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RESUMO

Os fitotelmos séo cavidades com agua acumulada em alguma parte da planta e
sdo usados por uma gama de organismos na busca por recursos alimentares
ou como habitat e refugio. As plantas que mais frequentemente formam
fitotelmos pertencem principalmente a familia Bromeliaceae. Contudo, outras
plantas, como espécies do género Paepalanthus, também sdo capazes de
formar estas estruturas. A ecologia de leveduras associadas aos fitotelmos é
pouco estudada. Embora estudos de leveduras isoladas nos fitotelmos de
bromélias ja sejam desenvolvidos ha mais de uma década, pesquisas que
incluem a diversidade destes micro-organismos ainda sao escassas. A maioria
dos estudos acerca de leveduras associadas a estes ambientes é voltada para
a descoberta de novas espécies. O objetivo do presente trabalho foi
caracterizar a distribuicéo e a diversidade de leveduras associadas a fitotelmos
em areas de Cerrados nos estados de Tocantins (TO) e Minas Gerais (MG).
Um total de 491 isolados de leveduras foi obtido, sendo 166 a partir de
fitotelmos de Bromelia karatas e 94 isolados de Encholirium sp. em Aurora do
Tocantins (TO); 137 isolados de Paepalanthus bromelioides e 94 isolados de
Vrisea minarum na Serra do Cip6é (MG). Quatro espécies de leveduras foram
compartilhadas entre os quatros fitotelmos, sendo estas Cryptococcus laurentii,
Cr. nemorosus, Pseudozyma hubeiensis e Rhodotorula mucilaginosa. As
espécies Anomalomyces vyakirrae, Candida glabrata, C. orthopsilosis, C.
orthopsilosis, C. pseudointermedia, Cr. heveanensis, Cr. laurentii, Cr.
nemorosus, Meyrozyma guilliermondii e P. jejuensis apresentaram maior
frequéncia de ocorréncia nos fitotelmos amostrados. No presente trabalho
foram isoladas 13 possiveis espécies novas, sendo duas, Hannaella
pagnoccae e Hagleromyces aurorensis, descritas durante a realizacdo do
estudo, sendo Hagleromyces um novo género descrito. Os resultados do
presente trabalho mostraram que as comunidades de leveduras amostradas
foram mais similares dentro de uma mesma regiao e, além disto, os fitotelmos
representam uma rica fonte de novas espécies de leveduras.

Palavras chaves: Leveduras, fitotelmos, Bromeliaceae, Paepalanthus, espécies
novas
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ABSTRACT

Phytotelmata are water tanks accumulated in some part of the plant and are
used by a range of organisms searching for food resources or as habitat and
refuge. Plants that most often form phytotelmata mainly belong to Bromeliaceae
family. However, other plants, such as Paepalanthus genus are also capable of
forming such structures. The ecology of yeasts associated with phytotelmata is
poorly studied. Although studies of yeasts isolated from bromeliad phytotelmata
are already developed, researches that include diversity of these
microorganisms are still scarce. Most of studies about yeasts associated with
these environments are focused on discovery of new species. The aim of this
study was to characterize the distribution and diversity of yeasts associated with
phytotelmata, in areas of Cerrado in the states of Tocantins and Minas Gerais.
A total of 491 yeast isolates were obtained, being 166 from Bromelia karatas
phytotelmata and 94 isolates from Encholirium sp., in Aurora do Tocantins; 137
isolates from Paepalanthus bromelioides and 94 isolates from Vrisea minarum
in Serra do Cip0. Four yeast species were shared among these phytotelmata,
being Cryptococcus laurentii, Cr. nemorosus, Pseudozyma hubeiensis and
Rhodotorula mucilaginosa. Anomalomyces yakirrae, C. glabrata, C.
orthopsilosis, C. orthopsilosis, C. pseudointermedia, Cr. heveanensis, Cr.
laurentii, Cr. nemorosus, M. guilliermondii and P. jejuensis presented higher
frequency of isolation in the phytotelmata studied. Thirteen potential new
species were found and two, Hannaella pagnoccae and Hagleromyces
aurorensis, were described in this study, it is Hagleromyces a new descriptive
genre. The present study showed that the yeast communities were more similar
within the same region. The results showed that phytotelmata represent a rich

source of new yeast species.

Key words: Yeasts, phytotelmata, Bromeliaceae, Paepalanthus, new species
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1 - INTRODUCAO

8.3 — Leveduras

8.3.11 - Definicéo

As leveduras sao micro-organismos pertencentes ao reino Fungi,
presentes em dois filos caracterizados por diferentes modos de reproducéo,
que sdo os filos Ascomycota e Basidiomycota. As leveduras possuem
caracteristicas tipicas de eucariotos, como presenca de parede celular rigida,
ndcleo organizado com membrana nuclear, auséncia de clorofila, nutricdo
heterotréfica por meio da absorcdo de nutrientes e auséncia de motilidade
(KURTZMAN et al., 2011).

As leveduras apresentam metabolismo aerébio ou anaerébio facultativo,
0 que a torna capazes de sobreviver em diferentes condicbes ambientais
(AIDOO et al.,, 2006). O termo levedura esta associado a capacidade
fermentativa que este grupo de micro-organismo possui quando em contato
com substratos ricos em acucares (LOPES et al.,, 1998). Leveduras que
possuem esta capacidade, como a espécie Saccharomyces cerevisiae, sao
amplamente utilizadas em processos industriais na producdo de diversos
produtos (HIRASAWA et al., 2001).

