

ferramentas moleculares. Em muitos destes trabalhos a identificação das leveduras foi feita 

baseada apenas em características morfológicas e fisiológicas. No Brasil, apesar da presença de 

ecossistemas caracterizados como hotspots de diversidade, poucos estudos de diversidade de 

leveduras associadas ao solo destes ecossistemas hiperdiversos foram realizadas. A partir do 

exposto acima, é evidente a importância da realização de estudos que visem conhecer a 

biodiversidade de leveduras associadas ao solo nos diferentes biomas brasileiros, tanto para o 

entendimento do papel desses microrganismos no solo, como para o estabelecimento de 

estratégias de conservação de espécies importante em biotecnologia, além da possibilidade do 

uso destas linhagens em pesquisas de inovação tecnológica, tais como produção de enzimas, 

surfactantes, uso na indústria de alimento e como agentes de controle biológico.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Determinar a diversidade de leveduras presente em amostras de solo coletadas na 

Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) Santuário do Caraça (Minas Gerais) e áreas 

de floresta amazônica da cidade de Itacoatiara (Amazonas), utilizando-se diferentes 

temperaturas e metodologias de isolamento.  

3.2 Objetivos Específicos 

- Isolar leveduras presentes em amostras de solo a partir de isolamento direto e 

enriquecimento; 

- Comparar três diferentes temperaturas de incubação (10, 25 e 35 °C) para o isolamento 

de leveduras de solo por meio de metodologia de enriquecimento;  

- Identificar as espécies de leveduras utilizando testes moleculares; 

- Descrever e caracterizar novas espécies de leveduras; 

- Determinar a diversidade das comunidades de leveduras presentes nas amostras de 

solo nas diferentes regiões estudadas; 

- Avaliar a produção de enzimas extracelulares (amilases, celulases, esterase, lipases, 

pectinases, proteases, tanases, xilanases) e a solubilização de fosfatos pelos isolados de 

leveduras;  

- Depositar os isolados na coleção de Microrganismos e Células da UFMG. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1  Áreas de coleta 

4.1.1 RESERVA PARTICULAR DO PATRIMÔNIO NATURAL (RPPN) SANTUÁRIO DO 

CARAÇA 

A RPPN Santuário do Caraça está localizada na Serra do Caraça, na Cadeia do 

espinhaço, parte Leste do Quadrilátero ferrífero de Minas Gerais, a 120 quilômetros de Belo 

Horizonte.  Possui uma área de 11.233 hectares, e pertence aos municípios de Catas Altas e 

Santa Bárbara (CANELAS; BERTOLUCI, 2007). A temperatura média anual varia em torno 

dos 15 °C (MOREIRA et al., 2004).  Através da portaria nº 32, de 30 de março de 1994 do 

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), 1994, 

foi reconhecida como Unidade de Conservação de Uso Sustentável, na categoria de Reserva 

Particular do Patrimônio Natural. A Serra do Caraça situa-se em uma região de transição entre 

os domínios do Cerrado e da Mata Atlântica. Na RPPN Santuário do Caraça existem duas 

formações vegetais básicas, que são as campestres e as florestais. As campestres, dentro do 

domínio do Cerrado, e as florestais, dentro do domínio da Mata Atlântica (ABREU, 2013). 

 

4.1.2 ITACOATIARA – AMAZONAS 

A cidade de Itacoatiara pertence à região metropolitana de Manaus e é a terceira cidade 

mais populosa no estado do Amazonas (IBGE, 2020. Está situada na região nordeste do estado, 

abrangendo uma área aproximada de 7.426,88 Km2. A temperatura média anual varia entre 25° 

C e 32° C. O bioma amazônico é a vegetação predominante, caracterizado pela presença de três 

formações florestais bem definidas, tais como: Floresta equatorial subperenifólia. Floresta 

Equatorial Higrófila de Várzea e Floresta Equatorial Hidrófila de Várzea (SILVA, 2007). 

4.2 Coleta e processamento das amostras 

 Para cada local de coleta foram utilizados metodologias e meios de cultura diferentes 

para o isolamento das leveduras. A figura 1 apresenta esquema com os locais de coleta, número 

de amostras coletadas, meios de cultura utilizados e metodologia de isolamento utilizadas.  
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Figura 1 - Número de coletas, sítios de coletas, número de amostras e metodologias utilizadas 

para o isolamento de leveduras do solo. 

 

 

4.2.1 RPPN SANTUÁRIO DO CARAÇA 

Seis coletas foram realizadas em intervalos de aproximadamente 2 meses, durante o 

período de 14 meses. Três sítios diferentes foram escolhidos, com base nas características 

vegetais do entorno. O sítio “alagado” foi determinado em um local onde o solo recebe 

influência constante de água doce. O sítio “campo” foi localizado em área de campo arbustivo 

característico de vegetação do Cerrado. O sítio “mata” foi localizado em um local de vegetação 

característica de mata atlântica (figura 2; figura 3).  Em cada sítio, amostras de solo foram 

coletadas a cada 50 metros ao longo de um transecto, num total de cinco amostras por sítio e 

15 amostras por coleta. Noventa mostras de solo foram coletadas durante todo o período de 

realização da pesquisa. 

A superfície do solo foi raspada com auxílio de uma pá para a retirada de restos de 

detritos vegetais (serapilheira). Com o auxílio de uma espátula de metal, na qual foi realizada 

assepsia prévia em etanol 70%, aproximadamente 25 gramas de solo foram coletados em cada 

ponto.  O material de coleta foi acondicionado em sacos plásticos estéreis. As amostras foram 

mantidas em caixa de isopor com gelo até o processamento, que foi realizado no mesmo dia da 

coleta. 
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Figura 2 - Sítios de coleta na RPPN Santuário do Caraça - MG. MT= mata fechada; CA= campo 

arbustivo e AL= área alagada. 

4.2.2 ITACOATIARA – AMAZONAS 

Amostras de solo foram coletadas de quatro pontos diferentes, sendo 20 amostras por 

ponto, totalizando 80 amostras. Em cada ponto de coleta as amostras foram coletadas a cada 50 

metros ao longo de um transecto (figura 4). “TPI (Terra preta de índio)” corresponde ao ponto 

cujo solo é denominado terra preta indígena (figura 5). “UFAM (Universidade Federal do 

Amazonas)” (figura 6) e “piquiá” (figura 7) são sítios de vegetação típica do bioma amazônico. 

“Caru” corresponde ao ponto de coleta com solo de igapó, às margens do rio Urubu (figura 8).  

A superfície do solo foi raspada com auxílio de uma pá para a retirada de restos de 

detritos vegetais (serapilheira). Com o auxílio de uma espátula de metal, na qual foi realizada 

assepsia prévia em etanol 70%, aproximadamente 25 gramas de solo, da camada superficial (até 

5 centímetros de profundidade), foram coletados em cada ponto e acondicionados em sacos 

plásticos estéreis. As amostras foram mantidas em caixa de isopor com gelo e posteriormente 

em geladeira até o processamento, que foi realizado em até seis dias após a coleta. 
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Figura 3 - Sítios de coleta na RPPN Santuário do Caraça. Sítio denominado "mata", cuja 

vegetação apresenta espécies arbóreas de maior porte e vegetação mais densa (a) e (b). Sítio 

denominado “campo”, onde a vegetação é predominantemente arbustiva e apresenta aspecto 

mais seco. (c) e (d). Sítio denominado “alagado”, onde as coletas foram realizadas na margem 

dos cursos de água (e) e (f). 
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Figura 4 - Sítios de coleta em Itacoatiara - AM. 
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Figura 5 - Sítio de coleta "terra preta indígena" (TPI). Mancha de terra preta indígena com 

vegetação característica do bioma amazônico ao redor (a). Aspecto do solo de “terra preta 

indígena” (b). O solo apresenta uma coloração mais escura. A seta indica um pedaço de 

cerâmica indígena no solo.  
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Figura 6 - Sítio de coleta "Piquiá". Aspecto do solo, coberto de serrapilheira (a). Aspecto da 

vegetação característica do bioma amazônico (b). 

 

 

Figura 7 - Sítio de coleta UFAM. Área localizada atrás da construção do prédio da UFAM. Há 

regiões de vegetação antropizada (a) e trilhas em área de mata preservada (b). A coleta das 

amostras de solo foi realizada na região de mata preservada. 
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Figura 8 - Sítio de coleta "caru". Aspecto da vegetação de igapó (a). O sítio de coleta fica às 

margens do rio Urubu (b). Nota-se que o solo é úmido (c). Algumas amostras foram coletadas 

em região alagada (d).  

 

4.2.3 ISOLAMENTO DAS LEVEDURAS DO SOLO POR ENRIQUECIMENTO 

O isolamento de leveduras pela metodologia de enriquecimento foi realizado nos dois 

locais de coleta (RPPN Santuário do Caraça e Itacoatiara – AM). Aproximadamente um grama 

de cada amostra de solo foi colocado em tubo plástico cônico contendo 10 ml de meio YNB 

com glicose (YNB 0,67%, glicose 8%, cloranfenicol 0,02%, ampicilina 0,02%). Os tubos foram 

homogeneizados em agitador tipo vórtex e incubados a 10°C, 25°C e 35°C, em estufa.  As 

amostras foram analisadas todos os dias até a evidenciação de crescimento de microrganismos 

(turvação do meio, presença de bolhas). Após o crescimento, um ml de cada tubo de cultura foi 

transferido para novo tubo contendo o mesmo meio e novamente incubado na temperatura 

correspondente. Após turvação, os frascos foram então homogeneizados e foi realizada uma 

diluição decimal seriada de cada amostra adicionando 100 µl do meio inicial a 900 µL de água 

destilada estéril (diluição de 10 vezes), 100 µL desta primeira diluição em outros 900 µL de 

água destilada estéril e assim sucessivamente, até a amostra inicial ser diluída 10000 vezes. 

Cem microlitros de cada diluição foram adicionados a uma placa contendo meio YM (glicose 

1%, peptona 0,5%, extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%, ágar 2%) e distribuídos 

uniformemente na placa com auxílio de alça de Drigalski ou esferas de vidros esterilizadas. As 

placas foram incubadas a 10°C, 25°C e 35°C, conforme a temperatura de incubação inicial, até 

a visualização do crescimento de colônias típicas de leveduras.  



45 

 

4.2.4 ISOLAMENTO DIRETO DAS LEVEDURAS DO SOLO 

A metodologia de isolamento direto foi utilizada apenas com as amostras coletadas em 

Itacoatiara AM. Para isolamento direto das leveduras a partir de amostras do solo foi seguida a 

metodologia conforme Yurkov et al.  (2016). Um grama de cada amostra de solo foi colocado 

em tubos plásticos de 50 ml, e suspenso em água estéril nas diluições 1: 5, 1:10 e 1:20 (p / v) e 

posteriormente agitado em agitador orbital a 200 rpm por 1 hora.  Uma alíquota de 100 µL de 

cada tubo foi distribuída na superfície de meio YM com auxílio de alça de Drigalski. As placas 

foram incubadas a 22ºC por 2 dias e, em seguida, a 4◦C para evitar o rápido desenvolvimento 

dos fungos filamentosos. As placas foram verificadas diariamente por um período de uma 

semana e após 10, 14 e 21 dias de incubação. As colônias foram diferenciadas em tipos 

macromorfológicos, contadas e um representante de cada tipo de colônia foi purificado. 

 

4.2.5 ISOLAMENTO DE LEVEDURAS PELO USO DE MEIO SELETIVO PARA 

LIPOMYCES 

O meio seletivo para leveduras do gênero Lipomyces (YCB + 0,1% de cicloheximida) 

foi utilizado para o isolamento seletivo de leveduras a partir de amostras de solo coletadas em 

Itacoatiara – AM.  Um grama de cada amostra de solo foi colocado em tubos plásticos de 

capacidade para 50 ml, e suspenso em água estéril nas diluições 1: 5 e 1:10 (p/v) e 

posteriormente agitado em agitador orbital a 200 rpm por 1 hora. Uma alíquota de 100 µL de 

cada suspensão foi espalhada na superfície de meio YCB + 0,1% de cicloheximida com auxílio 

de alça de Drigalski. As placas foram incubadas a 22ºC por até 14 dias. As placas foram 

verificadas diariamente por um período de uma semana e após 10 e 14 dias de incubação. As 

colônias de leveduras obtidas foram contadas e, para cada amostra, até duas colônias de cada 

morfotipo diferente foram purificadas e preservadas. 

4.3 Purificação e manutenção das leveduras 

Os diferentes morfotipos de leveduras foram analisados e, para cada amostra, pelo 

menos um representante de cada morfotipo foi purificado e preservado para posterior 

identificação. Colônias purificadas foram descritas conforme a morfologia macroscópica. Para 

preservação, uma alçada de cada colônia purificada foi inoculada em tubos contendo caldo 

GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5 %, extrato de malte 1%, Na2PO4 0,2%) e incubada 

a 25°C, sob agitação, ou a 10°C em estufa. Após 24 a72 horas, de acordo com o crescimento 
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de cada amostra, foram transferidos 0.8 ml da cultura para criotubos de dois ml esterilizados 

juntamente com 0.2 ml de glicerol estéril para preservação das amostras em freezer a -80°C. As 

leveduras isoladas foram depositadas na Coleção de Microrganismos e Células da UFMG. 

4.4 Identificação das leveduras 

Todas as leveduras foram identificadas pelo sequenciamento de porções do gene do 

RNA ribossomal.  Inicialmente os isolados foram agrupados com base na morfologia colonial. 

Amostras que apresentarem a mesma morfologia foram submetidas ao agrupamento molecular 

pela utilização do iniciador (GTG)5. Sempre que possível, mais de um representante cada grupo 

molecular foi submetido ao sequenciamento dos domínios D1/D2 da subunidade maior do gene 

do RNA ribossomal. Quando necessário foi realizado o sequenciamento dos espaçadores 

transcritos internos (ITS) 1 e 2 para confirmar a identificação da espécie de levedura.  

 

4.4.1 EXTRAÇÃO DE DNA 

A extração de DNA total foi realizada em isolados crescidos em meio YM (glicose 1%, 

extrato de levedura 0,3%, extrato de malte 0,3%, peptona bacteriológica 0,5% ágar 2%), após 

24 a 48 horas de crescimento a 25°C. Após crescimento satisfatório as colônias foram 

adicionadas a 100 µL de tampão de lise (Tris-HCl 0,05 M, EDTA 0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS 

10%). A suspensão formada foi agitada em vortex por 1 minuto e incubada em banho-maria a 

65 ºC por um tempo mínimo de 30 minutos. Após este período, foram adicionados 100 μL de 

clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) a cada tubo e essa mistura foi homogeneizada por inversão 

e então centrifugada a 14.500 xg por 15 minutos. A seguir 70µL do sobrenadante de cada 

amostra foi transferido para novo tubo eppendorf e foram adicionados 70 μL de isopropanol. 

Os tubos foram deixados à temperatura ambiente por 15 minutos, para a precipitação do DNA. 

Decorrido o tempo, foram acrescentados 200 µL de etanol 70% gelado a cada eppendorf. As 

amostras foram homogeneizadas por inversão dos tubos e centrifugadas a 14.500 xg por 10 

minutos. O sobrenadante de cada amostra foi descartado por inversão e os tubos foram 

colocados para secar overnight. O preciptado foi eluído em 50 μL tampão Tris- EDTA 0,1 M 

(TE) pH 8 e incubado em estufa a 37ºC por aproximadamente uma hora. A seguir o DNA obtido 

foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies) e diluído para atingir a 

concentração aproximada de 200 ng/ µl e estocado a -20°C.  
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4.4.2 PCR FINGERPRINTING COM INICIADOR (GTG)5  

Para a confirmação do agrupamento fisiológico das leveduras ascomicetas e 

basidiomicetas, os isolados foram agrupados molecularmente de acordo com os perfis de 

bandeamento obtidos após amplificação por PCR com iniciador (GTG)5 (5`- 

GTGGTGGTGGTGGTG – 3’).  Cada ensaio foi realizado em 25 μL de uma mistura contendo: 

1 μL de DNA, 1,5 μL do iniciador a 10 μmol-1 (MWG Biotech), 4 μL de tampão de PCR 5X 

(Sinapse Inc), 1,0 μL de DNTP 10 mM, 0,3 μL de Taq DNA polimerase 5U (Sinapse Inc) e o 

volume final completado com água deionizada estéril. As reações de PCR foram realizadas sob 

as condições de desnaturação inicial a 94°C por 2 minutos, seguido por 40 ciclos de 45 segundos 

de desnaturação a 95°C, 1 minuto de anelamento do iniciador a 50 °C e 1 minuto de extensão 

a 72°C, e uma extensão final por 6 minutos a 72 °C.    

Os produtos de PCR obtidos nos ensaios foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1.5%, em tampão TBE 0,5 X (Tris-Borato-EDTA – 89 mM Tris, 89 mM ácido bórico, 

2 mM EDTA), eluídos durante aproximadamente 2 horas a 80 V. Os géis foram corados com o 

uso de GelRed , (Biotium, USA) visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema 

de foto-documentação de gel (Vilber Lourmat, France). As leveduras que apresentarem perfis 

de bandas iguais foram consideradas como pertencentes à mesma espécie.   

 

4.4.3 AMPLIFICAÇÃO DA REGIÃO D1/D2 DA SUBUNIDADE MAIOR DO GENE DO 

RNA RIBOSSOMAL UTILIZANDO OS INICIADORES NL1 E NL4  

Dentre as leveduras que apresentarem perfis moleculares iguais, Dois ou mais isolados 

foram selecionados para o sequenciamento da região D1/D2 da subunidade maior do gene do 

RNAr utilizando os iniciadores NL-1 (5’- GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-

4 (5’- GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’), como descrito por Lachance et al.  (LACHANCE 

et al., 1999). A reação de PCR foi realizada em um volume final de 50 μL contendo: 2,0 μL de 

DNA, 1,0 μL de cada iniciador NL1 e NL4 10 μmol-1 (MWG Biotech), 5,0 μL de tampão de 

PCR 5X (Sinapse Inc), 2,0 μL de MgCl2 25mM, 2,0 μL de dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq DNA 

polimerase 5U (Sinapse Inc) e o volume final completado com água destilada estéril. As reações 

de PCR foram realizadas sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 95 ºC por 2 minutos, 

seguida por 35 ciclos de: desnaturação a 95 ºC por 15 segundos, anelamento a 54 ºC por 25 

segundos e extensão a 72 ºC por 20 segundos, seguida por extensão final a 72 ºC por 10 minutos. 

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (Pronadisa, Espanha) 

1%, em tampão TBE 0,5X, eluídos durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. Os géis 
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foram corados com GelRed (Biotium, USA), visualizados sob luz ultravioleta e fotografados 

em um sistema de foto-documentação de gel (Vilber Lourmat, França). 

 

4.4.4 AMPLIFICAÇÃO UTILIZANDO OS INICIADORES ITS1 E ITS4 

Os isolados de leveduras que apresentarem mais que três substituições na sequência 

gênica dos domínios D1/D2 e que representam possíveis espécies novas, ou ainda os que a 

identificação não foi possível com o sequenciamento dos domínios D1/D2 do gene do RNA 

ribossomal, foram submetidos ao sequenciamento da região dos espaçadores  transcritos 

internos (ITS1-5.8S-ITS2) do gene do RNAr utilizando os iniciadores ITS1 

(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) conforme 

descrito por White et al.  (1990). A PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) foi realizada em 

um volume final de 50 μL contendo de 1,0 a 5,0 μL de DNA (variando de acordo com a 

concentração do DNA, a qual deve estar entre 50-500ng/μL, sendo o ideal em torno de 250ng), 

1,0 μL de cada iniciador ITS1 e ITS4 10 μmol-1 (MWG Biotech), 5,0 μL de tampão de PCR 5X 

(Sinapse Inc), 2,0 μL de MgCl2 25mM, 2,0 μL de dNTP 10 mM, 0,2 μL de Taq DNA 

polimerase 5U (Sinapse Inc) e o volume final completado com água miliQ estéril. As reações 

de PCR foram realizadas utilizando-se o termociclador PCR Express (Valpo.protect - 

Eppendorf). As reações de PCR foram realizadas sob as seguintes condições: desnaturação 

inicial a 94 ºC por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de: desnaturação a 95 ºC por 1 minuto, 

anelamento a 55 ºC por 1 minuto e extensão a 72 ºC por 1 minuto, seguida por extensão final a 

72 ºC por 5 minutos. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

(Pronadisa, Espanha) 1%, em tampão TBE 0,5X, eluídos durante aproximadamente 30 minutos 

a 120 V. Os géis foram corados com GelRed (Biotium, USA), visualizados sob luz ultravioleta 

e fotografados em um sistema de foto-documentação de gel (Vilber Lourmat, France). 

 

4.4.5 AMPLIFICAÇÃO UTILIZANDO OS INICIADORES EF1-983F E EF1-2218R 

Para os isolados identificados como pertencentes ao gênero Lipomyces foi feita a 

amplificação de parte da região que codifica o gene do fator de elongação EF-1α conforme 

KURTZMAN; ALBERTYN; BASEHOAR-POWERS, (2007). A PCR  foi realizada em um 

volume final de 50 μL contendo de 1,0 a 5,0 μL de DNA a uma concentração entre 50-

500ng/μL, 1,0 μL de cada iniciador EF1-983F (5′ GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT)  e 

EF1-2218R (5′ ATGACACCRACRGCRACRGTYTG) a 10 μmol-1 (MWG Biotech), 5,0 μL 

de tampão de PCR 5X (Sinapse Inc), 3,0 μL de MgCl2 25mM, 2,0 μL de dNTP 10 mM, 0,2 μL 
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de Taq DNA polimerase 5U (Sinapse Inc) e o volume final completado com água miliQ. As 

reações de PCR foram realizadas utilizando-se o termociclador PCR Express (Valpo.protect - 

Eppendorf). As reações de PCR foram realizadas sob as seguintes condições: desnaturação 

inicial a 94 ºC por 5 minutos, seguida por 10 ciclos de: desnaturação a 94 ºC por 2 minutos, 

anelamento a 66 ºC por 30 segundos e extensão a 72 ºC por 1 minuto. A temperatura de 

anelamento foi diminuída em um grau a cada ciclo até atingir 57 ºC. Na sequência foram 

realizados 36 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 30 segundos, anelamento a 56 ºC por 30 

segundos e extensão a 72 ºC por 1 minuto, seguidos por extensão final a 72 ºC por 10 minutos. 

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (Pronadisa, Espanha) 

1%, em tampão TBE 0,5X, eluídos durante aproximadamente 30 minutos a 120 V. Os géis 

foram corados com GelRed (Biotium, USA), visualizados sob luz ultravioleta e fotografados 

em um sistema de foto-documentação de gel (Vilber Lourmat, França). 

 

4.4.6 PURIFICAÇÃO DOS PRODUTOS DE PCR  

Os amplicons gerados pela reação de PCR foram purificados por adição de 11,75 µL de 

EDTA 125 mmolar e 141 µL de etanol absoluto e deixados à temperatura ambiente por 15 

minutos.  Os tubos foram então centrifugados a 14.500 xg por 15 minutos e o sobrenadante 

retirado e descartado por inversão. A seguir, foram adicionados 120 μL de etanol 70% gelado 

e os tubos foram novamente centrifugados a 13.500 xg por 10 minutos e o etanol retirado por 

inversão. Os tubos foram deixados à temperatura ambiente para evaporação de todo o excesso 

de etanol, sendo deixados para secar overnight.  Foram então adicionados 10 μl de água 

ultrapura estéril em todos os tudo e eles foram incubados por 30 minutos a 37°C. O produto 

obtido foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies) e diluído para atingir 

concentração entre 5 e 20 ng/ µl e estocado a -20°C. 

 

4.4.7 REAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO 

Para as reações de sequenciamento foram utilizados 5-20ng do DNA purificado. A 

reação de PCR foi realizada em um volume final de 10 μL contendo 6 μL de água ultrapura, 1 

μL do BigDye versão 3.1 (Applied Biosystems, EUA) 1 μL do tampão de sequenciamento do 

kit, 1 μL do iniciador (5 pmol) e 1 microlitro da amostra. O programa consistiu em uma 

desnaturação inicial a 96 ºC por um minuto, seguido por 25 ciclos de desnaturação a 96ºC por 

10 segundos, anelamento a 50 ºC por cinco segundos e extensão a 60 ºC por quatro minutos. 
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Para precipitação das reações de sequenciamento, 1,0 μL de acetato de amônio 7,5 M e 

1 μL de EDTA 125mmol e 50 μL de etanol absoluto (Merck) foram adicionados em cada poço 

da placa de 96 poços. A placa foi submetida à agitação em vortex e incubada por 20 minutos à 

temperatura ambiente, protegida da luz. Após período de incubação, a placa foi centrifugada 

por 45 minutos a 2.272 xg. O sobrenadante foi descartado virando a placa sobre um papel 

absorvente. Em seguida, foram adicionados 150 μL de etanol 70% (Merck). A placa foi 

novamente centrifugada por 15 minutos 360 a 2.272 xg e o sobrenadante então descartado. Para 

remoção do excesso de etanol, a placa foi invertida sobre um papel absorvente, e submetida a 

um pulso em centrífuga a 115 xg durante um segundo. Em seguida, a placa foi mantida em 

repouso durante 20-40 minutos, protegida da luz, para evaporação do etanol residual. O DNA 

das amostras precipitado em cada poço foi ressuspendido em 10 μL de formamida. A placa foi 

então submetida à agitação em vortex por dois minutos, centrifugada por um segundo a 900 

rpm e armazenada a 4ºC, protegida da luz, até injeção das amostras. As amostras foram 

sequenciadas por eletroforese capilar em aparelho ABI3730, utilizando-se polímero POP7 e no 

Laboratório de Parasitologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou.  

4.4.8 ANÁLISE COMPUTACIONAL DAS SEQUÊNCIAS 

As sequências de DNA foram submetidas à análise de qualidade utilizando o Phred 

quality scores, disponível no site da Embrapa (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). 

Bases contíguas, com valor de phred maior que 20, foram selecionadas e comparadas com as 

sequências de linhagens tipo ou de linhagens de referência depositadas no GenBank utilizando-

se o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool - versão 2.215 do BLAST 2.0) 

disponível no portal NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) desenvolvido pelo National 

Center For Biothecnology (ALTSCHUL et al., 1997).  

4.5 Análises de diversidade 

A riqueza, diversidade de Shannon e diversidade de Simpson foram calculadas com o 

pacote iNEXT (CHAO et al., 2014; HSIEH; MA; CHAO, 2016). Curvas integradas de 

rarefação/ extrapolação nos números de Hill: q=0 (riqueza de espécies); q=1 (índice de 

Shannon) e q=2 (diversidade de Simpson) e os intervalos de 95% de confiança (método de 

bootstrap) correspondentes também foram construídas com o pacote iNEXT. Neste caso, 

quando não há sobreposição dos intervalos de 95% de confiança para os números de Hill entre 

as partições em cada população pode-se afirmar que os valores são significativamente diferentes 

(com valor de p <0,05). Na ordem de diversidade q=0 (riqueza), as espécies raras possuem o 
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mesmo peso que as espécies abundantes, uma vez que a riqueza é insensível à frequência das 

espécies. A diversidade de Shannon (q=1) dá mais peso às espécies raras e a diversidade de 

Simpson (q=2) às espécies mais frequentes e abundantes (JOST, 2006). A rarefação estima o 

número de espécies de cada comunidade após igualar o esforço amostral, o que reduz as chances 

de sub ou superestimativas de resultados gerados por desigualdade de amostras, variações na 

coleta ou insuficiência amostral. Diagramas de Venn foram construídos para mostrar a 

similaridade das comunidades em relação aos sítios de coleta, temperaturas de isolamento e 

coletas realizadas. Análise da composição e partição da diversidade foi realizada com os pacotes 

vegan, betapart (abordagem Baselga) e entropart. A dissimilaridade da diversidade beta foi 

dividida em dois componentes: dissimilaridade devido à substituição de espécies (turnover) e 

dissimilaridade devido ao aninhamento (nestedness).  A singularidade ecológica foi calculada 

pelos índices LCBD e SCBD através da função beta.div (LEGENDRE; DE CÁCERES, 2013).  

Todas as análises de diversidade foram realizadas no software RStudio Team (2020).  

4.6 Testes enzimáticos e teste de solubilização de fosfato 

Os isolados foram qualitativamente testados quanto à produção extracelular das enzimas 

amilase, celulase, esterase, lipase, pectinase, protease, tanase e xilanase conforme (BUZZINI; 

MARTINI, 2002; KUMAR et al., 2010; SANYAL et al., 2020) . A produção dessas enzimas 

foi avaliada pela medição do diâmetro do halo de degradação formado em torno das colônias 

crescidas em meio com o substrato alvo do teste.  Para todos os testes as leveduras foram 

cultivadas em estufa, primeiramente em meio YM por 2 dias a 25 °C. Após o crescimento, com 

auxílio de uma alça microbiológica esterilizada, uma porção da colônia foi suspendida em 2 ml 

de água destilada autoclavada, até a obtenção de turbidez correspondente à escala de 

MacFarland nº 2. Cinco microlitros desta suspensão celular foram inoculados, com auxílio de 

pipeta, em meios específicos para cada enzima. Foi realizada a inoculação de quatro isolados 

por placa, conforme ilustrado pela figura 9. As placas foram incubadas em estufa por 7 dias a 

25 °C. Após o período de incubação foi medido o tamanho dos halos formados e das colônias. 
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Figura 9 - Inoculação de leveduras para os testes de solubilização de fosfato. A imagem 

corresponde ao teste de solubilização de fosfato após 7 dias de incubação. O teste é considerado 

positivo quando há a presença de um halo mais claro ao redor da colônia (setas).  

 

O teste de produção de amilase foi realizado em meio de cultura composto por amido 

como única fonte de carbono [2% amido solúvel (Sigma, origem: batata), 0,67% de YNB e 2% 

de ágar, pH 6]. Para a verificação da produção de amilase, após 7 dias de incubação, as placas 

foram coradas com solução de lugol (0,1% I2 e 1% KI) por 5 minutos e em seguida, lavadas 

com água deionizada. Posteriormente foi avaliada a presença de um halo amarelado. A presença 

do halo evidenciou atividade amilolítica positiva.  

A produção de celulase foi avaliada em meio com carboximetilcelulase (1% CMC, 

0,67% YNB, 0,05% celobiose, 1,5% ágar). Após sete dias de incubação as placas foram coradas 

com solução de vermelho congo (1g/L) por 15 minutos. Após esse período as placas foram 

lavadas com água deionizada, sendo então adicionado NaCl (1M). A observação de halo indica 

atividade celulósica positiva.  

Para avaliar a produção de esterase foi utilizado meio com Tween 80 (peptona 1%, NaCl 

0,5%, CaCl2 0,01%, Tween 80 1%, ágar 2%, pH 6,8). A atividade da esterase foi avaliada pelo 

aparecimento de um halo opaco (precipitado) ao redor da colônia, após 7 dias de incubação.  
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A produção de lipase foi avaliada em meio com butirina como fonte de carbono (peptona 

0,5%, extrato de levedura 0,3% tributyrin 1% ágar 1,5%, pH 6,0). A atividade lipolítica foi 

avaliada pelo aparecimento de um halo claro ao redor da colônia, após 7 dias de incubação. 

O teste de produção de pectinase foi realizado em meio de cultura composto por pectina 

cítrica como única fonte de carbono (pectina 1%, YNB 0,67% e ágar 2%, pH 7). Para verificar 

a atividade pectinolítica, após o crescimento das colônias (7 dias de incubação), as placas foram 

coradas com solução de vermelho de rutênio (ruthenium red, 0,1%) por 1 hora. Após este 

período a placa foi lavada com água deionizada. A formação de halo arroxeado ao redor das 

colônias indica atividade positiva. 

A produção de proteases foi avaliada em meio com caseína como substrato (extrato de 

levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%, caseína 2%, ágar 2%, pH 6,5). Um teste positivo é 

evidenciado pelo aparecimento de um halo claro ao redor da colônia, após 7 dias de incubação.  

O teste de produção de tanase foi realizado em placas contendo ácido tânico 5%, NaN03, 

0,3%; KH2P04 0,1%, MgS04 0,1%. 0,5; KCI 0,05%; FeS04. 7H2O, 0,001%; ágar 3%, pH 5. O 

teste positivo é evidenciado pela presença de um halo claro ao redor da colônia.  

Para o teste de produção de xilanase, a xilana foi utilizada como única fonte de carbono (xilana 

1%, YNB 0,67% e ágar 2%). Após sete dias de incubação as placas foram coradas com solução 

de lugol (0,1% I2 e 1% KI) por 15 minutos, e lavadas com água deionizada. Em seguida, foi 

avaliada a presença de um halo claro ao redor da colônia, cuja detecção evidencia atividade 

xilanolítica positiva. 

A solubilização de fosfato foi testada com base em uma formação de halo claro no meio 

de ágar de Pikovskaya (extrato de levedura 0,05%; glicose 1,0%; fosfato de cálcio 0,5%; 

sulfato de amônio 0,05%; cloreto de potássio 0,02%; sulfato de magnésio 0,01%; sulfato de 

manganês 0,00001%; sulfato ferroso 0,00001%; ágar 1,5%). (PIKOVSKAYA, 1948; XIAO et 

al., 2013) após 7 dias de incubação a 25°C.  

4.7 Caracterização morfológica e fisiológica das espécies novas 

4.7.1 TESTES DE ASSIMILAÇÃO DE FONTES DE CARBONO E NITROGÊNIO EM 

MEIO SÓLIDO 

A capacidade dos isolados de leveduras de crescer aerobiamente utilizando determinado 

composto como única fonte de carbono foi avaliada em meio sólido pela metodologia de réplica 

conforme (KURTZMAN et al., 2011). Uma série de placas, cada uma contendo 0,5% da fonte 

de carbono testada (glicose, galactose, l-sorbose, maltose, sacarose, celobiose, trealose, lactose, 

melibiose, melizitose, inulina, amido solúvel, d-xilose,  l-arabinose, d-arabinose, d-ribose, l-
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raminose, glicerol, eritritol, adonitol, sorbitol, d-manitol, sorbitol, salicina, dl-lactato, succinato, 

citrato de sódio, m-inositol, metanol, hexadecano, glucosamina, xilitol, gluconato,n-

acetilglucosamina, etanol, acetona, acetato de etila e isopropanol; e 1% para rafinose) em um 

meio basal  (YNB 0,67%, ágar 2%) foi inoculada  utilizando-se um inoculador multiponto. Para 

os testes de assimilação de nitrogênio foi utilizado um meio basal (YCB 1,17%, ágar 2%) 

acrescido de nitrito (nitrito de sódio 0,026%), nitrato (nitrato de potássio 0,078%) ou lisina 

(0,056%). A capacidade de crescimento em alta pressão osmótica foi avaliada em meio 

contendo glicose (glicose 50%, extrato de levedura 0,1%, ágar 2%) e cloreto de sódio (NaCl 

10%, glicose 5%, YNB 0,67%). A capacidade de produção de ácido foi testada a partir da 

solubilização do carbonato de cálcio em meio sólido (glicose 5%, CaCO3 0,5%, extrato de 

levedura 0,5%, ágar 2%), evidenciada pela formação de halo claro ao redor do crescimento 

celular. A resistência à cicloheximida foi testada em meio sólido (YNB 0,67%, glicose 0,5%, 

ágar 2%) acrescido de 0,01% de cicloheximida. A tolerância ao ácido acético foi testada em 

meio sólido (glicose 10%, peptona 1%, extrato de levedura 1%, ágar 2%) contendo 1% de ácido 

acético.  A termotolerância dos isolados foi testada em placas de meio ágar Sabouraud dextrose 

(glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, ágar 2%) incubadas a 37 e 40 ºC. Para 

todos os testes, foi realizada inoculação de suspensão (escala de MacFarland nº 2) de células 

jovens de levedura (24 horas de crescimento) em água destilada esterilizada, utilizando-se um 

inoculador multipontos.  Os resultados foram lidos após 7, 14 e 21 dias de incubação e 

comparados com resultados de placas controle formadas por placas com o meio basal sem as 

fontes de carbono ou nitrogênio.  

4.7.2 TESTES DE ASSIMILAÇÃO DE FONTES DE CARBONO E NITROGÊNIO EM 

MEIO LÍQUIDO 

Quando necessário, os testes de assimilação de carbono e nitrogênio e os testes de 

resistência e termotolerância foram realizados em microplacas de 96 poços, em meio líquido. 

As formulações dos meios foram as mesmas dos testes em meio sólido, com exceção da adição 

de ágar. Cada poço da microplaca foi preenchido com 100 ul de meio teste. O inóculo consistiu 

de 50 ul de uma suspenção celular (padrão MacFarland nº 2), inoculada na microplaca com 

auxílio de pipeta multicanal. As microplacas foram incubadas a 25 ºC por 10 dias e lidas após 

1, 3, 5 7 e 10 dias de incubação em leitor de microplacas a 405 nm. Para os testes de 

termotolerância, as microplacas foram incubadas a 37 e 40°C.  
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4.7.3 MEDIÇÃO DAS CÉLULAS E FORMAÇÃO DE PSEUDOHIFAS 

Após crescimento em meio YM incubado a 25ºC por três dias, as células de leveduras 

foram fotografadas e mediadas com o auxílio de microscópio Leica DM750 e software Leica 

Application Suite. A formação de hifas e/ou pseudohifas foi avaliada pelo crescimento das 

células em meio cornmeal (infusão filtrada de fubá a 4,5%, ágar 1,5%) ou 5% de malte (extrato 

de malte 5%, ágar 2%) e visualização em microscópio.  

4.7.4 TESTES DE REPRODUÇÃO SEXUADA 

Para as possíveis espécies novas de levedura, a indução da reprodução sexuada foi 

realizada em meios de cultura descritos em (KURTZMAN et al., 2011).  

4.8 Teste de predação de linhagem de Saccharomycopsis 

A capacidade de predação de linhagens de Saccharomycopsis sp. foi testada frente a 

isolados de S. cerevisiae de origem ambiental e de tanques de fermentação de cachaça. As 

linhagens UFMG-CM-Y7149 (origem ambiental), CAY1007 e CAY1006 (tanque de 

fermentação) foram utilizadas como alvo de predação. Um meio sem adição de aminoácidos 

(YNB w/o aa 0,67%, glicose 2% ágar 2%) foi utilizado como substrato para o teste de predação 

(JUNKER et al., 2018). As linhagens UFMG-CM-Y6632 e UFMG-CM-Y6898 da possível 

espécie nova de Saccharomycopsis e as linhagens alvo foram crescidas em meio YM por 24 

horas a 25 ºC. Uma alçada de cada cultura (possível predador e alvo) com quantidade 

equivalente de células foi misturada no meio teste e essas placas foram incubadas a 25°C. As 

misturas foram examinadas periodicamente em microscópio para formação de pegs de 

penetração das células alvo. Fotografias foram registradas com o microscópio Leica DM750 e 

software Leica Application Suite. 
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5 RESULTADOS  

5.1 RPPN Santuário do Caraça 

Na RPPN Santuário do Caraça foram realizadas seis coletas no período entre junho de 

2017 e agosto de 2018. Um total de 370 isolados de leveduras foi obtido, distribuído em 111 

espécies distintas. Dessas, 72 espécies pertencem ao Filo Ascomycota, 28 ao Filo 

Basidiomycota e 11 são considerados yeast-like (fungos filamentosos com aparência de 

colônias de leveduras). A comunidade de leveduras recuperada apresenta predomínio de 

singletos, com 62 espécies representadas por apenas 1 isolado (56% de toda a comunidade).  

Dentre as leveduras ascomicéticas, as mais frequentes foram a possível nova espécie Candida 

sp.1 (clado C. thaimueangensis), com 27 isolados e abundância relativa de 7,3% e 

Schwammniomyces polymorphus, com 24 isolados e abundância relativa de 6,6% (tabela 1).  

As espécies Papiliotrema flavescens, P. laurentii, Rhodotorula nothofagi e Apiotrichum 

xylopini foram as leveduras basidiomicéticas mais frequentemente isoladas. Juntas representam 

56% de todas as leveduras basidiomicéticas encontradas. Dentre essas três espécies 

basidiomicéticas, P. flavescens foi a única que apresentou uma abundância relativa maior que 

5% (5,41%).  Espécies de fungos leveduriformes ou yeast-like também foram isoladas, e o 

gênero mais frequente foi Coniochaeta (57% de todos os yeast-like). Juntas, todas as espécies 

de yeast-like representam 3,8% da comunidade de leveduras amostrada. Trinta e cinco espécies 

possivelmente novas foram isoladas e representam 21% do total de isolados e 32% do total de 

espécies. Seguindo a distribuição geral das espécies, a maioria das espécies novas pertence ao 

Filo Ascomycota (64 isolados e 24 espécies), seguida de Basidiomycota (nove isolados, sete 

espécies) e yeast-like (quatro isolados e quatro espécies).  
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Tabela 1 - Leveduras isoladas de amostras de solo coletadas na RPPN Santuário do Caraça 

por metodologia de enriquecimento em meio líquido Yeast Nitrogen Base com 8% de glicose.  

Espécie 

Sítio de coleta 

Total de 

isolados  

Frequência 

relativa 

(%) 

Alagado 

(n=30) 

Campo 

(n=30) 

Mata 

(n=30) 

Ascomycota  
     

Barnettozyma californica 1 0 0 1 0,27  

Candida albicans 4 2 1 7 1,89  

Candida argentea 0 0 1 1 0,27  

Candida blattae 0 0 1 1 0,27  

Candida boidinii 1 0 2 3 0,81  

Candida carpophila 1 0 0 1 0,27  

Candida glabrata 1 0 1 2 0,54  

Candida intermedia 1 0 0 1 0,27  

Candida maltosa 0 2 0 2 0,54  

Candida margitis 1 0 0 1 0,27  

Candida melibiosica 0 6 4 10 2,70  

Candida middelhoveniana 0 1 0 1 0,27  

Candida oleophila 0 0 1 1 0,27  

Candida orthopsilosis 0 0 1 1 0,27  

Candida palmioleophila /Candida fluviatilis 0 0 2 2 0,54  

Candida parapsilosis 1 0 0 1 0,27  

Candida pseudointermedia 1 1 0 2 0,54  

Candida pseudolambica 2 0 0 2 0,54  

Candida quercitrusa 0 0 1 1 0,27  

Candida railenensis 3 8 3 14 3,78  

Candida solani 7 1 2 10 2,70  

Candida sp. 1 (próxima a C. thaimueangensis) 4 14 9 27 7,30  

Candida sp. 2 (basal em Saccharomycetales) 2 0 3 5 1,35  

Candida sp. 3 (próxima a C. californica) 1 0 0 1 0,27  

Candida sp. 4 (próxima a C. ubatubensis) 0 0 1 1 0,27  

Candida sp. 5 (próxima a C. pseudointermedia) 0 1 0 1 0,27  

Candida sp. 6 (próxima a P. scutulata) 0 0 1 1 0,27  

Candida sp. 7 (próxima a C. quercuum) 1 0 0 1 0,27  

Candida sp. 8 (próxima a C. picinguabensis) 1 0 0 1 0,27  

Candida sp. 9 (próxima a C. bentonensis) 0 0 1 1 0,27  

Candida sp. 10 (próxima a C. inulinophila) 0 1 0 1 0,27  

Candida vartiovaarae 0 1 0 1 0,27  

Clavispora sp. (próxima a C. asparagi) 0 1 0 1 0,27  

Cyberlindnera saturnus 1 0 0 1 0,27  

Cyberlindnera subsufficiens 9 5 0 14 3,78  

Galactomyces sp. (próxima a G. europaeum) 1 0 0 1 0,27  

Geotrichum candidum 0 2 0 2 0,54  

Geotrichum sp. 1 (G. vulgare) 1 0 0 1 0,27  

Hanseniaspora uvarum 1 2 1 4 1,08  

Hanseniaspora uvarum /clermontiae 3 0 1 4 1,08  
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Espécie 

Sítio de coleta 

Total de 

isolados  

Frequência 

relativa 

(%) 

Alagado 

(n=30) 

Campo 

(n=30) 

Mata 

(n=30) 

Hanseniaspora valbyensis 1 0 0 1 0,27  

Kazachstania barnettii 0 0 1 1 0,27  

Kazachstania exigua 1 0 1 2 0,54  

Kazachstania rupicola 1 1 0 2 0,54  

Kazachstania saulgeensis 5 0 2 7 1,89  

Kazachstania sp. 1 (próxima a K. exigua) 1 3 0 4 1,08  

Kazachstania sp. 2 (próxima a K. solicola) 0 0 1 1 0,27  

Kazachstania turicensis  2 0 0 2 0,54  

Kodamaea ohmeri 4 0 1 5 1,35  

Kurtzmaniella sp. 1 (próxima a C. palmioleophila) 0 0 3 3 0,81  

Limtongozyma cylindracea 0 0 1 1 0,27  

Metschnikowia sp. 1 (próxima a C. 

bromeliacearum) 

1 0 0 1 0,27  

Metschnikowia sp. 2 (próxima a C. tolerans) 0 1 0 1 0,27  

Meyerozyma guilliermondii 0 1 1 2 0,54  

Nakaseomyces sp.  (próxima a C. uthaithanina) 1 0 4 5 1,35  

Nakazawaea ishiwadae 2 0 0 2 0,54  

Nakazawaea sp. (próxima a N. holstii) 0 1 0 1 0,27  

Pichia kluyveri 0 0 3 3 0,81  

Pichia sp.  (próxima a P. fermentans) 1 0 0 1 0,27  

Saccharomycopsis vini 0 1 0 1 0,27  

Saturnispora serradocipensis 1 0 0 1 0,27  

Saturnispora silvae 1 1 0 2 0,54  

Scheffersomyces shehatae 1 1 0 2 0,54  

Scheffersomyces queiroziae 0 1 1 2 0,54  

Schwanniomyces polymorphus 4 1 19 24 6,49  

Schwanniomyces vanrijiae 0 3 4 7 1,89  

Sugiyamaella smithiae 0 0 1 1 0,27  

Wickerhamomyces arborarius 0 0 1 1 0,27  

Wickerhamomyces sp. (próxima a W. 