Taxonomicamente, as leveduras sao caracterizadas como fungos que se
reproduzem principalmente assexuadamente, por fissdo ou brotamento, e que
nao formam corpos de frutificacdo. Portanto, ocorre uma distingdo imprecisa
entre leveduras e fungos filamentosos dimorficos, que muitas vezes produzem
abundantes células leveduriformes (KURTZMAN et al., 2011). Para leveduras
ascomiceéticas, estas distingbes tém sido sustentadas por comparacgfes
moleculares, que mostram que as reproducdes assexuadas por brotamento ou
fissdo sao filogeneticamente distintas do ponto de vista evolutivo. A reproducao
sexuada em leveduras ascomicéticas € caracterizada pela producédo de
ascésporos no interior das células em forma de saco (ascos) (BLACKWELL e
SPATAFORA, 2004), que se desenvolve a partir da meiose de um nucleo
diploide (KURTZMAN et al., 2011). Tal estrutura ndo esta contida em um corpo
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de frutificacdo, ao contrario do que acontece com os fungos filamentosos
(LACHANCE, 2011). O conhecimento do tipo de diviséo celular, especialmente
se bipolar ou por fissdo, € um importante critério para a identificacdo das
espécies (KURTZMAN et al., 2011). Para leveduras basidiomicéticas ocorre
uma distincdo semelhante, e estas sao filogeneticamente separadas dos
cogumelos e outros taxons que formam corpos de frutificagdo complexos. A
reproducdo sexuada em leveduras basidiomicéticas é caracterizada pela
formacdo de basidios que produzem os basidiosporos (KURTZMAN et al.,
2011).

1.1.2 — Identificagao de Leveduras

Atualmente sdo conhecidos aproximadamente 153 géneros e cerca de
1500 espécies de leveduras. A aplicacdo da andlise de sequéncias dos genes
ribossomais é a grande responsavel pelo aumento do numero de taxons
(KURTZMAN et al., 2011). Estimativas indicam que apenas 1% das espécies
de leveduras ja foi descrita (KURTZMAN e FELL, 2006).

Anteriormente aos métodos moleculares, os isolados de leveduras
provenientes de habitats naturais eram identificados por -caracteristicas
morfologicas e fisiologicas (GOULIAMOVA et al., 2009; GARNER et al., 2010).
Os métodos fisioldgicos sdo importantes, pois podem caracterizar as
propriedades metabdlicas das espécies; essas propriedades metabdlicas
auxiliam, por exemplo, no entendimento de processos de uma infecgéo
micoética, na compreensao das interacdes entre as leveduras nos diferentes
habitats, no isolamento seletivo de grupos especificos de leveduras, e ainda
com informacdes sobre possiveis aplica¢cdes biotecnologicas (KURTZMAN et
al., 2011). No entanto, estes testes muitas vezes sdo inconclusivos, dificultando
a identificacdo da espécie (SILVA et al, 2012). As caracteristicas fenotipicas
das espécies de leveduras sao fundamentais e auxiliam a correlaciona-las com
suas funcionalidades no ambiente (KURTZMAN et al., 2011).

As técnicas utilizadas na identificacdo de leveduras eram baseadas na
morfologia da célula e nas diferentes reacbes por testes padronizados de
fermentacdo e assimilacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio.
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Contudo, estes testes muitas vezes apresentavam resultados ambiguos devido
a consideravel variabilidade entre espécies e linhagens (FELL et al., 2000).
Sendo assim, ocorreu uma busca por métodos que fornecessem identificaces
mais precisas, que representassem uma abordagem polifasica, incluindo
analises fenotipicas e filogenéticas, para a obtencdo de resultados de maior
confiabilidade no estudo da ecologia e taxonomia de leveduras (KURTZMAN e
ROBNETT, 2013).

O emprego de técnicas moleculares apresenta respostas mais
adequadas para o estudo filogenético de leveduras (KURTZMAN et al., 2011).
O advento de metodologias moleculares, mais rapidas e precisas, como 0
sequenciamento de regides consideradas marcadoras filogenéticas, como por
exemplo, a regido dos dominios D1/D2 da subunidade maior (26S) do gene do
rRNA presentes no genoma, vem permitindo a identificacdo de novas espécies
de leveduras e uma melhor distincdo, separacdo ou re-classificagdo das
espécies existentes (KURTZMAN, 2006). Tais descobertas ndo invalidaram os
estudos de ecologia de leveduras previamente realizados, no entanto,
mostraram a necessidade de métodos mais precisos na identificacdo das
espécies (LACHANCE, 2006). Torna-se necessaria uma abordagem polifasica,
incluindo analises fenotipicas e filogenéticas, para a obtencdo de resultados de
maior confiabilidade no estudo que envolva a identificacdo correta de leveduras
(KURZTMAN e ROBNETT, 2013).

A andlise de sequéncias dos genes do rRNA é hoje um dos métodos
mais poderosos para a identificacao de leveduras. Os grupos de pesquisadores
pioneiros nesta area (KURTZMAN e ROBNETT, 1998; FELL et al. 2000)
verificaram que a variacdo intra-especifica da regido D1/D2 da subunidade
maior do rDNA de leveduras ascomicéticas e basidiomicéticas eram,
geralmente, de 0 a 2 nucleotideos. Estes autores sugeriram que linhagens com
trés ou mais bases de diferenca nesta regiao representavam espécies distintas.
Kurtzman e Robnett (1998) verificaram que mais de trés nucleotideos
diferentes nas sequencias desta regido entre duas espécies de leveduras
correspondia geralmente a uma homologia entre DNAs gendmicos inferior a
30%, mostrando que tais espécies eram distintas. No entanto, sdo conhecidas
algumas excecdes, como por exemplo, a espécie Clavispora lusitaniae, cujos
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isolados apresentaram até 32 diferencas na regiao D1/D2 (LACHANCE et al.,
2003). Muitas vezes o0 sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior
do rDNA né&o é suficiente na identificacdo de algumas espécies. Assim, faz-se
necessaria a utilizacdo do sequenciamento de outras regiées, como as regides
dos espacadores transcritos internos (ITS e ITS2) do gene do rRNA, ja que as
sequéncias desta regido podem ser Uteis na separacdo das espécies
(KURTZMAN, 2006), uma vez que a regido ITS, separada pelo gene 5.8S,
pode ser também utilizado para separar espécies de leveduras
filogeneticamente relacionadas. Atualmente, as linhagens que apresentam seis
ou mais substituicdes nucleotidicas ndo continuas sdo consideradas espécies
distintas (KURTZMAN e ROBNETT, 2013).