strasburgensis) 

1 0 0 1 0,27  

Williopsis sp. 0 0 1 1 0,27  

Yamadazyma sp. (próxima a C. vrieseae) 0 0 1 1 0,27  

Zygotorulaspora florentina 0 0 2 2 0,54  
      

Basidiomycota 
     

Apiotrichum laibachii 0 1 0 1 0,27 

Apiotrichum porosum 1 3 5 9 2,43 

Apiotrichum wieringae 0 0 1 1 0,27 

Apiotrichum xylopini 9 2 6 17 4,59 

Curvibasidium cygneicollum 0 1 0 1 0,27 

Cystofilobasidium capitatum 2 0 0 2 0,54 

Cystofilobasidium macerans 0 1 0 1 0,27 

Hannaella pagnoccae 1 0 0 1 0,27 
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Espécie 

Sítio de coleta 

Total de 

isolados  

Frequência 

relativa 

(%) 

Alagado 

(n=30) 

Campo 

(n=30) 

Mata 

(n=30) 

Leucosporidium scottii 0 0 2 2 0,54 

Papiliotrema flavescens 5 10 5 20 5,41 

Papiliotrema laurentii 13 5 0 18 4,86 

Papiliotrema sp. 1 (próxima a P. fuscus) 0 0 1 1 0,27 

Papiliotrema sp. 2 (próxima a P. leoncinii) 0 0 1 1 0,27 

Papiliotrema sp. 3 (próxima a P. laurentii) 1 0 0 1 0,27 

Phaffia brasiliana sp. nov.  1 1 1 3 0,81 

Pseudohyphozyma bogoriensis 0 0 2 2 0,54 

Rhodotorula. nothofagi 2 6 10 18 4,86 

Rhodotorula glutinis 5 0 0 5 1,35 

Rhodotorula mucilaginosa 4 2 1 7 1,89 

Rhodotorula pacifica 1 0 0 1 0,27 

Rhodotorula sp. (próxima a Rh.  mucilaginosa) 1 0 0 1 0,27 

Rhodotorula taiwanensis 3 0 0 3 0,81 

Rhodotorula toruloides 5 0 0 5 1,35 

Saitozyma podzolica 4 2 0 6 1,62 

Sporobolomyces japonicus 1 0 0 1 0,27 

Sporobolomyces sp. (próxima a S. japonicus) 1 0 0 1 0,27 

Udeniomyces pyricola 1 0 0 1 0,27 

Vishniacozyma sp. (próxima a V. peneaus) 0 1 0 1 0,27 

      

Yeast-like      

Aureobasidium leucospermi 0 1 0 1 0,27 

Coniochaeta angustispora 1 0 2 3 0,81 

Coniochaeta dendrobiicola 0 0 1 1 0,27 

Coniochaeta sp. 1 (próxima a C.  fasciculata) 1 0 0 1 0,27 

Coniochaeta sp. 2 (próxima a C. canina) 0 0 1 1 0,27 

Coniochaeta sp. 3 (próxima a C. cymbiformispora) 0 0 1 1 0,27 

Coniochaeta sp. 4 (próxima a C. rhopalochaeta) 1 0 0 1 0,27 

Mucor circinelloides f. lusitanicus 0 1 0 1 0,27 

Mucor inaequisporus 0 0 1 1 0,27 

Pleurostomophora richardsiae 0 1 1 2 0,54 

Xenoacremonium recifei 0 0 1 1 0,27 

 

Na última coleta realizada, as amostras também foram processadas por metodologia de 

isolamento direto em meio YM. Nesse processo foram obtidos 12 isolados de leveduras, 

representando oito espécies diferentes (tabela 2). Por meio dessa metodologia, leveduras foram 

isoladas apenas dos sítios “alagado” e “campo”. A partir do sítio “mata” o crescimento vigoroso 

de fungos filamentosos não permitiu o isolamento de colônias leveduriformes. A espécie mais 

frequente foi S. podzolica (33% de frequência relativa), seguida de P. laurentii (17%). Nessa 
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metodologia de isolamento direto foi possível determinar a contagem de leveduras totais por 

grama de solo, cuja variação foi de 1,2 x 103 a 1,7 x104 UFC/g para o sítio “alagado” e 5,0 x103 

a 7,4 x 103 UFC/g para o sítio “campo”. A maior parte dos isolados obtidos pertence ao Filo 

Basidiomycota (83%) e o maior número de isolados (75%) foi obtido do sítio “alagado”. Duas 

possíveis espécies novas foram isoladas a partir dessa metodologia, sendo um isolado de 

Candida sp. 1 (clado C. thaimueangensis) e Rhodotorula sp (Clado de R. mucilaginosa)., 

também com um isolado. 

Tabela 2 - Espécies de leveduras isoladas de amostras de solo coletadas na RPPN Santuário 

do Caraça por metodologia de isolamento direto em meio YM.  
 

Sítio de coleta  Total de 

isolados 

Espécie Campo 

(n=5) 

Alagado 

(n=5) 

 

Candida sp. 1 (próxima a C. thaimueangensis) 
 

1 1 

Cyberlindnera subsufficiens  
 

1 1 

Hannaella pagnoccae  
 

1 1 

Papiliotrema laurentii 1 1 2 

Rhodotorula mucilaginosa  1 
 

1 

Rhodotorula sp. (próxima a Rh.  mucilaginosa) 
 

1 1 

Rhodotorula toruloides  
 

1 1 

Saitozyma podzolica 1 3 4 

 

5.1.1 DIVERSIDADE DA COMUNIDADE DE LEVEDURAS ISOLADA DE SOLO NA 

RPPN SANTUÁRIO DO CARAÇA ENTRE AS DIFERENTES COLETAS REALIZADAS 

Comparando-se as diferentes coletas, um maior número de isolados e espécies foi 

observado na sexta coleta (agosto 2018) (figura 10). Em média foram obtidas 33 espécies 

diferentes e 60 isolados por coleta. Pouco compartilhamento de espécies foi observado e apenas 

quatro espécies foram isoladas em todas as seis coletas (Sch. polymorphus, Api. xylopini, 

Candida sp. 1 e C. railenensis). Dezoito espécies foram isoladas somente na coleta c4, 14 

espécies nas coletas c5 e c6, 10 na coleta c2, nove na coleta c1 e sete espécies na coleta c3.  
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Figura 10 – Compartilhamento de espécies de leveduras isoladas de amostras de solo 

coletadas na RPPN Santuário do Caraça, em relação às seis diferentes coletas realizadas. 

 

A distribuição dos isolados obtidos em cada coleta, considerando-se a temperatura de 

isolamento pode ser observada na figura 11. Em média, em cada coleta, foram recuperados 29 

isolados a 10°C, 20 isolados a 25°C e 11 isolados a 35°C.  A temperatura de 10°C foi a que 

possibilitou a obtenção do maior número de isolados, representando quase metade de todos os 

isolados obtidos (48%). O menor número de isolados foi obtido a partir da temperatura de 

isolamento de 35°C, com 65 isolados, que representam 18% do total.  
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Figura 11 - Distribuição dos isolados obtidos em cada coleta realizada na RPPN Santuário do 

Caraça, considerando-se a temperatura de isolamento. No eixo x estão representadas as 

coletas realizadas, numeradas de 1 a 6. 

 

Pouco compartilhamento de espécies foi observado entre as três temperaturas de 

isolamento testadas, e apenas cinco espécies foram isoladas em todas as três temperaturas (C. 

melibiosica, Pa. laurentii, Rh. mucilaginosa, Sch. polymorphus e Sch. vanrijiae) (figura 12). A 

temperatura de 10°C foi a que apresentou o maior número de espécies isoladas somente nesta 

temperatura (34 espécies), seguida da 25°C (33 espécies). A temperatura de 35°C apresentou 

20 espécies isoladas exclusivamente nessa temperatura, e dentre essas espécies há algumas 

potencialmente patogênicas (Candida albicans, Pleurostomophora richardsiae e 

Xenoacremonium recifei.). Interessante destacar o isolamento da espécie Phaffia brasiliana sp. 

nov. com três isolados obtidos apenas a 10°C, nos três diferentes sítios de coleta (SANTOS et 

al., 2021). Espécies desse gênero são conhecidas apenas de ambientes neárticos e temperados, 

e em geral não são capazes de crescer em temperaturas superiores a 28°C. O artigo com a 

descrição dessa espécie está no Apêndice A.  
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Figura 12 - Compartilhamento de espécies de leveduras isoladas em três diferentes 

temperaturas a partir de amostras de solo coletadas na RPPN Santuário do Caraça por 

metodologia de enriquecimento, em relação às seis diferentes coletas realizadas 

 

5.1.2 DIVERSIDADE DA COMUNIDADE DE LEVEDURAS ISOLADA DE SOLO NA 

RPPN SANTUÁRIO DO CARAÇA ENTRE OS DIFERENTES SÍTIOS DE COLETA 

Considerando-se os três sítios de coleta, a maior parte dos isolados de leveduras (38%) 

foi obtido do sítio “alagado” seguida do sítio mata (35%) e “campo” (27%) (figura 13). Com 

relação às espécies, 61 foram isoladas do sítio “alagado”, 55 do sítio “mata” e 41 do sítio 

“campo”. Um baixo compartilhamento de espécies foi observado entre os sítios (figura 14), 

com apenas 34 espécies compartilhadas por dois ou três dos sítios de coleta. Desse total, apenas 

12 espécies foram compartilhadas entre os três sítios de coleta (Api. porosum, Api. xylopini, C. 

albicans, C. railenensis, C. solani, Candida sp. 1, H. uvarum, Pa. flavescens, Ph. brasiliana sp. 

nov., Rh. nothofagi, Rh. mucilaginosa e Sch. polymorphus). Um maior compartilhamento de 

espécies foi observado entre os sítios “alagado” e “mata”, com 21 espécies compartilhadas.  
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Figura 13 - Distribuição dos isolados de leveduras obtidos em cada coleta realizada na RPPN 

Santuário do Caraça, considerando-se o sítio de coleta. 

 

Figura 14 - Compartilhamento de espécies de leveduras isoladas de amostras de solo coletadas 

na RPPN Santuário do Caraça por metodologia de enriquecimento, em relação aos sítios de 

coleta.  
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5.1.3 ANÁLISES DE DIVERSIDADE DA COMUNIDADE DE LEVEDURAS ISOLADA 

DE SOLO DA RPPN SANTUÁRIO DO CARAÇA 

5.1.3.1 Diversidade da comunidade de leveduras de solo da RPPN Santuário do Caraça em 

relação aos sítios de coleta 

Entre os sítios de coleta, o maior valor de diversidade de Shannon foi estimado para a 

comunidade isolada do sítio “alagado” e o menor valor para a comunidade isolada do sítio 

“campo” (tabela 7). Dentre os valores obtidos, “alagado” foi o sítio com maior diversidade 

calculada pelo índice de Shannon, seguido do sítio “mata” e “campo”. Para nenhum dos sítios 

os valores potenciais de riqueza e diversidade foram atingidos. Devido à sobreposição dos 

intervalos de confiança de 95% no gráfico gerado pela análise iNEXT, não é possível afirmar 

que os valores de riqueza, diversidade de Shannon e diversidade de Simpson são 

estatisticamente diferentes (figura 15). Com relação ao esforço amostral, a maior cobertura foi 

observada para a comunidade isolada do sítio “campo” (73%) (tabela 8). As coberturas 

amostrais da comunidade dos sítios “alagado” e “mata” foram iguais. Em nenhum dos sítios a 

curva de cobertura amostral atingiu a estabilidade (figura 16), o que indica que mais coletas 

seriam necessárias para se atingir a diversidade total estimada.   

Tabela 3 - Valores de riqueza de espécie, diversidade de Shannon e diversidade de Simpson 

observados e estimados para os diferentes sítios de coleta da RPPN Santuário do Caraça (s.e. 

= erro padrão; ICMi= intervalo de confiança mínimo; ICMa= intervalo de confiança 

máximo). 

Sítio Diversidade Observada Estimada s.e. ICMi ICMa 

"alagado" Riqueza de espécies 61 211 84 115 477 

Diversidade de Shannon 42 79 14 52 106 

Diversidade de Simpson 30 38 6 30 49 

"campo" Riqueza de espécies 41 102 35 63 214 

Diversidade de Shannon 27 45 7 31 58 

Diversidade de Simpson 18 21 4 18 29 

"mata" Riqueza de espécies 55 142 42 91 269 

Diversidade de Shannon 36 61 9 43 79 

Diversidade de Simpson 21 25 5 21 34 
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Tabela 4 – Valores de cobertura amostral para as comunidades de leveduras isoladas de 

amostras de solo coletadas nos sítios “alagado”, “campo” e “mata” na RPPN Santuário do 

Caraça. 

Sítio Isolados Riqueza Cobertura 

alagado 132 61 0,71 

campo 98 41 0,73 

mata 128 55 0,71 

 

Figura 15 - Riqueza de espécie (q=0, primeiro quadrante), diversidade de Shannon (q=1, 

segundo quadrante) e diversidade de Simpson (q=2, terceiro quadrante) para as comunidades 

de leveduras isoladas de amostras de solo coletadas nos sítios “alagado”, “campo” e “mata” 

(representado como “guides” na figura) na RPPN Santuário do Caraça. As linhas contínua e 

pontilhada representam valores observados (interpolação) e estimados (extrapolação), 

respectivamente. A área sombreada corresponde ao intervalo de confiança de 95%. No eixo 

“x” estão representados os valores de abundância e no eixo “y” os valores de diversidade. 
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Figura 16 - Curva de acumulação de espécies e suficiência amostral para as comunidades de 

leveduras isoladas de amostras de solo coletadas nos sítios “alagado”, “campo” e “mata” na 

RPPN Santuário do Caraça. As linhas contínua e pontilhada representam valores observados 

(interpolação) e estimados (extrapolação), respectivamente. A área sombreada corresponde ao 

intervalo de confiança de 95%. No eixo “x” estão representados os valores de abundância e no 

eixo “y” os valores de cobertura amostral. 

 

5.1.4 DIVERSIDADE BETA E PARTIÇÃO DA DIVERSIDADE DA COMUNIDADE DE 

LEVEDURAS ISOLADA DE SOLO NA RPPN SANTUÁRIO DO CARAÇA. 

Pela função “beta.multi” é possível ver a proporção da dissimilaridade de cada 

comunidade que é relativa ao aninhamento (compartilhamento de espécies) e/ ou substituição 

de espécies (turnover). Foi utilizado o índice de Jaccard, que dá mais peso às espécies raras 

(uma vez que a maior parte das espécies encontrada foi de singletos).  Foi encontrada uma 

dissimilaridade de 81% na comunidade.  Desse valor de dissimilaridade, 78,3% são devidos a 

eventos de substituição de espécies (ou turnover) e 3% a eventos de aninhamento 

(compartilhamento de espécies). Valores par-a-par de substituição e aninhamento estão no 

apêndice B. Para todas as comunidades ocorreu grande substituição de espécies (mais de 90%) 

e a maior substituição de espécies foi observada entre as comunidades dos sítios “mata” e 

“alagado”. O maior valor de aninhamento de espécies foi observado entre as comunidades dos 

sítios “alagado” e “campo” (7%). A maior dissimilaridade é observada entre as comunidades 

dos sítios “campo” e “mata”. A figura 17 apresenta graficamente esses eventos de 

dissimilaridade.  
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Figura 17 - Dissimilaridade na comunidade de leveduras do solo da RPPN Santuário do 

Caraça. Dissimilaridade de Jaccard (JAC), substituição de espécies ou turnover (TUR) e 

aninhamento (NES) entre os sítios de coleta. 

 

A análise da partição da diversidade também foi realizada para as seis diferentes coletas 

realizadas (figura 18, apêndice C). Uma maior proporção de turnover foi observada entre as 

coletas c2 e c4 e um maior aninhamento entre as coletas c3 e c2. Pelos valores de 

dissimilaridade de Jaccard, as coletas c3 e c5 são as mais similares. Ainda assim, todas as 

comunidades apresentaram altos valores de dissimilaridade de Jaccard na comparação par-a-

par, e consequentemente altos valores de turnover.  
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Figura 18 - Dissimilaridade na comunidade de leveduras do solo da RPPN Santuário do Caraça. 

Dissimilaridade de Jaccard (JAC), substituição de espécies ou turnover (TUR) e aninhamento 

(NES) entre as seis diferentes coletas realizadas. 

5.1.5 SINGULARIDADE ECOLÓGICA DA COMUNIDADE DE LEVEDURAS ISOLADA 

DE SOLO NA RPPN SANTUÁRIO DO CARAÇA. 

Com a utilização da função beta.div foram calculados os índices de singularidade 

ecológica LCBD (Local Contribution to Beta diversity, em tradução livre: Contribuição dos 

Locais para a Diversidade Beta) e SCBD (Species Contribution to Beta Diversity; em tradução 

livre: Contribuição das Espécies para a Diversidade Beta). A LCBD representa o quão singular 

é a composição de uma unidade amostral de uma comunidade em relação às demais. Já a SCBD 

apresenta a contribuição de cada espécie da unidade amostral para a diversidade beta 

(LEGENDRE; DE CÁCERES, 2013). Valores elevados de LCBD podem indicar locais com altos 

valores riqueza de espécies ou composição pouco usual da estrutura da comunidade, o que por 

sua fez indica interesse para conservação. Baixos valores de LCBD podem indicar locais 

degradados, com baixa riqueza de espécies, que precisam de ações de recuperação ambiental 

(LEGENDRE, 2014; LEGENDRE; DE CÁCERES, 2013). Os valores de SCBD calculados variaram entre 

0,0035 e 0,04053, e a média foi de 0,0088. Quanto maior for esse valor, mais a espécie contribui 

para a diversidade beta da comunidade. As espécies que apresentaram valores acima da média 

estão listadas no apêndice D, juntamente com os valores de SCBD. Considerando esses valores, 

as 10 espécies que mais contribuíram para a diversidade beta total foram C. solani, K. 

saulgeensis, Pa. flavescens, C. melibiosica, Api. posorum, Cyber. subsufficiens, Rh. 

mucilaginosa, Pa. laurentii, C. albicans e Rh. nothofagi. 
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Valores de LCBD foram calculados com base na matriz sítio por espécie e também na 

matriz coleta por espécie. Esses valores indicam a contribuição de cada sítio de coleta para a 

diversidade beta total da comunidade. Os resultados de LCBD para os três sítios estão listados 

na tabela 9, juntamente com o valor de p do teste estatístico. Nenhum dos sítios de coleta 

apresentou resultado estatisticamente significativo, ou seja, a composição de espécies de cada 

sítio contribui igualmente para a diversidade beta da comunidade.  

Tabela 5 - Valores de LCBD (Contribuição do Local para a Diversidade Beta) para os sítios 

de coleta da RPPN Santuário do Caraça. 

Sítio LCBD p-valor 

Alagado 0,35 0,35 

Campo 0,31 0,78 

Mata 0,35 0,33 

 

A tabela 10 apresenta os valores de LCBD para a matriz coleta por espécies. Estão 

também listados os valores de p correspondentes. Os valores de LCBD para as coletas c2 e c4 

apresentaram valores significativamente diferentes dos demais e, com base nos valores de 

LCBD calculados é possível afirmar que essas coletas contribuíram menos que as outras para a 

diversidade beta total da comunidade. Já as coletas c1, c3, c5 e c6 contribuíram igualmente para 

a diversidade beta total. 

Tabela 6 - Valores de LCBD (Contribuição do Local para a Diversidade Beta) para as 

diferentes coletas realizadas na RPPN Santuário do Caraça. 

Coleta LCBD p-value 

c1 0,15 0,78 

c2 0,23 0,01* 

c3 0,15 0,81 

c4 0,21 0,03* 

c5 0,14 0,91 

c6 0,12 0,98 

 

Com o objetivo de verificar a contribuição de cada temperatura de isolamento para a 

diversidade beta da comunidade, valores de LCBD também foram calculados para a matriz 

temperatura por espécies. Os valores obtidos, juntamente com os valores de p correspondentes, 

estão listados na tabela 11.  A comunidade isolada a 35° C apresentou valor estatisticamente 

diferente dos demais e, com base no valor de LCBD, é possível afirmar que a parcela de 
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leveduras isoladas nessa temperatura contribuiu mais para a diversidade beta total da 

comunidade.  

Tabela 7 - Valores de LCBD (Contribuição do Local para a Diversidade Beta) para as 

diferentes temperaturas utilizadas para o isolamento de leveduras do solo da RPPN Santuário 

do Caraça. Valores marcados com asterisco (*) representam resultados estatisticamente 

significativos (p<0,05) 

Temperatura de 

isolamento 
LCBD p-valor 

10° C 0,35 0,33 

25° C 0,28 0,99 

35° C 0,38 0,05* 

 

5.1.6 ESPÉCIES NOVAS DE LEVEDURAS ISOLADAS DE SOLOS COLETADOS NA 

RPPN SANTUÁRIO DO CARAÇA 

Algumas espécies de leveduras identificadas não apresentaram 100% de identidade no 

alinhamento das sequências dos domínios D1/D2 do gene do RNA ribssomal em comparação 

às sequências de espécies conhecidas depositadas no GenBank, sendo consideradas possíveis 

novas espécies ou mesmo novos gêneros. A partir dos solos coletados na RPPN Santuário do 

Caraça foram isoladas 30 possíveis espécies novas (24 Ascomycota e 6 Basidiomycota), além 

da espécie Phaffia brasiliana, descrita a partir de isolados obtidos nesse trabalho. A maior parte 

das espécies novas é composta por singletos, isto é, espécies representadas por um único 

isolado. A tabela 12 apresenta os valores de identidade obtidos na comparação entre as 

sequências das espécies novas com sequências de linhagens tipo depositadas no GenBank. Os 

códigos de acesso dos depósitos das sequências genéticas dessas espécies possivelmente novas 

também estão discriminados na mesma tabela.  

Algumas das possíveis espécies novas possuem dois ou mais isolados, como a espécie 

Candida sp.1, representada por 28 isolados obtidos por metodologia de isolamento direto (1) e 

enriquecimento (27). A espécie descrita mais próxima é Candida thaimueangensis e há 75 

diferenças na comparação das sequencias de nucleotídeos dos domínios D1/D2 das duas 

espécies. Candida sp. 2 é representada por 3 isolados e há 50 bases nucleotídicas diferentes na 

comparação com a sequência da espécie descrita mais próxima, Candida entomophila.  Duas 

possíveis novas espécies de Kazachstania foram obtidas e Kazachstania sp. 1, 

filogeneticamente próxima a K. exigua, possui 4 isolados. Há 6 diferenças na comparação das 

sequências nucleotídicas dos domínios D1/D2 entre a linhagem tipo de K. exigua e 

Kazachstania sp.1. Já entre Kazachstania sp. 2 e a espécie descrita mais próxima (K. solicola) 
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há 7 diferenças na comparação das sequências da mesma região. Três isolados de Kurtzmaniella 

sp.1 foram obtidos e a espécie descrita mais próxima é Candida oleophila. Na comparação entre 

as sequências concatenadas dos espaçadores transcritos internos ITS1-5.8S- ITS2 e domínios 

D1/D2 do gene do RNA ribossomal, entre A linhagem tipo de C. oleophila e Kurtzmaniela sp.1 

há 24 bases nucleotídicas diferentes e 3 gaps. Nakaseomyces sp. possui 5 isolados e é 

filogeneticamente mais próxima a C. uthaithanina (14 bases diferentes na comparação de 

sequencias dos domínios D1/D2 do gene do RNA ribossomal). Há várias sequências 

nucleotídicas idênticas a Nakaseomyces sp. depositadas no Genbank, de várias regiões do Brasil 

e de outros países como Tailândia e Taiwan, indicando que essa espécie possa ter distribuição 

cosmopolita. 