A existéncia de polimorfismos intraespecificos nas sequencias genéticas
e as diferentes taxas de substituicdo de nucleotideos entre as espécies podem
dificultar a diferenciacdo de linhagens em diferentes espécies. Com isto, outras
regibes também podem ser Uteis na identificacdo de espécies, como a regido
do espaco intergénico (IGS) do rDNA, que possui um maior numero de
substituicbes, sendo utilizada com sucesso para separar espécies de
Cryptococcus, Xanthophyllomyces e Saccharomyces (KURTZMAN, 2006). A
regido ITS é altamente homdloga entre espécies do género Trichosporon,
sendo que a diferenciacdo dessas espécies requer a analise de outras regides
como a IGS (SUGITA et al., 2002). Belloch e colaboradores (2000) utilizaram
as sequéncias do gene mitocondrial da citocromo-c oxidase Il para identificar
espécies do género Kluyveromyces; Daniel e coloboradores (2001) reportaram
a utilizacdo do gene da actina-1 para espécies do género Candida.

Com a evolucao das técnicas moleculares, surgiram diferentes métodos
na identificacdo de leveduras, entre eles, o DNA polimérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD), cariotipagem e sequenciamento de genes especificos.
Os métodos que utilizam a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) por meio de
iniciadores especificos sdo geralmente rapidos, simples e apresentam custo
relativamente baixo (KURTZMAN et al., 2011).

Atualmente, além do sequenciamento dos dominios D1/D2 e regido ITS,
outras regides também tém sido sequenciadas. Ao analisar as relacfes
filogenéticas de leveduras do subfilo Saccharomycotina, Kurtzman e Robnett
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(2013) utilizaram cinco genes: sequéncias completas do gene nuclear da
subunidade maior do rRNA, subunidade menor do rRNA, fator de elongagé&o
la, subunidades 1 e 2 da RNA polimerase Il. A andlise filogenética utilizando
apenas sequéncias dos genes das subunidades maior e menor do rRNA e
sequéncias do fator de elongacdo 1-a colocou as espécies Wickerhamiella
domercqgiae, Starmerella bombicola, Yarrowia lipolytica, Phaffomyces opuntiae,
Komagataella pastoris e Magnusiomyces magnusii em um clado fracamente
suportado, em que cada espécie esta em um longo braco atipico na arvore
filogenética. A inclusdo das sequéncias de todos 0s cinco genes na analise
resultou em uma redistribuicdo de P. opuntiae, K. pastoris e M. magnussii em
outros clados (KURTZMAN e ROBNETT, 2013).

Assim, o0 uso de analises multigénicas pode ajudar na elucidacéo das
relacOes filogenéticas de leveduras. Todavia, o principal impedimento para se
usar outras sequéncias de genes é o0 desenvolvimento de iniciadores
universais, que sejam efetivos para todas as espécies e a construcdo de
bancos de dados com essas sequéncias para todas as espécies descritas
(KURTZMAN, 2006).

Com relacdo a descricdo de novas espécies a partir dos mais variados
substratos e ambientes, nas Ultimas décadas a taxonomia de leveduras
apresentou um grande avanco, As regras para a taxonomia de leveduras e
outros fungos foram inicialmente regulamentadas pelo Codigo Internacional de
Nomenclatura Boténica de 2005. Este Cddigo definia que a descricdo de uma
espécie nova de levedura deveria incluir as caracteristicas morfoldgicas e
fisiologicas essenciais. Além disto, eram exigidos critérios que poderiam ser
utiizados para diferenciar a nova espécie daquelas mais préximas
filogeneticamente. Um diagndstico em latim também deveria ser providenciado.
Os nomes dos tdxons também deveriam ser dados em latim ou modificados de
maneira para seguir as regras de derivacdo da lingua, incluindo apropriadas
designacbes de género. Em julho de 2011, o Congresso Internacional de
Botanica adotou uma alteracéo no artigo 59 do Cadigo Internacional de Algas,
Fungos e Plantas, que estabeleceu o principio de “um nome, uma espécie”.

Assim, eliminou-se a nomenclatura dupla usada em micologia para designar as
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formas sexuais e assexuais de espécies de fungos, além da exigéncia para um
diagnostico em latim da nova espécie (NORVELL, 2011).

Outras exigéncias para uma publicacdo vélida incluem o depdsito da
amostra tipo, original do espécime, em uma colecdo de cultura acessivel ao
publico, além da publicacdo no banco de dados internacional GenBank da
sequéncia genética dos dominios D1/D2 e da regido do ITS do gene do rRNA
das leveduras (KURTZMAN et al., 2011). Lachance e colaboradores (2010)
ressaltaram a importancia da anéalise de multiplos isolados para a descricdo de
novas espeécies, principalmente aquelas que ndo apresentam reproducdo
sexuada conhecida. Um unico isolado néo reflete a variagdo genética que pode
ser encontrada e pouco pode ser aprendido acerca da ecologia da espécie
quando apenas este esta disponivel. No entanto, cerca de um terco das
espécies de leveduras descritas sédo baseados em um unico isolado. Kurtzman
(2010) sugere que se essas espécies ndo tivessem sido descritas, um menor
conhecimento a respeito da diversidade filogenética de leveduras seria
constatado.

A exploracdo de novos ambientes e a utilizacdo de metodologias mais
precisas para a taxonomia de leveduras tém permitido que a descoberta de
novas espécies se torne um evento cada vez mais frequente. A correta
identificacdo desses micro-organismos auxilia no conhecimento das
comunidades de leveduras existentes em diversos substratos, possibilitando o

melhor entendimento do papel desses micro-organismos no meio ambiente.

1.1.3 — Ecologia de leveduras

As leveduras possuem uma ampla distribuicdo na natureza (KURTZMAN
et al.,, 2011), e sdo isoladas principalmente de plantas e outras matérias
organicas, além de insetos, agua doce e salgada e solo (KURTZMAN et al.
2011). As plantas que servem de habitat para comunidades de leveduras séo,
muitas vezes, locais de interacdes ecoldgicas que envolvem outros organismos
e 0 proprio substrato, e tém sido um modelo para estudos de ecologia
microbiana (MORAIS et al.,, 2006). Estudos ecoldgicos visam conhecer a
colonizacdo e distribuicdo de leveduras em diferentes ecossistemas e
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substratos, e tém mostrado que a maioria das espécies tem habitats
especializados (MORAIS et al., 2006). Isto tem sido mostrado em pesquisas
que empregam tecidos em decomposicao, flores, nectarios, frutos, seiva de
arvores e larvas de insetos, entre outros (MORAIS et al., 2006).

As leveduras participam de diversos processos nos ecossistemas, sendo
primeiramente decompositores da matéria organica, mas podem ser parasitas
de plantas e animais, ou mesmo predadoras de outros micro-organismos
(KURTZMAN et al., 2011; STARMER e LACHANCE, 2011). Entretanto, existe
pouco conhecimento a respeito dos processos evolutivos que agem nas
populacbes e espécies de leveduras que levam a adaptacdo desses
organismos a diferentes ambientes, diferencas nos fendtipos e isolamento
reprodutivo (LITI et al., 2009).

As caracteristicas quimicas, fisicas e fisiolégicas de um habitat
determinam na maioria das vezes a capacidade de um organismo de colonizar
aquele ambiente. Outros fatores limitantes na colonizagdo de um habitat
incluem, por exemplo, a presenca espécies competidoras, producdo de
substancias antagonistas e predadores compartilhando o mesmo ambiente; no
entanto podem ocorrer relacdes benéficas, como producdo de fatores de
crescimento, que podem aumentar a capacidade de colonizar um determinado
habitat por grupos de leveduras (STARMER e LACHANCE, 2011).

As plantas constituem um dos substratos mais abundantes para o
desenvolvimento de uma gama de micro-organismos (FONSECA e INACIO,
2006), sendo a superficie das folhas, a maior area aérea colonizavel. As
plantas servem como fonte de carbono para a comunidade microbiana, que em
troca fornece nutrientes que podem ser absorvidos pelas plantas
principalmente pelas raizes (MORAES et al., 2007). As leveduras que
colonizam a superficie de folhas (filoplano) podem estar relacionadas com o
proprio processo de decomposicdo de matéria organica. Muitas espécies que
ocorrem nestes substratos tém a capacidade de assimilar diversos compostos
aromaticos presentes na folha (SAMPAIO e FONSECA, 1995). As leveduras,
juntamente com os fungos filamentosos, constituem o0 maior grupo da
microbiota nas folhas (ANDREWS e HARRIS, 2000; INACIO et al., 2005).
Moléculas lixiviadas das folhas de plantas incluem uma variedade de
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compostos organicos e inorganicos, como acucares, acidos organicos,
aminoacidos, metanol e varios sais (FONSECA e INACIO, 2006). As
populaces de leveduras se estabelecem nas plantas devido a presenca de
umidade e nutrientes secretados pela prépria planta e por deposicdo por meio
do vento ou carreamento por insetos e outros organismos (ANDREW e
HARRIS, 2000). A alta especificidade entre algumas comunidades de
leveduras e seus microhabitats pode ser influenciada pelas caracteristicas
quimicas do habitat e vetores (STARMER e LACHANCE, 2011). A abundancia
destes nutrientes varia com a espécie de planta, tipo de folha e condi¢cdes de
crescimento (FONSECA e INACIO, 2006).

Algumas leveduras presentes nos filoplanos s&o consideradas
saprofiticas, outras podem atuar como mutualisticas, auxiliando na protecéo
contra agentes patogenos potenciais (STARMER e LACHANCE, 2011).
Juntamente com o papel na transformacao de nutrientes, as leveduras podem
interagir com outros organismos, em relagdes mutualisticas, competidoras,
parasitarias ou patogenas. Existem poucos relatos acerca de leveduras
fitopatogenas (FELL et al. 2000), apesar de muitos outros fungos
filogeneticamente proximos serem considerados fitopatdgenos, como por
exemplo, a maioria dos membros da classe dos ustilaginomicetos (BANDONI,
1995).

Alguns substratos a partir dos quais sao isoladas leveduras podem nao
ser habitats especificos desses micro-organismos, mas habitats de transicao
onde as leveduras obtém recursos para o seu desenvolvimento; por exemplo,
as leveduras do filoplano podem ser transferidas ao solo, quando carreadas
pela acdo da chuva. As leveduras podem persistir no solo, mas néo
necessariamente vao interagir com outras leveduras especializadas na
colonizacdo deste ambiente (STARMER e LACHANCE, 2011). Em geral, a
comunidade de leveduras do filoplano inclui espécies de Bullera, Bensingtonia,
Cystofilobasidium, Cryptococcus, Leucosporidium, Pseudozyma, Rhodotorula e
Sporobolomyces (STARMER e LACHANCE, 2011).