5.1.6.1 Phaffia brasiliana sp. nov. 

A espécie Phaffia brasiliana foi descrita com base em três isolados obtidos de amostras 

de solo coletadas na RPPN Santuário do Caraça. Este é o primeiro relato de ocorrência de 

espécie do gênro Phaffia em região tropical. A capacidade de crescer a 30-32 °C sugere que P. 

brasiliana é ecologicamente adaptada ao ecossistema de onde foi isolada, uma vez que 

nenhuma das outras espécies descritas de Phaffia é capaz de crescer em temperaturas superiores 

a 30°C. Além disso, a região de onde P. brasiliana foi isolada apresenta temperatura média 

anual moderada, de cerca de 20 °C (5 e 15 ° C durante o inverno), e essa temperatura moderada 

também pode contribuir para a presença da espécie nesse ecossistema.  O artigo com a descrição 

de Phaffia brasiliana está no Apêndice A. 
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Tabela 8 - Espécies novas isoladas de amostras de solo coletadas na RPPN Santuário do Caraça: espécies descritas mais próximas e valores de identidade na 

comparação das sequencias dos domínios D1/D2 do gene do RNA ribossomal. 

Espécie Isolado 

Depósito 

GenBank Região Espécie mais próxima Linhagem 

Acesso 

GenBank Identidade Gaps 

Ascomycota         

Candida  sp. 1 
UFMG-CM-

Y6920 OM321695 D1/D2  Pichia cecembensis NRRLY-27985 AM159112.3 
477/551(87%) 20/551(3% 

Candida  sp. 2 
UFMG-CM-

Y6910 
OM480737 

D1/D2  Candida entomophila CBS:6160 KY106431 
270/320(84%) 21/320(6%) 

Candida  sp. 3 
UFMG-CM-

Y6900 OM480681 

D1/D2 & 

ITS Candida californica CBS 989 NG_055093 
520/527(99%) 0/527(0%) 

Candida  sp. 4 
UFMG-CM-

Y6390 
MH348136 

D1/D2  Candida ubatubensis CBS:10003 KY106855 
405/464(87%) 10/464(2%) 

Candida  sp. 5 
UFMG-CM-

Y7150  _NL1 Candida pseudointermedia CBS:6918 KY106703 358/418(86%) 13/418(3%) 

Candida  sp. 6 
UFMG-CM-

Y6906 
OM480736 

D1/D2  Saturnispora bothae CBS 13484 NG_064347 
269/326(83%) 32/326(9%) 

Candida  sp. 7 
UFMG-CM-

Y6903 OM480684 

D1/D2 & 

ITS Candida quercuum CBS 6422 MK394135 833/957(87%) 36/957(3%) 

Candida  sp. 8 
UFMG-CM-

Y6912 OM321687 D1/D2  Candida picinguabensis CBS:9999 KY106692 
411/473(87%) 23/473(4%) 

Candida  sp. 9 
UFMG-CM-

Y6917 OM321692 D1/D2  Candida bentonensis NRRL YB-2364 AY789653 
314/335(94%) 3/335(0%) 

Candida  sp. 10 
UFMG-CM-

Y6919 OM321694 D1/D2  Candida inulinophila 
NBRC 106735 

AB550104 
448/512(88%) 22/512(4%) 

Clavispora sp.  
UFMG-CM-

Y7096 OM321696 D1/D2  Candida asparagi CBS:9770 KY106306 
507/521(97%) 2/521(0%) 

Galactomyces sp.  
UFMG-CM-

Y7151  _NL1 Geotrichum europaeum CBS 866.68 HE663400 
513/524(98%) 0/524(0%) 

Geotrichum sp.  
UFMG-CM-

Y6902 OM480683 

D1/D2 & 

ITS Geotrichum europaeum CBS 866.68 HE663400 
541/552(98%) 0/552(0%) 
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Espécie Isolado 

Depósito 

GenBank Região Espécie mais próxima Linhagem 

Acesso 

GenBank Identidade Gaps 

Kazachstania sp. 1  
UFMG-CM-

Y7152  _NL1 Kazachstania exigua LZB1 MH005060 
488/494(99%) 0/494(0%) 

Kazachstania sp. 2 
UFMG-CM-

Y6916 OM321691 D1/D2  Kazachstania solicola CBS:6904 KY107950 
418/425(98%) 0/425(0% 

Kurtzmaniella sp.  
UFMG-CM-

Y6907 OM480687 

D1/D2 & 

ITS Candida palmioleophila CBS 7418 MK394112 
1131/1155(98%) 3/1155(0%) 

Metschnikowia sp. 1  
UFMG-CM-

Y6918 OM321693 D1/D2  Candida bromeliacearum CBS:10002 KY106373 
270/307(88%) 10/307(3%) 

Metschnikowia sp. 2 
UFMG-CM-

Y7153  _NL1 Candida cf. tolerans 

UWO(PS)99-

704.2 AF313364 
177/184(96%) 1/184(0%) 

Nakaseomyces sp.  
UFMG-CM-

Y7154  _NL1 Candida uthaithanina CBS 10932 NG_060832 
499/513(97%) 0/513(0%) 

Nakazawaea sp.  
UFMG-CM-

Y6909 OM480689 

D1/D2 & 

ITS Nakazawaea holstii CBS:4140 KY108638 
540/547(99%) 0/547(0%) 

Pichia sp.  
UFMG-CM-

Y7155  _NL1 Pichia bruneiensis CBS 12611 NG_075177 
468/473(99%) 2/473(0%) 

Wickerhamomyces sp.  
UFMG-CM-

Y6913 OM321688 D1/D2  

Wickerhamomyces 

strasburgensis NRRL Y-2383 NG_057167 
524/538(97%) 0/538(0% 

Williopsis sp. 
UFMG-CM-

Y6905 OM480686 

D1/D2 & 

ITS Cyberlindnera saturnus PYCC 2437 OK342268 
847/862(98%) 5/862(0%) 

Yamadazyma sp.  
UFMG-CM-

Y6904 OM480685 

D1/D2 & 

ITS Candida vrieseae CBS:10829 KY102517 
610/632(97%) 5/632(0%) 

Basidiomycota         

Papiliotrema sp. 1  
UFMG-CM-

Y7156  _NL1 Papiliotrema miconiae CBS 8358 AF444698 
553/562(98%) 0/562(0%) 

Papiliotrema sp. 2 
UFMG-CM-

Y6915 OM321690 D1/D2  Papiliotrema leoncinii 

UFMG-CM-

Y374 KJ608554 
570/576(99%) 1/576(0%) 

Papiliotrema sp. 3 
UFMG-CM-

Y7157  _NL1 Papiliotrema laurentii CBS:139 KY108739 
450/456(99%) 1/456(0%) 

Rhodotorula sp.  
UFMG-CM-

Y7158  _NL1 Rhodotorula mucilaginosa CBS:316 KY109056 
406/411(99%) 0/411(0%) 

Sporobolomyces sp. 
UFMG-CM-

Y6901 OM480682 

D1/D2 & 

ITS Sporobolomyces japonicus PYCC 5533 AY158640 
544/553(98%) 5/553(0%) 
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Espécie Isolado 

Depósito 

GenBank Região Espécie mais próxima Linhagem 

Acesso 

GenBank Identidade Gaps 

Vishniacozyma sp.  
UFMG-CM-

Y7159   _NL1 Vishniacozyma peneaus CBS 2409 NG_058433 
508/513(99%) 0/513(0%) 
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5.2 Itacoatiara – Amazonas 

Em Itacoatiara, estado do Amazonas, foi realizada uma coleta de amostras de solo em 

quatro sítios diferentes no mês de fevereiro de 2019. Vinte amostras foram coletadas em cada 

sítio de coleta, totalizando 80 amostras de solo. Os sítios foram denominados “TPI”, de onde 

foram obtidas amostras de solo de “terra preta indígena”; “UFAM” e “Piquiá”, com amostras 

de solo de regiões de fitofisionomia típica da floresta amazônica; e “Carú”, com amostras de 

solo de região de igapó.  Duas metodologias de isolamento foram utilizadas, isolamento direto 

e enriquecimento. Para o isolamento direto foi utilizado um meio rico (YM) e um meio seletivo 

para leveduras do gênero Lipomyces (YNB + cicloheximida). Na metodologia de 

enriquecimento foi utilizado um meio rico em glicose (YNB + 8% glicose) para as 80 amostras 

coletadas. 

5.2.1 COMUNIDADE DE LEVEDURAS ISOLADAS DE AMOSTRAS DE SOLO 

COLETADAS EM ITACOATIARA – AM POR METODOLOGIA DE ISOLAMENTO POR 

ENRIQUECIMENTO 

Com a metodologia de enriquecimento, em meio YNB + 8% de glicose, um total de 401 

isolados de leveduras foi obtido, distribuído em 81 espécies distintas. Dessas, 56 espécies 

pertencem ao Filo Ascomycota (69%), 21 ao Filo Basidiomycota (26%) e quatro são yeast-like 

(fungos filamentosos com aparência de colônias de leveduras). A comunidade de leveduras 

obtida apresenta grande prevalência de singletos, com 35 espécies representadas por apenas 1 

isolado (43% de toda a comunidade).  Dentre as leveduras ascomicéticas, as mais frequentes 

foram Sch. polymorphus, com 37 isolados e abundância relativa de 9,2% e a possível espécie 

nova Nakaseomyces sp., com 34 isolados e abundância relativa de 8,5% (tabela 13). As demais 

leveduras Ascomycota tiveram abundância relativa menor que 5%.  Papiliotrema laurentii (60 

isolados, abundância relativa de 15%) e Sa. podzolica (23 isolados, abundância relativa 5,7%) 

foram as espécies Basidiomycota mais frequentemente isoladas. Juntas representam 51% de 

todas as leveduras basidiomicetas encontradas. As demais espécies de Basidiomycota 

apresentaram uma abundância relativa menor que 5%.  Oito isolados de yeast-like foram 

recuperados, e o pertencem aos gêneros Aureobasidium (cinco isolados), Coniochaeta, 

Myriangium e Xenoacremonium (um isolado cada). Juntas, todas as espécies de yeast-like 

representam apenas 2% de abundância na comunidade amostrada. Trinta espécies 

possivelmente novas foram isoladas e representam 30% do total de isolados e 37% do total de 

espécies. A maioria das espécies novas pertence ao Filo Ascomycota (24 espécies), seguida de 

Basidiomycota (cinco espécies) e yeast-like (uma espécie).  
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Tabela 9 - Espécies de leveduras isoladas do solo de diferentes sítios de coleta de Itacoatiara – 

AM, isoladas por metodologia de enriquecimento em meio líquido (YNB com 8% de glicose). 
 

Sítio de coleta Total de 

isolados 

Frequência 

relativa 

(%) 
Espécie caru piquia TPI UFAM 

Ascomycota 
      

Candida albicans 0 0 0 2 2 0,5 

Candida blattae (Clavispora) 0 1 0 0 1 0,2 

Candida cylindracea 0 0 0 1 1 0,2 

Candida ghanaensis 0 3 0 1 4 1,0 

Candida intermedia (Clavispora) 1 1 0 0 2 0,5 

Candida leandrae (Koadamaea) 0 0 2 0 2 0,5 

Candida maltosa (clado C. albicans) 0 2 0 0 2 0,5 

Candida melibiosica 2 0 0 1 3 0,7 

Candida natalensis 0 0 0 1 1 0,2 

Candida nivariensis (Nakaseomyces) 0 0 0 1 1 0,2 

Candida pseudointermedia (Clavispora) 0 2 5 0 7 1,7 

Candida railenensis (Kurtzmaniella) 4 1 0 1 6 1,5 

Candida sp. 1 (próxima a C. berkhoutiae) 0 1 0 0 1 0,2 

Candida sp. 2 (próxima a C. inulinophila) 1 1 0 0 2 0,5 

Candida sp. 3 (próxima a C. haemulonis) 1 1 0 1 3 0,7 

Candida sp. 4 (próxima a C. californica) 0 1 0 0 1 0,2 

Candida sp. 5 (próxima a C. thaimueangensis) 0 9 0 1 10 2,5 

Candida tropicalis  0 0 10 0 10 2,5 

Clavispora sp. 1 (próxima C. pruni) 0 1 0 0 1 0,2 

Clavispora sp. 2 (próxima C. psudointermedia) 0 1 0 0 1 0,2 

Cyberlindnera subsufficiens 0 2 0 3 5 1,2 

Galactomyces citri-aurantii 0 0 1 0 1 0,2 

Geotrichum sp. 1 (próxima a G. geotrichum) 0 7 1 1 9 2,2 

Geotrichum sp. 2 (próximo a G. europaeum) 0 3 4 3 10 2,5 

Geotrichum sp. 3 (próximo a G. pseudocandidum) 0 0 0 1 1 0,2 

Groenewaldozyma sp. (próximo a G. auringiensis)  0 1 0 0 1 0,2 

Kazachstania saulgeensis 0 5 0 0 5 1,2 

Kazachstania sp. (próxima a K. servazii)  0 0 0 1 1 0,2 

Kazachstania unispora 0 0 3 0 3 0,7 

Martiniozyma asiatica 0 2 0 0 2 0,5 

Metahyphopichia laotica 0 1 0 0 1 0,2 

Metschnikowia koreensis 0 2 0 1 3 0,7 

Metschnikowia sp. 1 0 0 0 1 1 0,2 

Meyerozyma caribbica 10 0 9 1 20 5,0 

Nakaseomyces sp. (próxima a C. uthaithanina) 8 10 0 16 34 8,5 

Pichia manshurica 0 1 0 0 1 0,2 

Pichia sp. (próxima a C. californica) 0 1 0 0 1 0,2 

Pichia sporocuriosa 0 0 0 1 1 0,2 

Pichia terricola 0 0 0 2 2 0,5 

Saccharomycopsis sp. (próxima a S. crataegensis) 0 2 0 0 2 0,5 

Saturnispora diversa 0 0 0 1 1 0,2 

Scheffersomyces amazonensis 0 0 0 3 3 0,7 

Schwanniomyces polymorphus 8 20 1 8 37 9,2 

Schwanniomyces sp. (próxima a S. yamadae) 0 0 0 1 1 0,2 

Schwanniomyces vanrijiae 0 2 0 1 3 0,7 

Sugiyamaella smithiae 0 0 0 2 2 0,5 
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Sítio de coleta Total de 

isolados 

Frequência 

relativa 

(%) 
Espécie caru piquia TPI UFAM 

Sugiyamaella sp. (próxima a S. bonitensis) 0 1 0 0 1 0,2 

Torulaspora indica 0 1 0 0 1 0,2 

Torulaspora sp. (próxima a T. quercuum) 0 1 0 0 1 0,2 

Wickerhamiella sp. (próxima a W. musiphila) 0 1 0 0 1 0,2 

Wickerhamomyces lynferdii 2 0 0 0 2 0,5 

Wickerhamomyces sp. (próximo a W. pijperi) 0 1 0 0 1 0,2 

Wickerhamomyces sydowiorum 2 0 0 0 2 0,5 

Yamadazyma sp. 1 (próxima a C. vrieseae) 0 9 0 0 9 2,2 

Yamadazyma sp. 2 (próxima a C. songklaensis) 0 1 0 0 1 0,2 

Yamadazyma sp. 3 (próxima a Y. phyllophila) 0 1 0 0 1 0,2        

Basidiomycota 
      

Apiotrichum gamsii 0 3 0 1 4 1,0 

Apiotrichum laibachii 0 1 0 1 2 0,5 

Apiotrichum mycotoxinivorans 1 0 0 1 2 0,5 

Apiotrichum coprophilum 2 4 0 10 16 4,0 

Apiotrichum sporotrichoides 0 0 0 5 5 1,2 

Haglerozyma chiarellii 0 0 0 1 1 0,2 

Hannaella sp. (próxima a H. zeae) 0 0 1 1 2 0,5 

Hannaella zeae 0 0 1 0 1 0,2 

Kwoniella mangrovensis 6 0 0 1 7 1,7 

Papiliotrema flavescens 0 2 0 2 4 1,0 

Papiliotrema laurentii 12 5 42 1 60 15,0 

Papiliotrema ruineniae 0 1 0 0 1 0,2 

Papiliotrema sp. 1 (próxima a P. siamense)  0 0 0 1 1 0,2 

Papiliotrema sp. 2 (próxima a P. fuscus) 0 0 0 2 2 0,5 

Papiliotrema sp. 3 (próxima a P. laurentii) 0 0 1 0 1 0,2 

Papiliotrema sp. 4 (próxima a P. rajasthanensis) 0 0 2 0 2 0,5 

Rh. mucilaginosa 7 0 9 2 18 4,5 

Rhodosporidiobolus ruineniae 2 0 2 1 5 1,2 

Saitozyma flava 0 0 1 0 1 0,2 

Saitozyma podzolica 3 4 0 16 23 5,7 

Vanrija humicola 2 1 1 0 4 1,0        

Yeast-like 
      

Aureobasidium 3 0 0 2 5 1,2 

Coniochaeta luteorubra 1 0 0 0 1 0,2 

Elsinoe sp. (próxima a E. banksiigena) 1 0 0 0 1 0,2 

Xenoacremonium falcatus 1 0 0 0 1 0,2 
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5.2.1.1 Comunidade de leveduras isolada de solo coletado em Itacoatiara – AM em relação 

aos diferentes sítios de coleta 

Dentre os quatro sítios de coleta, “piquiá” apresentou o maior número de isolados (120) 

e 43 espécies. Do sítio “UFAM” foram obtidos 105 isolados e 42 espécies. “TPI” apresentou a 

terceira maior abundância de isolados (96) e a menor riqueza (18 espécies). No sítio “caru” 

foram obtidos 80 isolados e identificadas 22 espécies diferentes. Apenas duas espécies foram 

compartilhadas entre os quatro sítios de coleta (Pa. laurentii e Sch. polymorphus). Um baixo 

compartilhamento de espécies foi observado entre os locais de coleta, com apenas 27 espécies 

(33%) compartilhada por dois ou mais locais de coleta (figura 19).  

 

5.2.1.2 Comunidade de leveduras isoladas de amostras de solo coletadas em Itacoatiara – 

AM em relação às diferentes temperaturas utilizadas para o isolamento 

A maior parte da comunidade (67%) foi composta por espécies exclusivamente isoladas 

em uma das temperaturas testadas (figura 20), com 19 espécies isoladas exclusivamente a 25°C, 

18 apenas a 10°C e 14 espécies apenas a 35°C. Um baixo compartilhamento de espécies foi 

observado, com apenas 5 espécies isoladas nas três temperaturas (C. pseudointermedia, Me. 

Figura 19 - Compartilhamento de espécies da comunidade de leveduras isoladas de amostras 

de solo coletadas nos pontos de coleta "caru", "UFAM", "piquiá" e "TPI" em Itacoatiara – AM. 
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caribbica, Pa. laurentii, Rh. mucilaginosa e Sch. polymorphus). A maior parte das espécies 

identificadas foi isolada a 25°C (44 espécies), e a menor parte a 35°C (29 espécies). Quarenta 

e uma espécies foram isoladas a 10°C.   

Figura 20 - Compartilhamento de espécies entre as comunidades de leveduras isoladas de 

amostras de solo coletadas em Itacoatiara – AM, por metodologia de enriquecimento em 

temperaturas de incubação de 10, 25 e 35 °C. 

 

 

5.2.1.3 Análises de diversidade da comunidade de leveduras isolada de amostras de solo 

coletadas em Itacoatiara – AM. 

A partir da abordagem iNEXT foram calculados e estimados os valores de riqueza de 

espécies, e os índices de diversidade de Shannon e de Simpson para os quatro sítios de coleta. 

Esses valores podem ser observados na tabela 14, juntamente com os valores de desvio e os 

intervalos de confiança mínimo e máximo. Para os sítios “caru” e “TPI”, os valores de 

diversidade de Shannon obtidos foram os que mais se aproximaram das estimativas calculadas. 

Estes também foram os sítios com os menores valores de riqueza de diversidade. O sítio com 

maior valor de diversidade foi “piquia” (diversidade de Shannon = 30). Para este sítio foi 

estimada uma diversidade de 44. A riqueza estimada para esse sítio foi de 84 espécies, e, no 

entanto, foram encontradas apenas 48. Para “UFAM”, o valor de diversidade de Shannon 
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esperado foi de 37 e o obtido foi de 24. Para riqueza de espécies, eram esperadas 94 e foram 

isoladas 42. Como não ocorreu sobreposição dos intervalos de 95% de confiança entre os sítios 

“piquia” e “UFAM” em comparação aos sítios “caru” e “TPI”, é possível afirmar que há 

diferença significativa entre os índices de riqueza e diversidade de Shannon para esses locais 

(figura 21), ou seja, a riqueza de espécies e diversidade de Shannon nas comunidades de 

leveduras isoladas em “piquia” e “UFAM” são estatisticamente maiores que a riqueza e 

diversidade de Shannon das comunidades isoladas em “caru” e “TPI”.  

Tabela 10 - Valores de riqueza de espécie, diversidade de Shannon e diversidade de Simpson 

para as comunidades de leveduras isoladas de amostras de solo coletadas nos diferentes sítios 

de coleta de Itacoatiara - AM.  

Sítio Diversidade Observada Estimada s.e. ICMi ICMa 

"caru" Riqueza de espécies 22 26 4 23 42 

Diversidade de Shannon 16 19 2 16 22 

Diversidade de Simpson 12 14 2 12 17 

"piquia" Riqueza de espécies 43 84 19 62 143 

Diversidade de Shannon 30 44 6 32 55 

Diversidade de Simpson 18 21 4 18 28 

"TPI" Riqueza de espécies 18 32 12 22 81 

Diversidade de Shannon 8 10 2 8 13 

Diversidade de Simpson 4 5 1 4 6 

"UFAM" Riqueza de espécies 42 94 29 61 185 

Diversidade de Shannon 24 37 6 25 49 

Diversidade de Simpson 14 16 3 14 22 

 

Dados da cobertura amostral estão na tabela 15. A maior cobertura de amostragem foi 

observada para os sítios “caru” e “TPI” (91% de cobertura). “Piquiá” e “UFAM” apresentaram 

cobertura amostral de 78% e 74%, respectivamente. Em nenhuma das coletas a curva da 

cobertura amostral atingiu a estabilidade (figura 22)  

Tabela 11 - Valores de cobertura amostral para as comunidades de leveduras isoladas de 

amostras de solo coletadas nos pontos de coleta “caru”, “piquia”, “TPI” e “UFAM” em 

Itacoatiara - AM.  