As leveduras, principalmente as basidiomicéticas, possuem algumas
caracteristicas que favorecem a permanéncia na superficie da folha, como por
exemplo, a producdo de clamidosporos, estruturas resistentes a dissecacéao e
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balistoconideos (LANDELL et al., 2006). A maioria das espécies de leveduras
basidiomicéticas possui um perfil assimilativo amplo de fontes de carbono
guando comparadas com as leveduras ascomicéticas (KURTZMAN e FELL,
2006). Como exemplo, o género Bullera e Tilletiopsis sado frequentemente
isolados de superficie das folhas (NAKASE, 2000). Cryptococcus laurentii,
Rhodotorula ingeniosa, R. graminis, R. mucilaginosa e Sporobolomyces roseus
sdo as espécies geralmente encontrada na superficies aéreas de plantas
(FONSECA e INACIO, 2006).

1.2 — Leveduras associadas a fitotelmos de bromélias

A agua acumulada nos fitotelmos, que s&do tanques com agua
acumulada em cavidades nas superficies das plantas, funciona como um
microhabitat para organismos aquaticos, incluindo algas, invertebrados,
pequenos vertebrados e micro-organismos (RUIVO et al.,, 2005). Estes
microhabitats possuem uma alta concentracdo de nutrientes criando um
ambiente adequado para o desenvolvimento de uma comunidade biolégica
complexa (ROCHA et al., 2004; RUIVO et al., 2005).

Marrero e colaboradores (1996) listam alguns insetos, como dipteros,
coleOpteros e odonatas, que utilizam bromélias para fins reprodutivos. No
entanto, a polinizacdo de bromélias pode ser realizada por uma ampla gama de
agentes, nas quais beija-flores e outros vertebrados sdo predominantes
(SAZIMA et al.,, 1989). Insetos sao polinizadores menos comuns; quando
ocorre a polinizacéo, esta € realizada por abelhas e borboletas.

Pouco se sabe a respeito da interacdo entre leveduras e plantas da
familia Bromeliaceae. Poucos trabalhos foram feitos visando caracterizar as
comunidades de leveduras associadas a estas plantas. Hagler e colaboradores
(1993) observaram a dominancia de leveduras basidiomicéticas, além do fungo
leveduriforme Aureobasidium pullulans, no fitotelmo da bromélia Neoregelia
cruenta em restinga do Rio de Janeiro. Ja nas amostras de fitotelmos de
Quesnelia quesneliana, coletadas em regides de mangue do Rio de Janeiro, 0s
mesmos autores obtiveram uma predominancia de leveduras ascomicéticas.
Araujo e colaboradores (1998) observaram que em &agua de tanques de
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bromélias de manguezais existe uma predominancia de espécies de leveduras
com afinidade ascomicética. Landell e colaboradores (2006) reportam que em
relacdo as leveduras isoladas de bromélias de Mata Atlantica no sul do Brasil,
13% eram de afinidade ascomicética e 87% foram de afinidade basidiomicética.

Duas espécies novas de leveduras, Candida bromeliacearum e Candida
ubatubensis, foram isoladas em aguas no fitotelmo da bromélia Canistropsis
seidelii, no Parque Estadual Serra do Mar no estado de Sao Paulo (RUIVO et
al., 2005). Landell e colaboradores (2009) isolaram uma nova espécie de
levedura, Cryptococcus bromeliarum, de folhas da bromélia Vriesea procera, no
Parque de Itapud no estado do Rio Grande do Sul. Outras duas novas
espécies, C. aechmeae e C. vrieseae, foram isoladas de bromélias também
nesta localidade (LANDELL et al., 2010). Kazatschania bromeliacearum, uma
espécie nova descrita por Araujo e colaboradores em 2012, foi isolada de
amostras de fitotelmos das espécies de bromélias Q. quesneliana, Nidularium
procerum, N. cruenta, Aechmea nudicaulis e V. procera no estado do Rio de
Janeiro.

Valente e colaboradores (2012) descreveram a espécie nova
Bandoniozyma complexa isolada de folha de N. cruenta coletada na Restinga
de Marica, estado do Rio de Janeiro, sendo que esta espécie forma um
complexo com outras linhagens da mesma espécie, isoladas de diferentes
substratos. Durante um estudo de comunidades de leveduras associadas com
fitotelmos da bromélia V. minarum, foi descrita a espécie Kazachistania
rupicola, isolada de fitotelmos desta planta na Serra da Piedade no estado de
Minas Gerais (SAFAR et al., 2013). Gomes e colaboradores (2015)
descreveram a espécie Occultifur brasiliensis no fitotemo da bromélia V.
minarum, na Serra da Piedade. Landell e colaboradores (2015) descreveram a
espécie nova Bullera vrieseae a partir de trés isolados obtidos de fitotelmos da
bromélia V. minarum (na Serra da Piedade — MG) e trés isoladas de folhas das
bromélias Tillandsia gardneri e Vriesea friburgensis (Parque Itapua — RS).

Estes trabalhos mostram que os fitotelmos de bromélias podem
representar ricas fontes de novas espécies de leveduras. Esses estudos

também mostram que o conhecimento da microbiota associada as bromélias é
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ainda escasso e requer mais estudos para a caracterizacao das populacdes de

leveduras nos diferentes ecossistemas brasileiros (LANDELL et al., 2009).

1.3 — A familia Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae é formada por uma gama de plantas endémicas
neotropicais e exibe uma alta riqgueza de espécies (LANDELL et al., 2006). Esta
familia de monocotileddneas consiste em aproximadamente 56 géneros e
cerca de 3 mil espécies (NUNES, 2003). A familia Bromeliaceae compreende
trés subfamilias: Pitcairnoideae com espécies terrestres e sementes aladas
dispersadas pelo vento; Bromelioideae, terrestres e epifitas, com frutos
carnosos e sementes dispersadas por animais; e Tillandsoideae,
predominantemente epifitas com sementes plumosas e dispersadas pelo vento
(MARQUES e FILHO, 2008).

Baseando-se em analises filogenéticas, foi proposta uma nova divisao
para a familia Bromeliaceae, na qual diferentes clados referentes a
Pitcairnoideae foram classificadas como novas subfamilias. Assim a familia
Bromeliaceae passou a obter oito subfamilias: Brocchinioideae, Bromelioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnoideae, Puyoideae e
Tillandsioideae (GIVINISH et al., 2007).

As folhas das bromélias sédo espiraladas com bainhas amplas e flexiveis,
gue geralmente formam o fitotelmo no qual se acumula agua e detritos
organicos (LEME e MARIGO, 1993). O fitotelmo é formado por uma densa
espiral de rosetas de folhas. Neste ambiente ocorrem interagcbes complexas
entre diversos organismos que sdo parcial ou totalmente dependentes deste
microambiente aquético (SIQUEIRA-FILHO e LEME, 2006).

Quanto ao habitat, as bromélias podem ser terrestres, rupicolas ou
epifitas. No Brasil, estas plantas sdo encontradas na Floresta Amazonica, na
Caatinga, na Mata Atlantica e no Cerrado; apresentando grande diversidade e
alta taxa de endemismo. A distribuicdo geografica das bromélias se estende
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, sendo que somente
uma espécie ocorre na Africa, Pitcairnia feliciana (AMORIM e LEME, 2009). No
Brasil, estas plantas sdo encontradas em todas as regides (PAULA, 2000),
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porém, ocorrem principalmente no sudeste, que € considerado um dos centros
de maior diversidade desta familia, estimando-se a presenca de 70% dos
géneros descritos (BENZING, 2000).

As bromélias geralmente sdo herbaceas e apresentam inflorescéncia
vistosa, variando de plantas delicadas e de pequeno porte com alguns
centimetros, até plantas de grande porte que pode atingir até 10 metros de
altura, como Puya raimondii Harms, encontrada nos Andes (VERSIEUX e
WENDT, 2006). A rigueza e abundancia de espécies de bromélias num
determinado bioma podem ser utilizadas para estimar o estado de conservacéo
e da capacidade de suporte deste ambiente (LEME e MARIGO, 1993). As
bromélias fitotelmo-dependentes s&o caracterizadas como espécies-chaves
para a manutencdo da biodiversidade. Os ambientes de fitotelmos,
notadamente os da familia Bromeliaceae, sdo pouco estudados, no que se

refere & composicao de micro-organismos associados (ROCHA et al., 2004).

1.4 — A familia Eriocaulaceae

As sempre-vivas fazem parte da familia Eriocaulaceae. Este grupo de
planta congrega cerca de 1200 espécies pertencentes a 10 géneros. Destes
géneros, Syngonanthus e Paepalanthus possuem representantes na Africa e
nas Ameéricas (COSTA et al., 2008). Dois centros de diversidade e endemismo
séo reconhecidos, o mais rico, no leste do Brasil (ha Cadeia do Espinhago, nos
estados de Minas Gerais e Bahia), e 0 segundo no escudo das Guianas
(MIRANDA e GIULIETTI, 2001). Séao representantes das monocotiledéneas, e
sSao perenes, raramente anuais, podendo apresentar desde poucos centimetros
de altura até porte bem alto, cujo escapo chega a atingir até 2,50 metros. Estas
plantas possuem habito variado, verificando-se espécies com caules eretos e
recobertos de folhas, ou caule reduzido com uma roseta basal de folhas, além
de outras submersas.

Estudos filogenéticos revelam que a familia € monofilética (ANDRADE et
al., 2010) e sua sinapomorfia de mais facil reconhecimento sdo as
inflorescéncias em forma de capitulos. Representantes da familia caracterizam-
se pelo habito herbaceo e inflorescéncia do tipo capitulo, protegido por uma
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série de bracteas involucrais (MIRANDA e GIULIETTI, 2001). As
inflorescéncias de muitas espécies sdo comercializadas como “sempre-vivas”
por guardarem a aparéncia de estruturas vivas muitos anos depois de colhidas
e secas, sendo utilizadas como plantas ornamentais e na fabricacdo de
artesanato (MIRANDA e GIULIETTI, 2001).

Paepalanthus é o segundo maior género da familia e o0 mais complexo
do ponto de vista taxonémico. Atualmente conta com aproximadamente 380
espécies distribuidas na Africa, América Central e do Sul, agrupadas em
diferentes categorias infragenéricas (COSTA et al., 2008). Dentre as 47
espécies pertencentes a Paepalanthus subg. Platycaulon, 24 estdo no
espinhaco. Apenas P. rigidulus ocorre na Chapada Diamantina; as demais séo
restritas a por¢cao mineira da cadeia, ocorrendo desde a Serra do Cip6, onde ha
varias espécies endémicas, como P. bromelioides, até o Planalto de
Diamantina. O género Paepalanthus €, inquestionavelmente, o mais carente de
informagdes e 0 que necessita de um maior esfor¢co de pesquisas, inclusive em
relacdo a sua circunscricdo, uma vez que se trata de um taxon polifilético
(COSTA et al., 2008; GIULIETTI et al., 2000).