Sítio Isolados Riqueza Cobertura 

caru 80 22 0,91 

piquia 120 43 0,78 

TPI 96 18 0,91 

UFAM 105 42 0,74 

 



82 

Figura 21 - Riqueza de espécie (q=0), diversidade de Shannon (q=1) e diversidade de 

Simpson (q=2) para as comunidades de leveduras isoladas de amostras de solo coletadas nos 

sítios “caru”, “piquia”, “TPI” e “UFAM” em Itacoatiara - AM. As linhas contínuas e 

pontilhadas representam valores observados (interpolação) e estimados (extrapolação), 

respectivamente. A área sombreada corresponde ao intervalo de confiança de 95%. No eixo 

“x” estão representados os valores de abundância e no eixo “y” os valores de diversidade.  

 

Figura 22 - Curva de acumulação de espécies e cobertura de amostragem para as comunidades 

de leveduras isoladas de amostras de solo coletadas nos pontos de coleta “caru”, “piquia”, 

“TPI” e “UFAM” em Itacoatiara - AM. As linhas contínuas e pontilhadas representam valores 

observados (interpolação) e estimados (extrapolação), respectivamente. A área sombreada 

corresponde ao intervalo de confiança de 95%. No eixo “x” estão representados os valores de 

abundância e no eixo “y” os valores de cobertura amostral. 
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5.2.1.4 Diversidade da comunidade de leveduras de amostras de solo coletadas em 

itacoatiara – AM em relação às temperaturas de isolamento. 

Considerando as diferentes temperaturas de isolamento, o maior valor de diversidade de 

Shannon foi obtido na comunidade de levedura isolada nos meios de cultura incubados a 25°C. 

A comunidade isolada a 35°C obteve os menores valores de riqueza de espécies, diversidade 

de Shannon e diversidade de Simpson. Considerando as estimativas de diversidade calculadas, 

a maior riqueza era esperada para a comunidade isolada a 10°C e a maior diversidade de 

Shannon para a comunidade isolada a 25°C. Os valores de diversidade de Simpson (que 

considera as espécies dominantes) foram menores para as comunidades de leveduras 

recuperadas a 10 e 35°C, indicando menor proporção de espécies dominantes nessas 

comunidades (tabela 16, figura 23). Com relação ao esforço amostral, as comunidades obtidas 

a 10° C e 35° C tiveram o maior valor de cobertura amostral (85%) (tabela 17). Em nenhuma 

das temperaturas de incubação testada o esforço amostral foi suficiente para inventariar toda a 

diversidade de leveduras estimada (figura 24).  

Tabela 12 - Valores de riqueza de espécie, diversidade de Shannon e diversidade de Simpson 

observados e estimados para as comunidades de leveduras isoladas de amostras de solo 

coletadas em Itacoatiara - AM e incubadas a 10 °C, 25 °C e 35 °C (s.e. = erro padrão; ICMi= 

intervalo de confiança mínimo; ICMa= intervalo de confiança máximo). 

Temperatur

a 

Diversidade Observad

a 

Estimad

a 

s.e. ICMi ICMa 

10° C Riqueza de espécies 41 112 41 67 246 

Diversidade de Shannon 21 28 4 21 36 

Diversidade de Simpson 11 12 2 11 15 

25° C Riqueza de espécies 44 108 35 69 220 

Diversidade de Shannon 31 47 7 34 61 

Diversidade de Simpson 21 25 4 21 32 

35° C Riqueza de espécies 29 72 33 41 193 

Diversidade de Shannon 16 22 4 16 29 

Diversidade de Simpson 10 11 2 10 14 

 

Tabela 13 – Valores de cobertura amostral baseados na abundância de espécies para as três 

temperaturas utilizadas no isolamento de leveduras de amostras de solo de Itacoatiara - AM. 

Temperatura Isolados Riqueza Cobertura 

10C 169 41 0,85 

25C 126 44 0,79 

35C 106 29 0,85 
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Figura 23 - Riqueza de espécie (q=0), diversidade de Shannon (q=1) e diversidade de 

Simpson (q=2) para as comunidades de leveduras isoladas de amostras de solo coletadas em 

Itacoatiara - AM e incubadas a 10 °C, 25 °C e 35 °C. As linhas contínua e pontilhada 

representam valores observados (interpolação) e estimados (extrapolação), respectivamente. 

A área sombreada corresponde ao intervalo de confiança de 95%. No eixo “x” estão 

representados os valores de abundância e no eixo “y” os valores de diversidade. 

 

Figura 24 - Curva de acumulação de espécies e suficiência amostral para as comunidades de 

leveduras isoladas de amostras de solo coletadas em Itacoatiara - AM e incubadas a 10 °C, 25 

°C e 35 °C. As linhas contínua e pontilhada representam valores observados (interpolação) e 

estimados (extrapolação), respectivamente. A área sombreada corresponde ao intervalo de 

confiança de 95%. No eixo “x” estão representados os valores de abundância e no eixo “y” os 

valores de cobertura amostral. 
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5.2.1.5 Diversidade beta e partição da diversidade da comunidade de leveduras isolada de 

amostras de solo coletadas em Itacoatiara – AM. 

A diversidade beta pode ser particionada em dois componentes: dissimilaridade em 

razão à substituição de espécies e dissimilaridade em virtude do compartilhamento de espécies 

(BASELGA, 2012). Através da análise de partição da diversidade beta é possível ver a 

proporção da dissimilaridade de cada comunidade que é relativa ao aninhamento 

(compartilhamento de espécies) e substituição de espécies (turnover). Foi utilizado o índice de 

Jaccard, que dá mais peso às espécies raras (uma vez que a maior parte das espécies encontrada 

foi de singletos).  Foi encontrada uma dissimilaridade de 87% na comunidade. Desse valor de 

dissimilaridade, 80% são devidos a eventos de substituição (ou turnover) e 6,6% a eventos de 

aninhamento (compartilhamento de espécies). Valores par-a-par de substituição e aninhamento 

estão no apêndice E. Para todas as comunidades ocorreu grande substituição de espécies (mais 

de 92%). A maior substituição de espécies foi observada entre as comunidades dos sítios “TPI” 

e “caru”. O maior valor de aninhamento de espécies foi observado entre as comunidades dos 

sítios “UFAM” e “caru” (18,67%). A maior dissimilaridade foi observada entre as comunidades 

dos sítios “piquia” e “TPI” (figura 25). 

Figura 25 – Valores de dissimilaridade encontrados para as comunidades de leveduras 

isoladas de amostras de solo de Itacoatiara – AM. Dissimilaridade de Jaccard (JAC), 

substituição de espécies ou turnover (TUR) e aninhamento (NES) entre os sítios de coleta.  
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5.2.1.6 Singularidade ecológica da comunidade de leveduras isolada de solo coletado em 

Itacoatiara – AM. 

Índices de singularidade ecológica LCBD e SCBD foram calculados para a comunidade 

de leveduras isolada de amostra se solo coletadas em Itacoatiara - AM. Valores de LCBD 

indicam a contribuição de cada sítio de coleta para a diversidade beta total da comunidade. Os 

resultados de LCBD para os três sítios estão listados na tabela 18, juntamente com o valor de p 

do teste estatístico associado à análise. O sítio de coleta “TPI” apresentou valor de LCBD 

estatisticamente significativo (p<0,05). Ao se analisar o valor de LCBD correspondente, o 

resultado mostra que esse sítio foi o que mais contribuiu para a diversidade beta da comunidade. 

Esse resultado indica que a comunidade de leveduras desse sítio de coleta possui uma 

composição de espécies que se diferencia da composição das demais comunidades estudadas, 

ou que este é um sítio com grande diversidade de espécies. 

Tabela 14 - Valores de LCBD (Contribuição do Local para a Diversidade Beta) para as 

comunidades de leveduras isoladas nos sítios de coleta de Itacoatiara - AM. Valores de p 

marcados com asterisco (*) representam resultados estatisticamente significativos (p<0,05). 
 

LCBD p-valor 

caru 0,17 0,99 

piquia 0,26 0,38 

TPI 0,33 0,04* 

UFAM 0,24 0,56 

 

Em relação às diferentes temperaturas utilizadas para o isolamento, os valores de LCBD 

mostraram que a comunidade isolada a 35° C apresentou valor estatisticamente diferente dos 

demais e, com base no valor de LCBD, é possível afirmar que a parcela de leveduras isoladas 

nessa temperatura contribuiu mais para a diversidade beta total da comunidade. Esse resultado 

indica que a comunidade de leveduras recuperada a partir dessa temperatura de incubação 

possui uma composição de espécies que se diferencia significativamente da composição das 

comunidades obtidas a partir da incubação a 10 °C e 25 °C. Os valores de LCBD obtidos, 

juntamente com os valores de p correspondentes, estão listados na tabela 19.  
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Tabela 15 - Valores de LCBD (Contribuição do Local para a Diversidade Beta) para as 

diferentes temperaturas utilizadas no isolamento de leveduras do solo de Itacoatiara - AM. 

Valores de p marcados com asterisco (*) representam resultados estatisticamente significativos 

(p<0,05). 

 
LCBD p-valor 

10C 0,33 0,47 

25C 0,24 0,99 

35C 0,42 0,02* 

 

Os índices de SCBD foram calculados para indicar quais espécies mais contribuíram para a 

diversidade beta da comunidade. Os valores de SCBD variaram entre 0,003589266 e 0,1049567 

e a média foi de 0,01123596. Os dados do apêndice F mostram as espécies com valores de 

SCBD acima da média.  As cinco espécies que mais contribuíram para a diversidade beta foram 

Pa. laurentii, Nakazeomyces sp., Mey. caribbica, C. tropicalis e Sa. podzolica.  

5.2.2 COMUNIDADE DE LEVEDURAS ISOLADAS DE AMOSTRAS DE SOLO 

COLETADAS EM ITACOATIARA – AM POR METODOLOGIA DE ISOLAMENTO 

DIRETO 

Por meio da metodologia de isolamento direto foram obtidos 150 isolados de leveduras, 

distribuídos em 40 diferentes espécies. Cento e dois isolados foram do Filo Basidiomycota, 

distribuídos em 20 espécies diferentes (tabela 20). Dessas, Pa. laurentii e Sa. podzolica foram 

as mais frequentes (22% e 19,3% de abundância relativa, respectivamente). As outras espécies 

de Basidiomycota não atingiram 5% de abundância relativa. Em relação ao Filo Ascomycota 

foram obtidos 48 isolados, distribuídos em 20 espécies distintas. Sch. polymorphus foi a espécie 

mais abundante, com 7,3% de abundância relativa. Nenhuma das demais espécies do filo atingiu 

abundância maior que 5%. Com relação aos sítios de coleta, “UFAM” apresentou o maior 

número de isolados (54), seguido por “piquiá” (41), TPI (31) e “caru” (24).  O sítio de onde foi 

isolado o maior número de espécies foi “UFAM” (22 espécies) seguido por “piquia” (18), 

“caru” (13) e TPI (4). Nessa metodologia de isolamento direto foi possível determinar a 

contagem de leveduras totais por grama de solo, cujos valores médios em UFC/g de solo foram 

1,1 x103 para “caru”, 2,1 x 103 para o sítio “TPI”, 1,9 x 104 para “piquia” e 4,2 x104 para 

“UFAM” (figura 26).  
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Tabela 16 - Espécies de leveduras isoladas por metodologia de isolamento direto - Itacoatiara 

- AM. 

Espécie 

Sítio de coleta 

Total de 

isolados 

Frequência 

relativa 

(%) 

Caru 

n=20 

Piquia 

n=20 

TPI 

n=20 

UFAM 

n=20 
  

Ascomycota       

Candida albicans 0 0 0 1 1 0,7 

Candida flosculorum/ pseudoflosculorum  0 1 0 0 1 0,7 

Candida melibiosica 0 1 0 0 1 0,7 

Candida natalensis 0 1 0 2 3 2,0 

Candida sp. 6 (próxima a C. entomophila) 0 0 0 1 1 0,7 

Candida sp. 7 (próxima a C. berkhoutiae) 0 1 0 0 1 0,7 

Cyberlindnera subsufficiens 0 0 0 2 2 1,3 

Diutina sp. 1 (próxima a C. scorzettiae) 0 1 0 0 1 0,7 

Diutina sp. 2 (próxima a D. siamensis) 0 1 0 0 1 0,7 

Galactomyces sp. 1 (próxima a G. geotrichum) 0 4 0 0 4 2,7 

Galactomyces sp. 2 (próxima a G. europaeum) 0 4 0 0 4 2,7 

Kazachstania kunashirensis 0 1 0 0 1 0,7 

Martiniozyma asiatica 0 2 0 0 2 1,3 

Metschnikowia sp. 2 (proxima a M. koreensis) 0 0 0 1 1 0,7 

Metschnikowia sp. 3 (próxima a C. nongkhaiensis) 0 0 2 0 2 1,3 

Meyerozyma caribbica 2 0 0 1 3 2,0 

Schwanniomyces polymorphus  1 8 0 2 11 7,3 

Schwanniomyces vanrijiae  0 2 0 2 4 2,7 

Vanderwaltozyma polyspora 1 0 0 0 1 0,7 

Yamadazyma sp. 1 0 3 0 0 3 2,0 

       
Basidiomycota       
Apiotrichum laibachii 0 2 0 4 6 4,0 

Apiotrichum coprophilum 0 1 0 5 6 4,0 

Apiotrichum sp. 2 próxima a A. laibachii) 1 0 0 0 1 0,7 

Filobasidium sp. (próxima a F. globisporum) 1 0 0 1 2 1,3 

Haglerozyma chiarellii 0 0 0 2 2 1,3 

Moesziomyces antarcticus 0 0 1 0 1 0,7 

Moesziomyces aphidis 1 0 0 0 1 0,7 

Papiliotrema flavescens 0 0 0 1 1 0,7 

Papiliotrema laurentii 1 5 26 1 33 22,0 

Papiliotrema sp. 2(próximo a P. fuscus) 0 0 0 2 2 1,3 

Papiliotrema sp. 1(próximo a P. siamense) 0 0 0 1 1 0,7 

Papiliotrema sp. 5(próximo a P. mangalensis) 0 0 0 1 1 0,7 

Papiliotrema terrestris 0 1 0 3 4 2,7 

Rhodotorula mucilaginosa 1 0 2 1 4 2,7 

Saitozyma podzolica 10 2 0 17 29 19,3 

Tremella fuciformis 1 0 0 0 1 0,7 

Tremella sp. (próximo a T. globispora) 0 0 0 1 1 0,7 
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Espécie 

Sítio de coleta 

Total de 

isolados 

Frequência 

relativa 

(%) 

Caru 

n=20 

Piquia 

n=20 

TPI 

n=20 

UFAM 

n=20 
  

Trichosporon asahii 1 0 0 0 1 0,7 

Trichosporon insectorum/ faecale 1 0 0 0 1 0,7 

Vanrija humicola 2 0 0 2 4 2,7 

 

Figura 26 - Valores de Unidades Formadoras de colônia (UFC) de leveduras totais em 

amostras de solo coletadas em Itacoatiara -AM. O eixo y representa os valores de Log10 de 

UFC por grama de solo.  

 

Apenas a espécie Pa. laurentii foi compartilhada entre os quatro sítios de coleta (figura 

27). Dez espécies foram exclusivamente isoladas de “piquia”,10 espécies foram exclusivamente 

isoladas de “UFAM”, seis de “caru” e duas de “TPI”.  
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Figura 27 - Compartilhamento de espécies entre as comunidades de leveduras isoladas de 

amostras de solo coletadas nos sítios de coleta “caru”, “piquia”, TPI” e “UFAM” em 

Itacoatiara – AM, por metodologia de isolamento direto.  

 

 

 

5.2.2.1 – Análise da diversidade da comunidade de leveduras obtidas de amostras de solos de 

Itacoatiara - AM por metodologia de isolamento direto. 

Para os índices de riqueza, diversidade de Shannon e diversidade de Simpson, os valores 

obtidos para as comunidades recuperadas pela metodologia de isolamento direto foram menores 

que os índices obtidos pela metodologia de enriquecimento (tabela 21). “TPI” foi o sítio com 

menores valores de riqueza, diversidade de Shannon e diversidade de Simpson. Já o sítio 

“piquia” foi o que apresentou os maiores valores de diversidade de Shannon e de Simpson. O 

sítio “UFAM” apresentou a maior riqueza de espécies. A cobertura da amostra pode ser vista 

na tabela 22. O sítio com maior cobertura amostral foi “TPI” (97%). A menor cobertura 

observada foi no sítio “caru” (59%).  
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Tabela 17 - Valores de riqueza de espécie, diversidade de Shannon e diversidade de Simpson 

observados e estimados para as comunidades de leveduras para os diferentes sítios de coleta 

de Itacoatiara – AM. Metodologia de isolamento direto (s.e. = erro padrão; ICMi= intervalo 

de confiança mínimo; ICMa= intervalo de confiança máximo).  

Sítio Diversidade Observada Estimada s.e. ICMi ICMa 

caru Riqueza de espécies 13,0 37,0 23,3 17,9 131,3 

Diversidade de Shannon 8,2 16,8 8,1 8,2 32,6 

Diversidade de Simpson 4,9 5,9 4,2 4,9 14,2 

piquia Riqueza de espécies 18,0 27,9 8,8 20,2 62,3 

Diversidade de Shannon 13,8 20,0 4,4 13,8 28,6 

Diversidade de Simpson 10,8 14,4 3,3 10,8 20,8 

TPI Riqueza de espécies 4,0 4,2 0,7 4,0 8,6 

Diversidade de Shannon 1,8 2,0 0,4 1,8 2,8 

Diversidade de Simpson 1,4 1,4 0,2 1,4 1,9 

UFAM Riqueza de espécies 22,0 30,5 6,7 24,2 55,2 

Diversidade de Shannon 13,5 18,6 3,1 13,5 24,6 

Diversidade de Simpson 7,7 8,8 2,5 7,7 13,8 

 

Tabela 18 - Valores de cobertura amostral para as comunidades de leveduras obtidas pelo 

isolamento direto para os diferentes sítios de coleta de Itacoatiara – AM.  

Sítio de coleta Isolados Riqueza Cobertura 

caru 24 13 0,59 

piquia 41 18 0,79 

TPI 31 4 0,97 

UFAM 54 22 0,80 

 

5.2.3 COMPARAÇÃO ENTRE AS DUAS METODOLOGIAS DE ISOLAMENTO DE 

LEVEDURAS (DIRETO E ENRIQUECIMENTO) DE AMOSTRAS DE SOLO 

COLETADAS EM ITACOATIARA – AM. 

Quando comparadas as duas metodologias de isolamento (direto e enriquecimento) 

maiores valores de riqueza, diversidade de Shannon e diversidade de Simpson foram 

observados para as comunidades de leveduras quando foi utilizada a metodologia de 

enriquecimento (figura 28). Como não ocorreu sobreposição dos intervalos de confiança para 

os valores de diversidade de Shannon, é possível afirmar que a diversidade de Shannon e a 

diversidade de Simpson da comunidade de leveduras isolada por enriquecimento são maiores 

que as diversidades (Shannon e Simpson) da comunidade de leveduras isolada por metodologia 

de isolamento direto. A cobertura amostral também foi maior na metodologia de 

enriquecimento (figura 29). Pouco compartilhamento de espécies ocorreu entre as duas 

metodologias (figura 30), com compartilhamento de apenas 13 espécies (Api. laibachii, C. 
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albicans, C. melibiosica, C. natalenses, Cy. subsufficiens, H. chiarellii, Ma. asiatica, Me. 

caribbica, Pa. flavescens, Pa. laurentii, Rh. mucilaginosa, Sa. podzolica e V. humicola). A 

maioria das espécies (76) foi isolada de forma exclusiva pela metodologia de enriquecimento. 

Vinte e sete espécies foram isoladas de forma exclusiva pela metodologia de isolamento direto.  

 Figura 28 - Riqueza de espécie (q=0), diversidade de Shannon (q=1) e diversidade de Simpson 

(q=2) para as comunidades de leveduras isoladas de amostras de solo coletadas em Itacoatiara 

- AM e isoladas por metodologia de isolamento direto e enriquecimento. As linhas contínua e 

pontilhada representam valores observados (interpolação) e estimados (extrapolação), 

respectivamente. A área sombreada corresponde ao intervalo de confiança de 95%. No eixo “x” 

estão representados os valores de abundância e no eixo “y” os valores de diversidade 

 

  



93 

Figura 29 - Curva de acumulação de espécies e cobertura amostral para as comunidades de 

leveduras isoladas de amostras de solo coletadas em Itacoatiara - AM e isoladas por 

metodologia de isolamento direto e enriquecimento. As linhas contínua e pontilhada 

representam valores observados (interpolação) e estimados (extrapolação), respectivamente. 

A área sombreada corresponde ao intervalo de confiança de 95%. No eixo “x” estão 

representados os valores de abundância e no eixo “y” os valores de cobertura amostral. 

 

  

Figura 30 - Compartilhamento de espécies de leveduras isoladas de amostras de solo 

coletadas em Itacoatiara -AM.  As espécies estão organizadas em relação à 

metodologia utilizada para o isolamento. 
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5.2.4 TESTES ENZIMÁTICOS E TESTE DE SOLUBILIZAÇÃO DE FOSFATO 

Os perfis de atividade enzimática extracelular dos isolados de levedura são mostrados 

na tabela 24. Os testes foram realizados para todos os singletos e para pelo menos um isolado 

de cada espécie obtido em cada sítio de coleta. As linhagens de Lipomyces não foram testadas. 

Duzentos e setenta e nove isolados de levedura foram testados, e 250 apresentaram atividade 

para pelo menos uma das enzimas testadas. Trinta e cinco isolados, pertencentes a 20 espécies, 

não foram capazes de produzir nenhuma enzima para degradar os substratos testados. A 

xilanase foi a atividade enzimática extracelular mais amplamente expressa (44,4% de todos os 

isolados testados), seguida pela pectinase (39,4%), esterase (36,56%), lipase (29,03%), protease 

(20,79%), tanase (20,79%), amilase (15,05%) e celulase (13,26%). Papiliotrema laurentii foi a 

única espécie capaz de produzir todas as enzimas testadas. A capacidade de solubilizar fosfato 

foi observada em 38,35% dos isolados. 

 

5.2.5 TESTE DE PREDAÇÃO POR LINHAGENS DE SACCHAROMYCOPSIS  

 Dois isolados de uma possível espécie nova de Saccharomycopsis foram testados quanto 

à sua capacidade de predar linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Ambos os isolados foram 

obtidos de amostras de solo coletadas no sítio “piquiá”.  Como alvo foram utilizadas linhagens 

de Saccharomyces cerevisiae originárias de dornas de fermentação de cachaça (CAY1007 e 

CAY1031) e uma linhagem selvagem, obtida de casca de árvore (UFMG-CM-Y7149). Todas 

as linhagens testadas como alvo foram susceptíveis à predação. A figura 31 mostra microscopia 

de interações predador-presa após 48 horas de incubação a 25 °C. Para todas as linhagens 

predadoras foram observados “pegs” de infecção dentro das células predadas. As células das 

linhagens alvo apresentam aparência colapsada, com volume reduzido e contornos irregulares.  
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Tabela 19 - Perfis de atividade enzimática extracelular dos isolados de levedura obtidos de amostras de solos coletadas em Itacoatiara -AM. 