A espécie P. bromelioides assemelha-se a uma bromélia por possuir
arquitetura em roseta e acumular agua da chuva, ou seja, possui um fitotelmo.
As rosetas sdo frequentemente habitadas por insetos, aracnideos e pequenos
invertebrados e as raizes sao envoltas por cupinzeiros construidos sob a
planta. Portanto, estas plantas podem apresentar nutrientes tanto de processos
de reciclagem de nutrientes por cupins, como de atividades de predadores nas
rosetas (fezes e carcacas de presas), e até mesmo de insetos que
eventualmente caem no fitotelmo. Bactérias presentes nestes fitotelmos podem
acelerar a ciclagem de nutrientes derivados dos insetos, aracnideos e
pequenos invertebrados (NISHI et al., 2013), assim como fungos.

Estudos visando conhecer a associacao de leveduras com fitotelmos de
bromélias e sempre-vivas sdo importantes para uma melhor compreensao da
rigueza microbiana destes habitats (SOININEN et al., 2007). Os fitotelmos
permitem que diferentes questbes sejam abordadas utilizando estes
ecossistemas como modelos, como a distribuicdo da diversidade dos mais
variados organismos, e também a importancia relativa de fatores locais e
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regionais na estruturacdo das comunidades microbianas (SRIVASTAVA et al.,
2005).
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2. —JUSTIFICATIVA

Os fitotelmos sao tanques com agua acumulada em cavidades nas
superficies das plantas, em folhas, flores ou buracos nas arvores, e sdo usados
no estudo de varios processos ecoldgicos, especialmente processos de
colonizacdo e interacdo entre o0s organismos. As plantas que mais
frequentemente formam fitotelmos pertencem principalmente a familia
Bromeliaceae. Contudo, outras plantas, como espécies do género
Paepalanthus, também séo capazes de formar estas estruturas.

No fitotelmo, os detritos sdo processados por fungos, bactérias e larvas
de insetos e, 0s nutrientes resultantes da atividade metabdlica desses
organismos sado absorvidos pela planta hospedeira por meio dos tricomas
foliares. Contudo, os fitotelmos formam um habitat ideal para diversas formas
de vida, desde micro-organismos até mamiferos, bem como diferentes grupos
de invertebrados e vertebrados. Portando, plantas que formam fitotelmo,
tornam-se importantes habitats para uma grande diversidade de organismos.

A diversidade de leveduras associadas aos fitotelmos de bromélias é
pouco estudada, até o momento. Em relagdo as sempre-vivas, ndo existe
relatos da associacao de leveduras com estas plantas. Muitas das interacdes
ecolégicas envolvendo micro-organismos destes micro-habitats sé&o
desconhecidas, assim como a riqueza e a distribuicho de espécies
microbianas. Os estudos de fitotelmos tém mostrado a ocorréncia de novas
espécies de leveduras, tais como B. complexa, C. bromeliacearum, C.
ubatubensis, C. aechmeae, C. vrieseae, Cr. bromeliarum, K. bromeliacearum,
K. rupicola e O. brasiliensis. Além disto, os ambientes nas quais estas plantas
sdo encontradas vém sofrendo degradacdes por atividades antropicas, o que
pode acarretar no desaparecimento das mesmas, e consequentemente das
espécies microbianas associadas. Por fim, trabalhos que visem estudar a
comunidade de leveduras em diferentes habitats tornam-se importantes na
medida em que aumentam o conhecimento acerca da ecologia e filogenia de

leveduras.
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3 - OBJETIVOS

3.1 — Geral

Caracterizar a distribuicdo e a diversidade de leveduras associadas a
fitotelmos de trés espécies de Bromeliaceae e uma espécie de Eriocaulaceae
em areas de Cerrado nos estados de Tocantins e Minas Gerais.

3.2 — Especificos

* Isolar e identificar por meio de testes fisiologicos e moleculares, as
leveduras associadas aos fitotelmos de Bromelia karatas e Encholirium
sp. coletadas no estado do Tocantins, e de Paepalanthus bromelioides e
Vriesea minarum coletadas no Estado de Minas Gerais;

 Determinar a diversidade e riqueza das comunidades de leveduras
isoladas dos fitotelmos estudados;

» Verificar a similaridade das comunidades de leveduras destes fitotelmos
em cada uma das regides e entre as diferentes regides estudadas;

» Descrever novas espécies de leveduras.
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4 — MATERIAIS e METODOS

4.1 — Areas de coletas

4.1.1 — Tocantins — Municipio de Aurora do Tocantins

O estado do Tocantins possui uma area de 278.420,7 km?. Por estar em
uma area de transicdo, apresenta caracteristicas climaticas e fisicas tanto da
Amazbnia quanto da regido Centro-Oeste do Brasil. Tem duas estacbes
distintas, uma seca e outra chuvosa.

Aurora do Tocantins € uma pequena cidade localizada na regiao sudeste
do estado do Tocantins (Fig. 1), nas coordenadas 12°42'07” de latitude Sul e
46°25'04" de longitude oeste (Fig. 1). Possui uma area de 753 km? com
populacdo de 3.446 habitantes (IBGE, 2010). Localiza-se a 535 km da capital
Palmas, e esta situada a 482 metros de altitude.

[V ETERIET

focantins

‘Aurora do Tecantins

Google earth
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S clex 41558, ml g olitde do portalde wis3en 571:10 km
Figura 1 — Localizacdo do estado do Tocantins, com destaque para o municipio de
Aurora do Tocantins, localizada no sudeste do estado (em amarelo a direita). Fonte:
Google Eath.

O clima da regido € considerado sub-Umido seco com moderada

deficiéncia hidrica no inverno. As precipitacdbes médias anuais oscilam entre
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1.400 e 1.600mm com temperatura média anual variando entre 25 e 27 °C
(SEPLAN, 2008). No que diz respeito a geologia, a area de estudo situa-se nos
dominios da Bacia Sedimentar Sanfranciscana, composto de rochas do Grupo
Bambui (Subgrupo Paraopebas) (MORAIS, 2009) e Area Carstica de Aurora do
Tocantins com unidades tipicas deste relevo, como os lapias (karren), as
dolinas, os poljes e os macicos calcarios (MORAIS, 2013). Os calcarios da
regido de Aurora do Tocantins sdo parte da Provincia Espeleolégica do Grupo
Bambui, onde o maior numero das cavernas brasileiras € registrado
(ZAMPAULO e FERREIRA, 2009).