Espécie 

N° de isolados 

testados AmA LipA EstA ProA XylA CelA PecA PhoA TanA 

Apiotrichum gamsii  2 2 0 0 0 2 2 0 0 1 

Apiotrichum laibachii  5 2 1 0 4 5 5 1 0 2 

Apiotrichum mycotoxinivorans  2 0 1 1 0 1 1 0 0 0 

Apiotrichum sp. 1 9 9 1 0 3 9 9 0 0 7 

Apiotrichum sp. 2 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 

Apiotrichum sporotrichoides  3 3 1 0 0 3 3 2 1 2 

Aureobasidium 4 3 1 1 1 3 1 2 0 0 

Candida albicans  3 0 2 3 0 0 0 1 3 0 

Candida cylindracea 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 

Candida flosculorum 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 

Candida ghanaensis  3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Candida leandrae  2 0 0 1 0 0 0 0 1 0 

Candida maltosa  2 0 2 2 0 0 0 0 0 0 

Candida melibiosica 3 0 1 0 0 0 0 0 1 0 

Candida natalensis  3 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

Candida nivariensis  1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Candida pseudointermedia  5 0 0 0 0 0 0 0 2 0 

Candida railenensis  3 0 1 0 0 1 0 0 3 0 

Candida sp. 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Candida sp. 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Candida sp. 3 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

Candida sp. 4 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Candida sp. 5 7 0 0 1 1 1 0 0 6 1 

Candida sp. 6 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 
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Espécie 

N° de isolados 

testados AmA LipA EstA ProA XylA CelA PecA PhoA TanA 

Candida sp. 7 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 

Candida tropicalis  4 0 2 4 0 3 0 0 3 0 

Clavispora sp. 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Clavispora sp. 2 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 

Coniochaeta luteorubra 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 

Cyberlindnera subsufficiens 3 0 0 0 1 0 0 1 0 0 

Diutina sp. 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

Diutina sp. 2 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 

Filobasidium sp.  2 0 1 2 2 0 1 1 1 0 

Galactomyces citri-aurantii 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

Galactomyces sp. 1  5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Galactomyces sp. 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Galactomyces sp. 3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Galactomyces sp. 4 3 0 0 0 0 0 3 0 0 0 

Geotrichum sp. 1 2 0 0 0 0 0 1 0 0 1 

Geotrichum sp. 2 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

Groenewaldozyma sp.  1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Haglerozyma chiarellii  2 0 1 2 0 2 0 2 0 0 

Hannaella sp.  2 0 1 0 0 1 0 1 2 0 

Hannaella zeae 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 

Kazachstania kunashirensis 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 

Kazachstania saulgeensis 3 0 0 0 0 1 0 0 3 0 

Kazachstania sp. 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Kazachstania unispora  2 0 0 0 0 0 0 0 2 0 

Kwoniella mangrovensis 4 1 0 0 1 4 1 3 2 1 

Martiniozyma asiatica  2 0 1 0 0 0 0 0 2 0 

Metahyphopichia laotica  1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
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Espécie 

N° de isolados 

testados AmA LipA EstA ProA XylA CelA PecA PhoA TanA 

Metschnikowia koreensis 2 0 0 2 2 0 0 1 2 0 

Metschnikowia sp. 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Metschnikowia sp. 2 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 

Metschnikowia sp. 3 2 0 0 1 0 1 0 0 2 1 

Meyerozyma caribbica 10 0 3 0 0 0 0 0 9 1 

Moesziomyces antarcticus  1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 

Moesziomyces aphidis 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 

Myriangium sp. 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 

Nakaseomyces sp.  14 0 0 1 0 1 0 0 14 0 

Papiliotrema flavescens 5 1 4 5 5 3 0 4 4 1 

Papiliotrema laurentii 34 11 13 30 14 33 3 30 6 21 

Papiliotrema ruineniae 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 

Papiliotrema sp. 1 2 0 0 2 2 2 2 2 0 1 

Papiliotrema sp. 2 3 0 2 3 1 1 0 1 1 3 

Papiliotrema sp. 3 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 

Papiliotrema sp. 4 2 0 2 2 2 1 0 1 1 0 

Papiliotrema sp. 5 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 

Papiliotrema terrestris 2 0 2 2 1 0 0 2 2 0 

Pichia manshurica 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

Pichia sp.  1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 

Pichia sporocuriosa  1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Pichia terricola  1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Rhodosporidiobolus ruineniae  3 0 1 3 0 1 0 3 0 0 

Rhodotorula alborubescens 8 1 0 0 2 1 0 8 1 0 

Rhodotorula mucilaginosa 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 

Saccharomycopsis sp.  2 0 0 0 1 1 0 2 2 0 

Saitozyma flava  1 1 0 1 0 1 0 1 1 0 
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Espécie 

N° de isolados 

testados AmA LipA EstA ProA XylA CelA PecA PhoA TanA 

Saitozyma podzolica 13 1 6 12 0 13 0 11 0 4 

Saturnispora diversa  1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Scheffersomyces amazonensis 3 0 1 0 0 0 0 0 2 0 

Schwanniomyces polymorphus  12 1 5 0 0 11 0 7 0 0 

Schwanniomyces sp.  1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 

Schwanniomyces vanrijiae  4 0 3 0 0 0 0 3 0 0 

Sugiyamaella smithiae  2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 

Sugiyamaella sp.  1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Torulaspora indica 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 

Torulaspora sp.  1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 

Tremella fuciformis 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

Tremella sp.  1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

Trichosporon asahii  1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 

Trichosporon insectorum 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

Vanderwaltozyma polyspora 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 

Vanrija humicola 4 0 3 4 3 1 1 1 0 0 

Wickerhamiella sp.  1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 

Wickerhamomyces sp.  1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 

Wickerhamomyces 

sydowiorum  2 1 0 1 2 2 0 0 2 2 

Xenoacremonium falcatus 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 

Yamadazyma sp. 1 4 0 1 0 2 1 0 1 0 0 

Yamadazyma sp. 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Yamadazyma sp. 3 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 

           

Total de linhagens 279                   

Total de linhagens positivas   42 81 102 58 124 37 110 107 58 
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Espécie 

N° de isolados 

testados AmA LipA EstA ProA XylA CelA PecA PhoA TanA 

Porcentagem de positivos no total de linhagens 

(%) 15,05 29,03 36,56 20,79 44,4 13,26 39,42 38,35 20,79 

           
CelA atividade de celulase (degradação de carboximetilcelulose), XylA atividade de xilanase, PrA atividade de protease, PecA 

atividade de pectinase, AmA atividade de amilase. PhoA Solubililação de fosfato, TanA atividade de tanase. 
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Figura 31 - Fotos de microscopia de campo claro de interações predador-presa entre linhagens 

da possível espécie nova de Saccharomycopsis e linhagens de Saccharomyces cerevisiae. 

Células colapsadas de Saccharomyces cerevisia estão marcadas com asteriscos (a, b, c) As setas 

indicam a presença de "pegs" de predação e haustórios no interior das células predadas (d, e, f).  

 

5.2.6 ESPÉCIES POSSIVELMENTE NOVAS ISOLADAS DE SOLOS COLETADOS EM 

ITACOATIARA – AM 

Por meio da metodologia de isolamento de leveduras por enriquecimento, 32 espécies 

possivelmente novas de leveduras foram isoladas das amostras de solo coletadas em Itacoatiara. 

Desse total, 26 pertencem ao Filo Ascomycota e seis ao filo Basidiomycota. Já entre as espécies 

obtidas através da metodologia de isolamento direto, há 16 espécies possivelmente novas (9 
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Ascomycota e 7 Basidiomycota). A maior parte das possíveis espécies novas é composta por 

singletos, isto é, espécies representadas por um único isolado. A tabela 25 apresenta os valores 

de identidade obtidos na comparação entre as sequências das espécies novas com sequências 

de linhagens tipo depositadas no GenBank. Os códigos de acesso dos depósitos das sequências 

genéticas dessas espécies possivelmente novas também estão discriminados na mesma tabela. 

Dentre as espécies possivelmente novas com mais de um isolado, cinco foram obtidas 

por meio das duas metodologias de isolamento utilizadas. Geotrichum sp. 1 é representada por 

13 isolados. Na comparação da sequência nucleotídica dos domínios D1/D2 do gene do RNA 

ribossomal há 12 substituições em relação à espécie descrita mais próxima (Galactomyces 

geotrichum = Geotrichum candidum). Geotrichum sp. 2 possui 10 isolados e está 

filogeneticamente mais próxima a G. europaeum, apresentando 14 substituições na comparação 

das sequências dos domínios D1/D2. Duas espécies possivelmente novas de Papiliotrema 

também foram isoladas pelas duas metodologias de isolamento utilizadas. Papiliotrema sp.1, 

repesentada por 2 isolados, possui cinco substituições na sequência dos domínios D1/D2 em 

relação a P. siamensis e seis substituições na comparação de sequências dos espaçadores ITS1-

5.8S-ITS2 em relação a P. erniciosus. Papiliotrema sp. 2 possui quatro isolados e a espécies 

descrita mais próxima é P. miconiae. Na comparação das sequencias dos domínios D1/D2 e 

ITS1-5.8S-ITS2 há nove e 13 substituições nucleotídicas, respectivamente, na comparação das 

sequências duas espécies. Doze isolados pertencem à possível espécie nova Yamadazyma sp.1. 

A espécie descrita mais próxima é C. vrieseae e há nove diferenças na comparação das 

sequências nucleotídicas dos domínios D1/D2 das duas espécies. 

 A possível espécie nova com maior número de isolados foi Nakaseomyces sp., com 34 

representantes. A espécie descrita mais próxima é Candida nivariensis e há 10 substituições 

nucleotídicas na comparação das sequências dos domínios D1/D2 das duas espécies. Candida 

sp. 5 possui 10 isolados. A espécie descrita mais próxima é C. thaimueangensis. Há 75 

diferenças na comparação das sequencias nucleotídicas dos domínios D1/D2 das duas espécies. 

Candida sp. 3, com três isolados, possui 75 substituições nucleotídicas na sequência dos 

domínios D1/D2 em relação à sequência da linhagem tipo de C. ruelliae. Candida sp. 2, com 

dois isolados, tem como espécies descrita mais próxima C. inulinophila. Há 65 substituições na 

comparação das sequências dos domínios D1/D2 das duas espécies. As outras possíveis 

espécies novas também com dois isolados são: Filobasium sp., Metschnikowia sp., 

Papiliotrema sp. e Saccharomycopsis sp. 
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Tabela 20 - Espécies possivelmente novas isoladas de solos coletados em Itacoatiara – AM: valores de identidade obtidos na comparação entre as 

sequências das espécies novas com sequências de linhagens tipo depositadas no GenBank. 

Espécie Código Região 

Depósito 

Genbank Espécie mais próxima Linhagem Genbank Identidade Gaps 

Candida sp. 1  UFMG-CM-

Y7109 D1/D2 OM321339 Candida entomophila NRRL Y-7783 NG_055237 
433/512(85%) 38/512(7%) 

Candida sp. 2  UFMG-CM-

Y7120 D1/D2 OM321352 Candida inulinophila 
NBRC 106735 

AB550104 
416/481(86%) 23/481(4%) 

Candida sp. 3  
UFMG-CM-

Y7127 D1/D2 OM321360 Candida ruelliae MTCC 7739 NG_064309 
416/491(85%) 22/491(4%) 

Candida sp. 4  
UFMG-CM-

Y7123 D1/D2 OM321356 Candida californica CBS:989 KY106378 
499/525(95%) 0/525(0%) 

Candida sp. 5  
UFMG-CM-

Y7098 D1/D2 OM321328 Candida thaimueangensis NRRL Y-27416 EF550231 
454/529(86%) 20/529(3%) 

Clavispora sp. 1  
UFMG-CM-

Y7160 _NL1   Candida pruni CBS 12814 NG_064321 
488/501(97%) 1/501(0%) 

Clavispora sp. 2  
UFMG-CM-

Y7161 D1/D2   Candida pseudointermedia CBS 6918 MK394147 
522/525(99%) 2/525(0% 

    ITS   Candida pseudointermedia CBS 6918 MK394147 360/376(96%) 2/376(0% 

Geotrichum sp. 1 
UFMG-CM-

Y7113 D1/D2 OM321344 Galactomyces geotrichum CBS 775.71 JN974280 
482/494(98%) 1/494(0%) 

Geotrichum sp. 2 
UFMG-CM-

Y7119 D1/D2 OM321351 Geotrichum europaeum CBS 866.68 NG_055387 
480/494(97%) 0/494(0%) 

Geotrichum sp. 3  
UFMG-CM-

Y7125 D1/D2 OM321358 Galactomyces pseudocandidus 

UCDFST 01-

150 MH130227 
470/480(98%) 0/480(0%) 

Groenewaldozyma 

sp.  

UFMG-CM-

Y7164 _NL1   Groenewaldozyma tartarivorans CBS 7955 NG_058300 
525/556(94%) 5/556(0%) 

Kazachstania sp.  
UFMG-CM-

Y7101 D1/D2 OM321331 Kazachstania yasuniensis CLQCA 20-132 NG_067774 
573/574(99%) 0/574(0%) 

    ITS   Kazachstania yasuniensis CLQCA 20-132 NR_160315 656/661(99%) 0/661(0% 
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Espécie Código Região 

Depósito 

Genbank Espécie mais próxima Linhagem Genbank Identidade Gaps 

Limtongozyma sp. 
UFMG-CM-

Y7105 D1/D2 OM321335 Limtongozyma cylindracea CBS:6330 KY106404 
478/489(98%) 0/489(0%) 

Metschnikowia  

UFMG-CM-

Y7124 D1/D2 OM321357 Candida bromeliacearum UNESP 99-64 AY193780 
315/347(91%) 14/347(4%) 

Nakaseomyces sp.  
UFMG-CM-

Y7116 D1/D2 OM321347 Candida nivariensis CBS 9983 MH545923 
560/570(98%) 0/570(0%) 

Pichia sp.  
UFMG-CM-

Y7123 D1/D2 OM321356 Candida californica CBS:989 KY106378 
534/560(95%) 0/560(0%) 

Saccharomycopsis 

sp.  

UFMG-CM-

Y6632 D1/D2 OM321353 Saccharomycopsis capsularis CBS:2520 KY109483 
492/530(93%) 4/530(0%) 

Schwanniomyces sp.  
UFMG-CM-

Y7126 D1/D2 OM321359 Schwanniomyces yamadae NRRL Y-11714 NG_054862 
488/538(91%) 6/538(1%) 

Sugiyamaella sp.  
UFMG-CM-

Y7114 D1/D2 OM321345 Sugiyamaella bonitensis 

UFMG-CM-

Y608 KT006004 
476/504(94%) 3/504(0%) 

Torulaspora sp.  
UFMG-CM-

Y7122 D1/D2 OM321355 Torulaspora franciscae CBS 2926 NG_055059 
509/540(94%) 7/540(1%) 

Wickerhamiella sp. 
UFMG-CM-

Y7121 D1/D2 OM321354 Wickerhamiella musiphila CBS 10697 NG_055366 
457/492(93%) 4/492(0%) 

Wickerhamomyces 

sp.  

UFMG-CM-

Y7099 D1/D2 OM321329 Pichia pijperi NBRC 102059 AB449695 
538/540(99%) 0/540(0%) 

Yamadazyma sp. 1  
UFMG-CM-

Y6633 D1/D2 OM321326 Candida vrieseae CBS 10829 NG_060833 
540/549(98%) 0/549(0%) 

Yamadazyma sp. 2  
UFMG-CM-

Y7115 D1/D2 OM321346 Candida songkhlaensis CBS:10791 KY106765 
503/510(99%) 0/510(0%) 

Yamadazyma sp. 3  
UFMG-CM-

Y7117 D1/D2 OM321348 Yamadazyma phyllophila DMKU RK548 NG_054772 
468/475(99%) 0/475(0%) 

Hannaella sp.  
UFMG-CM-

Y7102 D1/D2 OM321332 Hannaella taiwanensis BCRC 23252 NG_075174 
544/544(100%) 0/544(0%) 

 
ITS...        

Papiliotrema sp. 1  UFMG-CM-

Y7103 D1/D2 OM321333 Papiliotrema siamensis DMKU SP85 NG_060062 
542/547(99%) 0/547(0%) 
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Espécie Código Região 

Depósito 

Genbank Espécie mais próxima Linhagem Genbank Identidade Gaps 

    ITS OM480727 Papiliotrema perniciosus VKM Y-2905 NR_137653 475/481(99%) 1/481(0%) 

Papiliotrema sp. 2  
UFMG-CM-

Y7166 D1/D2   Papiliotrema miconiae CBS 8358 AF444698 
584/593(98%) 0/593(0%) 

    ITS   Papiliotrema miconiae CBS 8358 AF444387 482/495(97%) 3/495(0%) 

Papiliotrema sp. 3  
UFMG-CM-

Y7118 D1/D2 OM321350 Papiliotrema laurentii CBS:139 KY108739 
514/520(99%) 0/520(0%) 

Papiliotrema sp. 4  UFMG-CM-

Y6631 D1/D2 OM321349 Papiliotrema rajasthanensis CBS 10406 NG_058366 
529/535(99%) 0/535(0%) 

    ITS   Papiliotrema rajasthanensis CBS 10406 NR_155678 465/483(96%) 6/483(1%) 

Isolamento direto         

Candida sp. 6 
UFMG-CM-

Y7165 _NL1   Candida middelhoveniana CBS 12306 NG_060817 
364/385(95%) 5/385(1%) 

Diutina sp. 1  
UFMG-CM-

Y7106 D1/D2 OM321336 Diutina sipiczkii 

NCAIM 

Y.02231 MN219653 
400/461(87%) 13/461(2%) 

Diutina sp. 2  UFMG-CM-

Y7108 D1/D2 OM321338 Diutina siamensis DMKU-RE43  KT336715 
408/427(96%) 2/427(0%) 

Metschnikowia sp.  2 
UFMG-CM-

Y7163 _NL1   Metschnikowia koreensis CBS 8854 NG_058340 
386/474(81%) 14/474(2%) 

Metschnikowia sp.  3 
UFMG-CM-

Y7107 D1/D2 OM321337 Candida eppingiae CBS:8586 KY106433 
301/341(88%) 16/341(4%) 

Apiotrichum sp.  
UFMG-CM-

Y7112 D1/D2 OM321343 Apiotrichum dehoogii CBS 8686 NG_066149 
511/542(94%) 3/542(0%) 

Filobasidium sp. 
UFMG-CM-

Y6635 D1/D2 OM321340 Filobasidium mali CGMCC2.4012 MK050346 
574/574(100%) 0/574(0%) 

 
  ITS: OM480729 Filobasidium globosum CGMCC2.5680 MK050344 593/607(98%) 2/607(0%) 

     Filobasidium mali CGMCC2.4012 MK050346 581/610(95%) 11/610(1%) 

Papiliotrema sp.  5 
UFMG-CM-

Y7110 D1/D2 OM321341 Papiliotrema mangalensis CBS:10870 KY107130 
523/533(98%) 0/533(0%) 

Tremella sp.  
UFMG-CM-

Y7111 D1/D2 OM321342 Tremella globispora CBS 6972 AF189869 
510/524(97%) 1/524(0%) 
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5.2.7 MEIO SELETIVO PARA LEVEDURAS DO GÊNERO Lipomyces 

As oitenta amostras coletadas foram também inoculadas em meio seletivo contendo 

0,1% de cicloheximida com o objetivo de isolar leveduras do gênero Lipomyces. Por meio dessa 

metodologia foram obtidos 47 isolados de leveduras. Dentre as 20 amostras coletadas em cada 

sítio, leveduras do gênero Lipomyces foram isoladas de quatro amostras do “caru”, de seis 

amostras do “UFAM”, de 12 amostras do “piquia” e de 14 amostras do “TPI”.  Valores de UFC 

por grama de solo destas leveduras podem ser visualizados na figura 32. Os maiores valores de 

UFC/g foram observados nos sítios “piquia” (5,0 x 101 – 2,4 x 103) e “TPI” (5,0 x 101 – 1,1 x 

103). Já os menores valores foram obtidos nos sítios “caru” (5,0 x 101 - 2,0 x 102) e “UFAM” 

(5,0 x 101 – 7,5 x 102).  O sequenciamento dos domínios D1/D2 do gene do RNA ribossomal 

confirmou que todos esses isolados pertencem ao gênero Lipomyces. Contudo, apenas essa 

região não é capaz de diferenciar as espécies de Lipomyces, sendo necessário o sequenciamento 

dos espaçadores transcritos internos 1 e 2, e do gene do fator de elongação.  O apêndice G 

apresenta os resultados dos alinhamentos das sequências dos domínios D1/D2 e dos 

espaçadores ITS1-5.8S-ITS2 do gene do RNA ribossomal entre as espécies isoladas no trabalho 

e as linhagens tipo depositadas no GenBank. A Tabela 23 mostra os valores de identidade dos 

alinhamentos entre as sequências parciais do gene que codifica o fator de elongação EF1-α dos 

isolados obtidos com sequências de linhagens tipo depositadas no Genbank. Para 12 dos 

isolados não foi possível a amplificação dessa região gênica. A figura 33 apresenta árvore 

filogenética das espécies de Lipomyces, baseada em sequências parciais do gene que codifica o 

fator de elongação EF1-α. Essa árvore foi construída para posicionar filogeneticamente as 

espécies isoladas nesse trabalho. Apenas as espécies descritas de Lipomyces, que estão 

filogeneticamente próximas às espécies obtidas nesse trabalho (com base nas sequências dos 

domínios D1/D2 e ITS) estão representadas na árvore.  A partir da análise das sequências é 

possível distinguir 26 espécies possivelmente novas de Lipomyces. Para as linhagens em que as 

sequências do gene EF1-a não foi obtida, não foi possível a delimitação da espécie. Todas as 

possíveis espécies novas de Lipomyces estão posicionadas no clado de Lipomyces tetrasporus, 

L. yamadae, L. yarowii, L. kononenkoae, L. maratuensis e L. spencermartinsiae.  Para as 

possíveis espécies novas de Lipomyces foi realizado teste de indução de esporulação em meio 

V8, por até 15 dias, a 25 °C. A figura 34 mostra os esporos sexuais produzidos por algumas 

linhagens nas condições testadas. Os isolados de Lipomyces apresentaram perfil restrito de 

assimilação de compostos de carbono (tabela 24). A assimilação de maltose, D-manitol, D-

xilose, galactose, glicose, inulina, isopropanol, L-sorbose, melibiose, melizitose, rafinose, 

sacarose, salicina, sorbitol, succinato e xilitol foi positiva para mais de 50% dos isolados. 
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Nenhum isolado foi capaz de crescer em meio com 10% de NaCl, 50% de glicose e 1% de ácido 

acético; nem em meios com D-arabinose, DL-lactato, D-ribose, gluconato, glucosamina, 

hexadecano, L-raminose, metanol e N-acetilglucosamina como única fonte de carbono. 

Cinquenta e sete por cento dos isolados cresceu em meio com 0,1% de cicloheximida. Apenas 

dois isolados cresceram a 37°C e um deles cresceu também a 40 °C. 

Figura 32 - Valores de Unidades Formadoras de colônia (UFC) de leveduras totais do 

gênero Lipomyces, presentes em amostras de solo coletadas em Itacoatiara -AM. O eixo y 

representa os valores de UFC por grama de solo. 
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Figura 33 - Arvore filogenética construída a partir do alinhamento de sequências parciais do 

gene do EF1-alfa. A história evolutiva foi inferida usando o método Neighbor-Joining. Valores 

de bootstrap (50 replicatas) são mostrados ao lado dos ramos. As distâncias evolutivas foram 

calculadas pelo método de Tamura-Nei com uma distribuição gama (parâmetro de forma = 1). 

A análise envolveu 40 sequências nucleotídicas em um total de 896 posições no conjunto de 

dados final. As análises evolutivas foram realizadas no MEGA11 
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Figura 34 - Esporos sexuais produzidos por isolados de Lipomyces, após 7 dias de incubação, 

a 25 °C, em meio V8. 
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Tabela 21 -Valores de identidade dos alinhamentos entre as sequências parciais do gene que codifica o fator de elongação EF1-α dos isolados de 

Lipomyces obtidos com sequências de linhagens tipo depositadas no Genbank.  

Código Espécie descrita mais próxima Linhagem Acesso Genbank Identidade EF1- α Gaps 

LSA1.1 Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 AB747672 884/898(98%) 1/898(0%) 

  Lipomyces okinawensis NBRC:110620 LC202817 867/904(96%) 1/904(0%) 

LSA4.1 Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 AB747672 923/928(99%) 0/928(0%) 

  Lipomyces okinawensis NBRC:110620 LC202817 902/929(97%) 0/929(0%) 

LSA4.2 Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 AB747672 864/870(99%) 1/870(0%) 

  Lipomyces okinawensis NBRC:110620 LC202817 847/874(97%) 1/874(0%) 

LSA7.1 Lipomyces okinawensis NBRC:110620 LC202817 903/909(99%) 0/909(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 882/909(97%) 0/909(0%) 

LSA7.2 Lipomyces tetrasporus CBS 5910  DQ496134 801/824(97%) 0/824(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 800/824(97%) 0/824(0%) 

LSA9.1 Lipomyces okinawensis NBRC:110620 LC202817 759/786(97%) 3/786(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 751/786(96%) 3/786(0%) 

LSA12.1_f Lipomyces okinawensis NBRC:110620 LC202817 644/669(96%) 3/669(0% 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 637/669(95%) 3/669(0%) 

LSA10.1 Lipomyces tetrasporus CBS 5910  DQ496134 826/852(97%) 0/852(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 824/852(97%) 0/852(0%) 

LSA13.2 Lipomyces okinawensis NBRC:110620 LC202817 772/807(96%) 3/807(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 769/807(95%) 3/807(0%) 

LSA18.1 Lipomyces orientalis CBS 10300 AB747671 894/938(95%) 1/938(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910  DQ496134 848/873(97%) 0/873(0%) 

LSA21.1 Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747676 918/927(99%) 1/927(0%) 

  Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747677 907/927(98%) 1/927(0%) 

LSA25.1_f Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747676 693/715(97%) 0/715(0%) 
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Código Espécie descrita mais próxima Linhagem Acesso Genbank Identidade EF1- α Gaps 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747667 693/715(97%) 0/715(0%) 

LSA27.1 Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747676 894/921(97%) 1/921(0%) 

  Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747677 892/921(97%) 1/921(0%) 

LSA28.1 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747667 892/905(99%) 0/905(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 866/903(96%) 0/903(0%) 

LSA29.2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747667 913/924(99%) 0/924(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 890/924(96%) 0/924(0%) 

LSA30.1 Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747676 896/920(97%) 0/920(0%) 

  Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747677 895/921(97%) 0/921(0%) 

LSA32.1 Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747677 894/930(96%) 0/930(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747676 890/929(96%) 0/929(0%) 

LSA33.2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747667 913/925(99%) 0/925(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 891/926(96%) 0/926(0%) 

LSA35.1 Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747677 893/930(96%) 0/930(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747676 889/929(96%) 0/929(0%) 

LSA36.1 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747667 919/929(99%) 0/929(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 897/930(96%) 0/930(0%) 

LSA37.1 Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747676 919/927(99%) 0/927(0%) 

  Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747677 909/928(98%) 0/928(0%) 

LSA37.2 Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747677 855/896(95%) 0/896(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747676 853/896(95%) 0/896(0%) 

LSA42.1 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747667 915/928(99%) 1/928(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 892/929(96%) 1/929(0%) 

LSA46.2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747667 664/674(99%) 0/674(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 646/674(96%) 0/674(0%) 

LSA66.1_r Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747667 543/556(98%) 0/556(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747676 540/556(97%) 0/556(0%) 
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Código Espécie descrita mais próxima Linhagem Acesso Genbank Identidade EF1- α Gaps 

LSA70.1 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747667 689/698(99%) 0/698(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ496132 672/699(96%) 0/699(0%) 
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5.3 Comparação entre a comunidade de leveduras isoladas de solos coletados na RPPN 

Santuário do Caraça e a comunidade de leveduras isoladas de amostras de solo 

coletadas em Itacoatiara – AM. 

Em relação aos isolados de leveduras obtidos por metodologia de enriquecimento, 

comparando-se os diferentes locais de coleta, um maior número de espécies foi observado na 

comunidade de leveduras isolada na RPPN Santuário do Caraça (111 espécies.). Nesse local 

também foi coletado um maior número de amostras de solo (90 amostras, frente a 80 amostras 

coletadas em Itacoatiara). Pouco compartilhamento de espécies foi observado (figura 35) e 

apenas 17 espécies foram isoladas nos dois locais de coleta (Candida albicans, C. melibiosica, 

Candida sp. (próxima a C. inulinophila), Candida sp.  (próxima a C. californica), Candida sp. 

(próxima a C. thaimueangensis), Cyberlindnera subsufficiens, Kazachstania saulgeensis, 

Schwanniomyces polymorphus, Schwanniomyces vanrijiae, Sugiyamaella smithiae, 

Yamadazyma sp. (próxima a C. vrieseae), Apiotrichum laibachii, Papiliotrema flavescens, 

Papiliotrema laurentii, Papiliotrema sp. (próxima a P. fuscus), Papiliotrema sp. (próxima a P. 

laurentii)  e Saitozyma podzolica.  

 

Figura 35 - Compartilhamento de espécies entre as comunidades de leveduras isoladas de 

amostras de solo coletadas na RPPN Santuário do Caraça e em Itacoatiara – AM, por 

metodologia de enriquecimento em meio YNB + 8% de glicose. 
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6 DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

O grande número de espécies diferentes de leveduras recuperadas a partir das amostras 

de solo reforça a afirmativa de que habitats complexos (com maior diversidade de micro-

habitats) e pouco explorados podem abrigar grande número de espécies não descritas 

(YURKOV. et al., 2012). Ao contrário dos resultados obtidos em estudos de diversidade de 

leveduras de solos de climas temperados, a riqueza de espécies encontrada na comunidade de 

leveduras tanto da RPPN Serra do Caraça quanto em Itacoatiara - AM foi elevada. Apesar disso, 

as curvas de cobertura de amostra para as duas localidades, em todos os sítios de coleta, 

mostram que muitas espécies poderiam ainda ser descobertas com maior esforço amostral. 

Resultados sobre a dominância de leveduras Ascomycota ou Basidiomycota em 

amostras de solo são divergentes. Na maioria dos estudos de diversidade de leveduras de regiões 

de clima boreal e temperado, as leveduras basidiomicéticas são mais frequentes e abundantes 

(MAŠÍNOVÁ; YURKOV; BALDRIAN, 2018; YURKOV, 2017). Já para amostras de solos de 

regiões tropicais, nos principais estudos realizados no Brasil, há dominância de leveduras 

ascomicéticas (CARVALHO et al., 2013; MOREIRA et al., 2020; MOREIRA; VALE, 2018; 

SALGADO VITAL et al., 2002). Contudo, a maior parte desses estudos utilizam metodologias 

de isolamento baseadas em enriquecimento em meio líquido rico em glicose, o que pode 

favorecer o isolamento de algumas poucas espécies fermentadoras do Filo Ascomycota 

(YURKOV, 2017). Apesar disso, estudos baseados em métodos independentes de cultivo 

mostram dominância de ascomicetos em solos de floresta em regiões tropicais. Dunthorn et al.  

(2017) encontraram um percentual de 63,8% de reads (fragmentos de DNA) e 37% em OTU 

(Operational Taxonomic Unit = Unidade Taxonômica Operacional) de Saccharomycotina em 

amostras de solo em florestas tropicais em Costa Rica, Equador e Panamá. No presente trabalho, 

espécies de leveduras ascomicetas corresponderam a 66% do total de espécies na RPPN Serra 

do Caraça em Minas Gerais e 72% em Itacoatiara no Amazonas. Dunthorn et al. (2017) 

hipotetizaram que a grande predominância de leveduras ascomicetas em amostras de solos 

tropicais poderia ser explicada devido à condição de anoxia do solo em resultado às frequentes 

inundações causadas pelas altas taxas de precipitação típicas de regiões tropicais. Esse 

fenômeno causaria alterações na microbiota do solo e inclusive alteraria funções do ecossistema 

tais como ciclagem do carbono e nitrogênio. Essa frequente anoxia favoreceria formas 

unicelulares de fungos, principalmente quando açúcares simples estariam amplamente 

disponíveis pelo rápido turnover do carbono do solo. Uma outra hipótese levantada pelos 

autores é a de que, considerando o  arranjo vertical das florestas, dos solos às copas das árvores, 
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a presença de outros habitats nas florestas tropicais tais como as inúmeras flores e frutos  em 

diferentes estágios de maturação, folhas de plantas, talos de liquens e madeira em decomposição 

etc., representam inúmeros nichos ecológicos para o crescimento e promoção de fungos 

unicelulares e esses seriam transportados para o solo por meio das frequentes chuvas 

características dessas regiões.  

Sobre a distribuição das comunidades em relação aos gêneros de leveduras, os gêneros 

mais frequentes em ambas as regiões estudadas (Apiotrichum, Papiliotrema, Schwanniomyces, 

Nakaseomyces, Saitozyma e espécies atribuídas a Candida já foram relatados em solos de 

floresta (CECILIA MESTRE et al., 2011; GLUSHAKOVA et al., 2017; GLUSHAKOVA; 

KACHALKIN; CHERNOV, 2015; SLÁVIKOVÁ; VADKERTIOVÁ, 2000; YURKOV, A. 

M.; KEMLER; BEGEROW, 2012; YURKOV, 2018; YURKOV et al., 2016). Os maiores 

valores de riqueza e diversidade de leveduras foram observados na comunidade da RPPN Serra 

do Caraça. A realização de coletas em diferentes épocas do ano nessa localidade (frente a uma 

única coleta realizada em Itacoatiara) seria uma possível explicação para essa diferença. Além 

disso, a Serra do Caraça está localizada em uma zona de transição (ecótono) entre Cerrado e 

Mata Atlântica, e a influência da flora e fauna desses dois biomas pode ter impactado 

positivamente nos índices de riqueza e diversidade obtidos para a comunidade de leveduras 

isoladas.  

O uso de diferentes metodologias de isolamento (direto e enriquecimento), aliado ao uso 

de diferentes temperaturas de isolamento também teve impacto nos valores de diversidade 

obtidos nas comunidades estudadas. Em todas as coletas, grande número de espécies foi 

exclusivamente isolada em cada uma das temperaturas testadas, e ao combinar toda a riqueza 

de espécies isoladas nas três temperaturas, altos valores de riqueza e diversidade foram obtidos 

nos locais de coleta. Em particular, a temperatura de isolamento de 35°C teve influência 

estatisticamente significativa na diversidade beta observada nas comunidades. Esse evento pode 

ser explicado pela unicidade da composição de espécies das comunidades isoladas nessa 

temperatura, uma vez que é bastante restritiva para o crescimento de leveduras. De maneira 

geral, essas comunidades apresentaram baixa riqueza e diversidade de espécies; fatores que, 

aliados à singularidade da composição de espécies dessas comunidades, fazem com que a 

comunidade isolada nessa temperatura aumente os valores de diversidade beta dos locais de 

coleta. O mesmo ocorreu com as diferentes metodologias de isolamento (isolamento direto 

versus enriquecimento) com a comunidade de leveduras isolada de Itacoatiara. Na análise em 

que foi feita a comparação dos valores de diversidade das comunidades obtidas pelas duas 
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metodologias, observou-se diferença significativa entre as duas metodologias. Nesse caso, uma 

maior diversidade foi obtida com metodologia de isolamento por enriquecimento. O uso de 

outros meios para o isolamento também impactou positivamente o valor de diversidade obtido. 

Espécies de Lipomyces, tidas como residentes permanentes do solo e de distribuição 

cosmopolita (BOTHA, 2011) apenas foram isoladas a partir do uso de meio seletivo (YCB + 

0,1% de cicloheximida), apesar de estarem presentes em 36 das oitenta amostras coletadas.  

A metodologia utilizada para o isolamento teve grande influência na identidade das 

linhagens de leveduras isoladas. Em Itacoatira, onde todas as amostras foram processadas nas 

duas metodologias, no isolamento pela técnica de espalhamento em placa de diluições de 

suspensões das amostras de solo (isolamento direto) ocorreu predomínio de espécies de 

Basidiomycota (67%). Quando utilizada a metodologia de enriquecimento, 72% das espécies 

recuperadas foram do filo Ascomycota. Para os diferentes sítios de coleta, os valores de riqueza 

e diversidade foram muito menores em comparação aos obtidos pelo isolamento por 

enriquecimento. O número de espécies possivelmente novas também foi bem menor na 

metodologia de isolamento direto (15, em comparação a 30 pelo enriquecimento). Para estudos 

de diversidade de leveduras de filoplano conduzidos na Tailândia,  Limtong et al., (2017) 

observaram que o uso de metodologia de enriquecimento favorece o isolamento de um pequeno 

grupo de ascomicetos. A incubação em temperaturas mais elevadas (30 ± 2 °C) também 

favorece o isolamento de maior proporção de leveduras ascomicéticas em comparação ao maior 

número de basidiomicetos isolados quando o isolamento de leveduras é realizado com meios 

incubados a 25 °C. Em estudo de diversidade de leveduras isoladas de substratos naturais ao 

longo do continente estadunidense, Spurley et al., (2021) notaram forte influência da 

temperatura de incubação no Filo das leveduras recuperadas.  Dentre as espécies isoladas a 4 

°C, todas foram do Filo Basidiomycota e todas do gênero Mrakia. Já para a temperatura de 

isolamento de 10 °C, cinco OTUs - quatro dos quais Basidiomycota -, foram significativamente 

associados (Cystofilobasidium capitatum, Mr. gelida, Mrakia spp,  Cu. cygneicollum e C. sake, 

a única espécie Ascomycota). Para a temperatura de isolamento de 30 ° C, foi encontrada uma 

associação significativa para as espécies Kluyveromyces marxianus, L. kluyveri, C. 

pseudolambica, Torulaspora delbrueckii e espécies do complexo Mets. pulcherrima. Já para a 

temperatura de isolamento de 25 °C nenhuma associação estatisticamente significativa foi 

encontrada. Sendo assim, de acordo com os autores, isolamento a baixas temperaturas ( 4 e 10 

°C) favorece o isolamento de espécies Basidiomycota e temperaturas de isolamento mais 

elevadas (30 °C) favorece o isolamento de espécies de Saccharomycotina.  
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Em ambas as regiões estudadas, a maior parte das comunidades foi composta por 

singletos (espécies com apenas um isolado) e espécies exclusivamente isoladas em um só ponto 

de coleta ou em apenas uma das temperaturas de isolamento testadas. A análise de partição da 

diversidade mostrou altas taxas de substituição de espécies (turnover) e baixo 

compartilhamento (aninhamento), o que significa que ocorreu grande substituição de espécies 

entre os pontos de coleta, mas sem diminuição da diversidade. Yurkov et al.  (2016), em estudo 

de diversidade de leveduras do solo conduzido no Parque Natural da Arrábida (Portugal), 

observaram uma distribuição irregular da riqueza de espécies de leveduras entre os locais de 

amostragem, e consideraram que a distribuição da riqueza de leveduras no solo é fragmentada, 

com baixa riqueza ao se considerar individualmente um sítio de coleta, mas altos índices de 

diversidade aos se considerar todos os pontos de coleta da região como um todo. Devido à 

heterogeneidade dos solos, é de se esperar que a abundância e a riqueza de espécies de leveduras 

sejam desigualmente distribuídas e apresentem uma variação temporal relativa às condições 

ambientais (como por exemplo manejo do solo, precipitação, variações climáticas, influência 

de plantas e animais etc.), que estão em constante mudança (BOTHA, 2006; SLÁVIKOVÁ; 

VADKERTIOVÁ, 2000, 2003). Esse comportamento na distribuição da riqueza das espécies 

de leveduras também foi observado em escala temporal, ao longo das seis diferentes coletas 

realizadas na RPPN Santuário do Caraça, onde ocorreu baixo compartilhamento de espécies 

quando comparadas as seis coletas realizadas. Um número mais baixo de riqueza de espécies 

foi observado ao se considerar cada coleta individualmente (média de 33 espécies por coleta), 

em comparação ao total de 111 espécies obtidas no somatório das seis coletas. Apesar dos 

valores de riqueza e diversidade (Shannon e Simpson) não variarem muito entre as coletas, o 

grande número de espécies exclusivamente isoladas em cada coleta mostra a importância de 

múltiplas coletas para a determinação da biodiversidade. 

O grande número de possíveis espécies novas encontradas em ambas as regiões 

estudadas mostra o quanto a diversidade de leveduras associadas ao solo é pouco estudada. Por 

exemplo o isolamento de 38 isolados da possível espécie nova Candida sp.1 (clado C. 

thaimueangensis) nas duas regiões de coleta (separadas por aproximadamente 2.600 Km; 

Caraça e Itacoatiara) em diferentes temperaturas e metodologias de isolamento é uma forte 

evidência de que esta espécie esteja distribuída pelo território brasileiro e ocupe um nicho 

ecológico semelhante nestes solos. Todos os isolados de Lipomyces obtidos representam 

possíveis espécies novas. Apesar disso, poucas espécies de leveduras do gênero Lipomyces já 

foram isoladas de amostras de solo coletadas no Brasil (MOREIRA; VALE, 2018; SALGADO 
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VITAL et al., 2002). A metodologia de isolamento pode ser o principal fator militante para a 

obtenção de linhagens de Lipomyces a partir de amostras do solo. O uso de meios de cultura 

sem fontes de nitrogênio acrescido de 0,1% de cicloheximida é sugerido por NAGANUMA et 

al., (1999)  para o isolamento de Lipomyces e espécies relacionadas (Mixozyma e Badjevia). 

Este é o primeiro relato na literatura do uso de tal metodologia para o isolamento de espécies 

de Lipomyces a partir de amostras de solo coletadas no Brasil. 

Neste estudo foi testada a capacidade das leveduras de produzir enzimas extracelulares, 

incluindo celulases, xilanase, pectinase, amilase, protease e lipase. Duzentos e cinquenta dos 

279 isolados de levedura exibiram produção de pelo menos uma enzima extracelular. 

JAIBOON et al., (2016) mostraram que todas as 65 linhagens de levedura associadas à floresta 

de turfa na Tailândia produziram pelo menos uma enzima extracelular. A capacidade de 

produzir enzimas hidrolíticas (celulases, xilanases e pectinases) permite que as linhagens de 

leveduras participem diretamente da decomposição do material vegetal (CADETE; LOPES; 

ROSA, 2017)  

A atividade enzimática foi avaliada para leveduras de solo coletadas no ecossistema do 

Cerrado por CARVALHO et al., (2013), onde a atividade de xilanase e celulase foi detectada 

em 7,8% e 5,8% do total de linhagens testadas, respectivamente, e esterase foi a atividade 

enzimática mais expressa. No presente trabalho, xilanase e pectinase foram as atividades 

enzimáticas mais expressas (44.4 e 39,4 %, respectivamente). A esterase foi produzida por 

36,5% dos isolados, sendo a 4ª atividade enzimática mais expressa. Papiliotrem laurentii foi a 

única espécie capaz de produzir todas as enzimas testadas. O perfil de atividade enzimática 

apresentado por P. laurentii provavelmente confere a esta espécie uma vantagem ecológica na 

colonização do solo, uma vez que essa também foi a única espécie isolada de todos os locais de 

coleta por metodologia de isolamento direto.  

Microrganismos que são capazes de solubilizar o fósforo desempenham um papel na 

promoção do crescimento e produtividade das plantas, aumentando sua disponibilidade no solo 

(FANKEM et al., 2006; FU et al., 2016). O fósforo é um dos nutrientes mais importantes na 

limitação da produção vegetal e, apesar de ser ampla e abundantemente distribuído no solo em 

suas formas inorgânica e orgânica, muitos solos em todo o mundo são deficientes em fósforo 

(XIAO et al., 2013). Muitos microrganismos do solo, particularmente aqueles que colonizam a 

rizosfera das plantas, são capazes solubilizar fosfatos inorgânicos insolúveis através da 

produção de ácidos orgânicos, fosfatases ou outros agentes complexos., tornando-os 

disponíveis para as raízes das plantas (HAYAT et al., 2010). A solubilização in vitro do fosfato 
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já foi observada em algumas espécies de leveduras, tais como Candida railenensis, Clavispora 

lusitaniae, Meyerozyma guilliermondii, Symmetrospora coposmae (Sarabia et al., 2018); 

Candida tropicalis, Geotrichum candidum, G. capitatum, Rhodothorula minuta e R. rubra (Al-

Falih, 2005). No presente trabalho, a capacidade de solubilizar fosfato foi observada em 38,35% 

dos isolados; em destaque, 14 dos 14 isolados testados da espécie Nakaseomyces sp; nove dos 

10 isolados de M. caribbica e seis dos sete isolados testado de Candida sp.5 foram capazes de 

solubilizar fosfato, o que pode indicar um possível papel ecológico desses microrganismos no 

solo.  

As análises de diversidade beta avaliam as diferenças observadas na composição de 

espécies entre as comunidades estudadas. No presente trabalho foram calculadas as taxas de 

turnover (que mede a substituição de espécies entre os pontos de coleta) e as taxas de 

aninhamento (que mede a perda de espécies entre os locais). Em ambas as comunidades 

estudadas observou-se as altas taxas de turnover e o pouco aninhamento de espécies. Isso 

significa que houve grande variação na composição da comunidade entre os pontos de coleta, 

mas sem perda de riqueza e diversidade de espécies. Mais estudos são necessários para se 

determinar se essa variação na composição de espécies está relacionada à influência de fatores 

ambientais (precipitação, características do solo etc.) ou se essa diferença na composição de 

espécies de leveduras na comunidade é devida às espécies transitórias (originárias de material 

vegetal e de atividade de animais). Estudos para a determinação do papel ecológico dessas 

espécies no ambiente poderiam fornecer evidências necessárias para determinar se essas são 

verdadeiramente pedobiontes (adaptadas a viver no solo).  
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7 CONCLUSÕES 

Os solos da RPPN Santuário do Caraça e de Itacoatira – AM abrigam comunidades de leveduras 

com alta diversidade e riqueza de espécies, além de serem fonte de espécies de leveduras ainda 

não descritas pela ciência. Apesar disso, há poucos estudos na literatura sobre a diversidade de 

levedura em solos brasileiros. 

A diversidade de leveduras no solo pode refletir a diversidade de leveduras presentes no 

ambiente uma vez que elas podem ser carreadas para o solo a partir de outros substratos que 

compõem o ecossistema (tais como folhas de plantas, frutas, flores e madeira, animais etc.). 

Dessa maneira, o desmatamento e fragmentação dos habitats pode influenciar a diversidade de 

leveduras encontrada nos solos. Estudos futuros devem preferencialmente ser realizados em 

habittas naturais ou pouco manejados.   

O uso de diferentes temperaturas para o isolamento de leveduras, assim como diferentes 

metodologias, meios de cultivo e a realização de múltiplas coletas impactaram positivamente 

os valores de riqueza e diversidade das comunidades de leveduras recuperadas de amostras de 

solo no presente estudo. Como a riqueza de espécies em amostras de solo parece estar 

fragmentada, é importante um bom planejamento de amostragem e de metodologia de 

isolamento para a avaliação da biodiversidade nesse substrato.  

A espécie Phaffia brasiliana sp. nov. foi descrita com base em isolados obtidos na RPPN 

Santuário do Caraça. Esse é o primeiro relato do isolamento de uma espécie desse gênero em 

ambiente tropical. A região da Serra do Caraça apresenta temperatura média anual baixa (em 

torno de 20 °C) e essa característica do ambiente, aliada à capacidade de P. brasiliana de crescer 

a 30-32°C são possíveis razões para explicar a presença de tal espécie nesse ecossistema.  

Há grande diversidade de espécies de Lipomyces nos solos brasileiros. Contudo, é necessária a 

utilização de meio de cultura específico para o isolamento desses microrganismos.  

Leveduras isoladas a partir de amostra de solo têm potencial aplicação biotecnológica como 

produção de enzimas, mineralização de composto insolúveis e uso como controle biológico. 

Um total de 968 isolados de leveduras obtidos nesse estudo está depositado na Coleção de 

Microrganismos e Células da UFMG e disponível para futuros estudos, tanto ecológicos como 

de aplicações biotecnológicas.   
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APÊNDICE B Tabela com os valores par-a-par de turnover, aninhamento e 

dissimilaridade entre os sítios de coleta da RPPN Santuário do Caraça. 
  

alagado campo 

Turnover campo 0,69 
 

mata 0,76 0,76 

Aninhamento campo 0,07 
 

mata 0,01 0,04 

Dissimilaridade 

Jaccard 

campo 0,76 
 

mata 0,77 0,81 
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APÊNDICE C Tabela com os valores par-a-par de turnover, aninhamento e 

dissimilaridade entre as seis coletas realizadas na RPPN Santuário do Caraça. 
  

c1 c2 c3 c4 c5 

Turnover  c2 0,762 
    

c3 0,696 0,791 
   

c4 0,776 0,870 0,828 
  

c5 0,776 0,844 0,640 0,833 
 

c6 0,750 0,844 0,667 0,814 0,691 

Aninhamento c2 0,021 
    

c3 0,024 0,033 
   

c4 0,021 0,021 0,003 
  

c5 0,024 0,028 0,014 0,003 
 

c6 0,028 0,028 0,013 0,003 0,000 

Dissimilaridade 

Jaccard 

c2 0,783 
    

c3 0,720 0,824 
   

c4 0,796 0,891 0,831 
  

c5 0,800 0,873 0,654 0,836 
 

c6 0,778 0,873 0,679 0,817 0,691 
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APÊNDICE D Tabela com os valores de SCBD para as espécies de leveduras isoladas do 

solo da RPPN Santuário do Caraça. Apenas espécies cujos valores foram superiores à 

média estão listadas.  

ESPECIE SCBD 

Cand_solani 0,040533780 

Kazac_saulgeensis,serrab 0,036327440 

Pap_flavescens 0,026142900 

Cand_melibiosica 0,022961841 

Api_porosum 0,021365697 

Cyber_subsufficiens 0,021073482 

Rh_mucilaginosa 0,020676419 

Pap_laurentii 0,020613303 

Cand_albicans 0,019504523 

Rh_nothofagi,C,_pallid 0,018023528 

Hans_uvarum 0,017091058 

Kazac_sp1 0,017091058 

Schwan_polymorphus 0,016659496 

Hans_uvarum,clermon 0,015671334 

Conio_angustispora 0,015240664 

Kurtz_sp1 0,015040590 

Kod_ohmeri 0,014459571 

Rh_glutinis 0,014459571 

Rh_toruloides 0,014224434 

Cand_sp2 0,013786575 

Pic_kluyveri 0,012204509 

Cand_sp1 0,010852539 

Phaffia_sp1 0,010841576 

Naka_sp 0,010405711 

Cand_pseudolambica 0,010376296 

Kazac_exigua 0,010376296 

Meyer_carib,carp,guil 0,010376296 

Zygot_florentina 0,010376296 

Cand_glabrata 0,010027060 

Nakazaw_ishiwadae 0,010027060 

Pleuro_richardsiae 0,010027060 

Kazac_turicensis,bulderi 0,009878268 

Cand_boidinii 0,009737197 

Pleuro_bogoriensis 0,009061491 

Satur_silvae 0,009061491 

média 0,008849558 
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APÊNDICE E Tabela com os valores par-a-par de turnover, aninhamento e 

dissimilaridade entre os sítios de coleta de Itacoatiara - AM. 
  

"caru" "piquia" "TPI" 

Turnover "piquia" 0,71 
  

"TPI" 0,81 0,81 
 

"UFAM" 0,53 0,78 0,77 

Aninhamento "piquia" 0,13 
  

"TPI" 0,02 0,09 
 

"UFAM" 0,19 0,02 0,10 

Dissimilaridade 

Jaccard 

"piquia" 0,83 
  

"TPI" 0,83 0,90 
 

"UFAM" 0,72 0,80 0,87 
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APÊNDICE F Tabela com os valores de SCBD para as espécies de leveduras isoladas do 

solo coletado em Itacoatiara- AM. Apenas espécies cujos valores foram superiores à 

média estão listadas. 

Espécie SCBD 

Papilio_laurentii 0,104956710 

Naka_sp 0,050581201 

Mey_car_carp_guilli 0,048748988 

C_tropicalis 0,044865821 

Saito_podzolica 0,043818769 

Rh_mucil_Rh_albo 0,036407438 

Yamadazyma_sp1 0,032303391 

Kwo_mangrovensis 0,028731236 

Schwan_polymorphus 0,028347602 

Apiotrichum_sp 0,027666349 

C_pseudointermedia 0,021151461 

Api_sporotrichoides 0,020510089 

Kaz_saulg_serra 0,017946328 

Galact_sp1 0,017007353 

Aureobasidium 0,016681558 

Galact_sp2 0,016201701 

C_railenensis 0,014541638 

Kaz_unispora 0,013459746 

Cyber_subsufficiens 0,013218649 

Geotr_sp1 0,012306054 

Schef_amazonensis 0,012306054 
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APÊNDICE G Valores de identidade e gaps das sequências dos domínios D1/D2 e ITS entre as linhagens de Lipomyces isolados e as 

linhagens tipo. 

Isolado Região Espécie Linhagem Acesso Genbank 
Identidade 
D1/D2 Gaps 

LSA1.1 D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  539/543(99%) 0/543(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 537/543(99%) 0/543(0%) 

  Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 537/543(99%) 0/543(0%) 

 ITS Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 511/518(99%) 2/518(0%) 

    Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 511/518(99%) 2/518(0%) 

LSA2.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  547/548(99%) 0/548(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 545/548(99%) 0/548(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 545/548(99%) 0/548(0%) 

 ITS Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 482/496(97%) 1/496(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 482/496(97%) 1/496(0%) 

    Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 480/494(97%) 3/494(0%) 

LSA4.1  D1/D2 Lipomyces spencermartinsiae  CBS 5608  AB747658.1  534/536(99%) 0/536(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 533/536(99%) 0/536(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 531/536(99%) 0/536(0%) 

 ITS Lipomyces spencermartinsiae  CBS 5608  NR_138181.1 504/508(99%) 3/508(0%) 

    Lipomyces kononenkoae  CBS:2514 AB614132.1 504/508(99%) 3/508(0%) 

LSA4.2  D1/D2 Lipomyces spencermartinsiae  CBS 5608  AB747658.1  571/574(99%) 0/574(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NG_055384.1 576/582(99%) 0/582(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  570/574(99%) 0/574(0%) 

 ITS Lipomyces spencermartinsiae  CBS 5608  NR_138181.1 518/521(99%) 2/521(0%) 

    Lipomyces kononenkoae  CBS:2514 AB614132.1 518/521(99%) 2/521(0%) 

LSA6.1 D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 550/551(99%) 0/551(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 548/551(99%) 0/551(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NG_055384.1 548/551(99%) 0/551(0%) 

    Lipomyces mesembrius CBS 7661 AB747656.1 547/551(99%) 0/551(0%) 
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Isolado Região Espécie Linhagem Acesso Genbank 
Identidade 
D1/D2 Gaps 

LSA7.1  D1/D2 Lipomyces okinawensis  NBRC 110620  NG_060358.1 533/536(99%) 0/536(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 529/536(99%) 0/536(0%) 

 ITS Lipomyces okinawensis  NBRC 110620  NR_155341.1 490/493(99%) 0/493(0%) 

  Lipomyces yarrowii CBS 7557 JN943159.1 484/499(97%) 2/499(0%) 

    Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 483/498(97%) 1/498(0%) 

LSA7.2 D1/D2 Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 549/554(99%) 0/554(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NG_055384.1 549/554(99%) 0/554(0%) 

  Lipomyces orientalis CBS 10300 AB747657.1 546/550(99%) 1/550(0%) 

 ITS Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 488/503(97%) 4/503(0%) 

    Lipomyces orientalis CBS 10300 NR_137648.1 485/503(96%) 4/503(0%) 

LSA9.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 518/519(99%) 0/519(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 517/518(99%) 0/518(0%) 

  Lipomyces mesembrius CBS 7661 AB747656.1 516/518(99%) 0/518(0%) 

  Lipomyces doorenjongii CBS 7542 AB747650.1 516/518(99%) 0/518(0%) 

  Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 514/515(99%) 0/515(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NG_055384.1 516/518(99%) 0/518(0%) 

 ITS Lipomyces spencermartinsiae  CBS 5608  NR_138181.1 494/508(97%) 1/508(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS:2514 AB614132.1 494/508(97%) 1/508(0%) 

    Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 494/509(97%) 4/509(0%) 

LSA10.1  D1/D2 Lipomyces orientalis CBS 10300 NG_058332.1 545/549(99%) 1/549(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 543/548(99%) 0/548(0%) 

  Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 543/548(99%) 0/548(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 543/548(99%) 0/548(0%) 

  ITS Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 490/504(97%) 4/504(0%) 

LSA12.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  558/560(99%) 0/560(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 556/560(99%) 0/560(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 556/560(99%) 0/560(0%) 

 ITS Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 506/520(97%) 1/520(0%) 
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Isolado Região Espécie Linhagem Acesso Genbank 
Identidade 
D1/D2 Gaps 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 506/520(97%) 1/520(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 506/521(97%) 4/521(0%) 

LSA12.2  NL1 Lipomyces kononenkoae  CBS:8113  KY108299.1  491/491(100%) 0/491(0% 

 LSA13.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  544/545(99%) 0/545(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 542/545(99%) 0/545(0% 

    Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 542/545(99%) 0/545(0%) 

LSA13.2  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  561/562(99%) 0/562(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 559/562(99%) 0/562(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 559/562(99%) 0/562(0%) 

 ITS Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 513/528(97%) 1/528(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 513/528(97%) 1/528(0%) 

    Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 513/529(97%) 4/529(0%) 

LSA16.1  D1/D2 Lipomyces orientalis CBS 10300 NG_058332.1 565/569(99%) 1/569(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 565/570(99%) 0/570(0%) 

  Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 564/569(99%) 0/569(0%) 

 ITS Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 364/377(97%) 3/377(0%) 

  Lipomyces orientalis CBS 10300 NR_137648.1 363/377(96%) 3/377(0%) 

    Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 360/377(95%) 3/377(0%) 

LSA18.1 D1/D2 Lipomyces orientalis CBS 10300 NG_058332.1 570/574(99%) 1/574(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 569/574(99%) 0/574(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 568/573(99%) 0/573(0%) 

 ITS Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 496/511(97%) 4/511(0%) 

  Lipomyces orientalis CBS 10300 NR_137648.1 496/515(96%) 5/515(0%) 

    Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 490/515(95%) 7/515(1%) 

LSA20.2   Lipomyces kononenkoae  CBS:2514  KY108298.1  488/489(99%) 0/489(0%) 

  Lipomyces starkeyi  NRRL Y-11557  JQ689072.1  486/489(99%) 0/489(0%) 

    Lipomyces tetrasporus  CBS 5910  NG_055384.1  486/489(99%) 0/489(0%) 
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Isolado Região Espécie Linhagem Acesso Genbank 
Identidade 
D1/D2 Gaps 

LSA21.1  D1/D2 Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747662.1 544/545(99%) 0/545(0%) 

  Lipomyces yarrowii CBS 7557 NG_055386.1 544/545(99%) 0/545(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  537/538(99%) 0/538(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 536/539(99%) 0/539(0%) 

 ITS Lipomyces yamadae CBS 7532 NR_136955.1 491/492(99%) 0/492(0%) 

  Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 481/494(97%) 2/494(0%) 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 477/494(97%) 4/494(0%) 

LSA25.1= 
LSA31.1= 
LSA46.1 

D1/D2 Lipomyces yarrowii  CBS 7557  NG_055386.1  517/518(99%) 0/518(0%) 

 Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747662.1 515/518(99%) 0/518(0%) 

 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  515/518(99%) 0/518(0%) 

 ITS Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 478/481(99%) 0/481(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 NR_136955.1 483/495(98%) 3/495(0%) 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 481/496(97%) 4/496(0%) 

LSA27.1 
=LSA27.2 

D1/D2 Lipomyces yarrowii  CBS 7557  NG_055386.1  510/510(100%) 0/510(0%) 

 Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747662.1 508/510(99%) 0/510(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  507/509(99%) 0/509(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 507/510(99%) 0/510(0%) 

  Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 507/510(99%) 0/510(0%) 

 ITS Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 474/474(100%) 0/474(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 NR_136955.1 463/475(97%) 3/475(0%) 

    Lipomyces okinawensis  NBRC 110620  NR_155341.1 461/475(97%) 2/475(0%) 

LSA28.1 
=LSA28.2 

D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS:8113  KY108299.1  487/488(99%) 0/488(0%) 

ITS Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 512/515(99%) 0/515(0% 

  Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 494/516(96%) 5/516(0%) 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 493/516(96%) 4/516(0%) 

LSA29.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 545/550(99%) 0/550(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 545/550(99%) 0/550(0%) 

  Lipomyces mesembrius CBS 7661 AB747656.1 544/550(99%) 0/550(0%) 
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Isolado Região Espécie Linhagem Acesso Genbank 
Identidade 
D1/D2 Gaps 

 ITS Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 497/516(96%) 4/516(0%) 

   Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 498/517(96%) 5/517(0%) 

LSA29.2  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  570/571(99%) 0/571(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 570/573(99%) 0/573(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 568/571(99%) 0/571(0%) 

  Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 566/569(99%) 0/569(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NR_077108.1 566/569(99%) 0/569(0%) 

 ITS Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 513/515(99%) 1/515(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 497/516(96%) 6/516(1%) 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 496/516(96%) 5/516(0%) 

 LSA30.1  D1/D2 Lipomyces yarrowii  CBS 7557  NG_055386.1  539/539(100%) 0/539(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747662.1 537/539(99%) 0/539(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  534/538(99%) 0/538(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 534/538(99%) 0/538(0%) 

 ITS Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 505/505(100%) 0/505(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 507/519(98%) 3/519(0%) 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 503/520(97%) 4/520(0% 

LSA32.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 KY108299.1  486/491(99%) 0/491(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 531/536(99%) 0/536(0%) 

  Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 531/536(99%) 0/536(0%) 

 ITS Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 504/523(96%) 4/523(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 504/523(96%) 5/523(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 504/523(96%) 5/523(0%) 

LSA33.2  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 569/570(99%) 0/570(0%) 

  Lipomyces tetrasporus CBS 5910 NG_055384.1 568/571(99%) 0/571(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 567/570(99%) 0/570(0%) 

  Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 565/568(99%) 0/568(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ518980.1 565/568(99%) 0/568(0%) 
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Isolado Região Espécie Linhagem Acesso Genbank 
Identidade 
D1/D2 Gaps 

 ITS Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 509/510(99%) 0/510(0%) 

  Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 492/509(97%) 4/509(0%) 

    Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 493/511(96%) 5/511(0%) 

LSA35.1 D1/D2 Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747662.1 526/531(99%) 0/531(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 526/531(99%) 0/531(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 526/531(99%) 0/531(0%) 

  Lipomyces yarrowii  CBS 7557  NG_055386.1  526/531(99%) 0/531(0%) 

  Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 525/530(99%) 0/530(0%) 

 ITS Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 487/504(97%) 4/504(0%) 

    Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 487/504(97%) 4/504(0%) 

LSA36.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS:2514  AB747653.1 564/565(99%) 0/565(0%) 

  Lipomyces starkeyi  NRRL Y-11557 JQ689072.1 564/567(99%) 0/567(0%) 

  Lipomyces tetrasporus  CBS 5910  NG_055384.1  564/567(99%) 0/567(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ518980.1 564/567(99%) 0/567(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 562/565(99%) 0/565(0%) 

 ITS Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 NR_138180.1 498/499(99%) 0/499(0%) 

    Lipomyces yarrowii CBS 7557 JN943159.1 483/500(97%) 4/500(0%) 

LSA37.1  D1/D2 Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747662.1 564/565(99%) 0/565(0%) 

  Lipomyces yarrowii  CBS 7557  NG_055386.1  564/565(99%) 0/565(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 560/561(99%) 0/561(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 560/565(99%) 0/565(0%) 

 ITS Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 516/519(99%) 2/519(0%) 

  Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 506/521(97%) 4/521(0%) 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 502/522(96%) 7/522(1%) 

LSA37.2  D1/D2 Lipomyces starkeyi NRRL Y-11557 JQ689072.1 556/561(99%) 0/561(0%) 

  Lipomyces doorenjongii CBS 7542 NG_055383.1 555/561(99%) 0/561(0%) 

  Lipomyces mesembrius CBS 7661 AB747656.1 555/561(99%) 0/561(0%) 

 ITS Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 502/521(96%) 4/521(0%) 
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Isolado Região Espécie Linhagem Acesso Genbank 
Identidade 
D1/D2 Gaps 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 NR_138181.1 502/521(96%) 5/521(0%) 

LSA38.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 528/533(99%) 0/533(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 528/533(99%) 0/533(0%) 

  Lipomyces starkeyi  NRRL Y-11557 JQ689072.1 528/533(99%) 0/533(0%) 

 ITS Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 484/502(96%) 4/502(0%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 AB747658.1 484/502(96%) 5/502(0%) 

    Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB614132.1 484/502(96%) 5/502(0%) 

LSA42.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 515/518(99%) 2/518(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747662.1 498/519(96%) 7/519(1%) 

  Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ518980.1 497/519(96%) 6/519(1%) 

 ITS Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 NR_138180.1 515/518(99%) 2/518(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 498/519(96%) 7/519(1%) 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 AB747658.1 497/519(96%) 6/519(1%) 

LSA44.1  D1/D2 Lipomyces yarrowii  CBS 7557  NG_055386.1  540/540(100%) 0/540(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747662.1 538/540(99%) 0/540(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 538/540(99%) 0/540(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 534/540(99%) 0/540(0%) 

  Lipomyces starkeyi  NRRL Y-11557 JQ689072.1 534/540(99%) 0/540(0%) 

 ITS Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 511/521(98%) 1/521(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 510/520(98%) 1/520(0%) 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 AB747658.1 502/522(96%) 4/522(0%) 

LSA46.2= 
LSA60.1= 
LSA65.1= 
LSA67.1= 
LSA67.2 

D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 527/528(99%) 0/528(0%) 

 Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 525/528(99%) 0/528(0%) 

 Lipomyces starkeyi  NRRL Y-11557 JQ689072.1 525/528(99%) 0/528(0%) 

 Lipomyces tetrasporus  CBS 5910  NG_055384.1  525/528(99%) 0/528(0%) 

 Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 DQ518980.1 525/528(99%) 0/528(0%) 

 ITS Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 NR_138180.1 509/510(99%) 0/510(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 493/511(96%) 5/511(0%) 
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Isolado Região Espécie Linhagem Acesso Genbank 
Identidade 
D1/D2 Gaps 

    Lipomyces spencermartinsiae CBS 5608 AB747658.1 492/511(96%) 4/511(0%) 

LSA49.2  D1/D2 Lipomyces yarrowii  CBS 7557  NG_055386.1  538/538(100%) 0/538(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532 AB747662.1 536/538(99%) 0/538(0%) 

    Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 531/535(99%) 0/535(0%) 

LSA66.1  D1/D2 Lipomyces yarrowii  CBS 7557  NG_055386.1  533/534(99%) 0/534(0%) 

  Lipomyces yamadae CBS 7532  NG_055351.1 528/531(99%) 0/531(0%) 

  Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 DQ518977.1 527/530(99%) 0/530(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 529/534(99%) 0/534(0%) 

  Lipomyces mesembrius CBS 7661 AB747656.1 528/534(99%) 0/534(0%) 

 ITS Lipomyces yarrowii CBS 7557 AB747663.1 486/497(98%) 1/497(0%) 

  Lipomyces okinawensis NBRC 110620 NR_155341.1 484/495(98%) 2/495(0%) 

    Lipomyces yamadae CBS 7532  NR_136955.1 485/497(98%) 3/497(0%) 

LSA70.1  D1/D2 Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 AB747653.1 574/575(99%) 0/575(0%) 

  Lipomyces tetrasporus  CBS 5910  NG_055384.1  573/576(99%) 0/576(0%) 

  Lipomyces kockii CBS 7729 AB747652.1 572/575(99%) 0/575(0%) 

  Lipomyces mesembrius CBS 7661 AB747656.1 571/575(99%) 0/575(0%) 

 ITS Lipomyces kononenkoae  CBS 2514 NR_138180.1 506/510(99%) 3/510(0%) 

    Lipomyces yarrowii CBS 7557 JN943159.1 489/509(96%) 7/509(1%) 
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