4.1.2 — Minas Gerais — Serra do Cip6

A Serra do Cip0 se localiza na regido central do estado de Minas Gerais
(Fig. 2), na porcéao sul da cadeia do Espinhaco. O clima é classificado de forma
genérica como tropical de altitude (Cwb de acordo com Kdppen), com verdes
muito chuvosos e invernos secos, com precipitacdo concentrada entre 0s
meses de novembro e marco, e média anual em torno de 1.500 mm (MADEIRA
e FERNANDES, 1999), apresentando temperatura media anual entre 17 e 25°
C. Esté situada ntre os paralelos 19 e 20° S e 43 e 44° W, no divisor de aguas
das bacias hidrogréficas dos rios S&o Francisco e Doce. A cobertura vegetal na
Serra do Cip6 é muito diversificada, variando principalmente conforme o solo e
a altitude. Em sua parte mais baixa predomina a vegetacdo de cerrado, ja na
regido mais alta sdo encontrados principalmente campos rupestres, de
elevadissima diversidade floristica. Os campos rupestres ocorrem na maior
parte do Parque e nas adjacéncias deste, constituindo a fitofisionomia
predominante da regidao (GIULIETTI et al. 2000; MADEIRA et al. 2009). A
vegetacdo possui adaptacdes para o armazenamento de agua (como por
exemplo, as bainhas foliares nas espécies do género Vellozia), um ciclo de vida
adaptado as condicdes da regido (por exemplo, inUmeras espécies de
Eriocaulaceae), ou entdo estruturas para minimizar a perda de agua (como, por
exemplo, algumas espécies de Melastomataceae e Asteraceae) (JOLY 1970).

Apesar da importancia da regido, a Serra do Cipé vem experimentando

nas ultimas décadas um aumento evidente de atividades impactantes. A
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construcao de condominios residenciais, casas de veraneio e pousadas tem se
consolidado na regido, levando a uma ocupacdo desordenada, responsavel
pela perda de extensas areas naturais. Atividades turisticas também tém se
expandido (FERREIRA 2010), trazendo outros problemas como a produgéo de
residuos sdlidos e erosao de trilhas.

Distrito FederalBrasilia

tGoiania

Minas Gerais |
L EspiritoiSanto
‘Serra do Cipo

‘Belo Horizonte
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e Google earth
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11.42"0 elev 667 m altitude do ponto de vi

Figura 2 — Localizagdo do estado de Minas Gerais, com destaque para a Serra do
Cip6, localizado no centro do estado (em amarelo). Fonte Google Earth.

4.2 — Coletas dos fitotelmos e isolamento das leveduras

Para cada regido foram realizadas duas coletas de amostras de aguas
de fitotelmos, compreendendo 60 fitotelmos de cada espécies das bromélias
Bromelia karatas (Fig. 3a) e Encholirium sp. (Fig. 3b) no Tocantins; e 60
fitotelmos de cada espécies das bromélia Vrisea minarum (Fig. 3d) e
Paepalanthus bromelioides (Fig. 3c) na Serra do Cip4. As coletas foram
realizadas respeitando um distdncia minimo de 5m entre as amostras. Em
Aurora do Tocantins as coletas foram realizadas em Dezembro/2011 e
Fevereiro/2012. Ja na Serra do Cipd, as coletas foram realizadas em

Novembro/2013 e Margo/2014.
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Figura 3 — Imagens dos fitotelmos coletados. a) — Bromelia karatas; b) — Encholirium
sp.; ¢) — Paepalanthus bromelioides; e d) Vriesea minarum.

As aguas dos fitotelmos foram coletadas assepticamente em frascos
esterilizados, com o auxilio de pipetas previamente esterilizadas. As amostras
foram diluidas em solucéo salina (0,9% NaCl) em escala decimal e aliquotas de
200 pL das diluicdes seriadas (10™ e 10?) foram semeadas em meio agar YM
(agar 2,0%, extrato de levedura 0,3%, peptona 0,5%, glicose 2,0%, extrato de
malte 0,3%, adicionado de 100 mg de cloranfenicol) para o isolamento de
leveduras. As placas foram incubadas em estufa, a temperatura de 25° C por 7
a 15 dias.

Os diferentes morfotipos de leveduras foram contados e representantes
de cada morfotipo foram purificados por esgotamento em placa contendo agar
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YM para posterior identificacdo. Col6nias purificadas tiveram a morfologia
descrita. Para preservacdo, uma alcada de cada colonia purificada foi
inoculada em tubos contendo caldo GYMP (glicose 2%, extrato de leveduras
0,5%, extrato de malte 1%, Na,P0, 0,2%) e incubadas a 25°C por 24 horas.
Apos este periodo foram transferidos 0,8 ml da cultura para criotubos de 2 ml
esterilizados, aos quais adicionaram-se 0,2 ml de glicerol esterilizado. Os
criotubos foram estocadas em freezer a -80°C. As leveduras isoladas foram
depositadas na Colecao de Micro-organismos, DNA e Células da UFMG.

4.3 — Identificacdo das leveduras

Todas as leveduras isoladas foram submetidas a agrupamentos com
base na metodologia padrdo (morfologia e caracteristicas fisiologicas)
conforme descrito em Kurtzman e colaboradores (2011). Posteriormente, os
isolados de leveduras com caracteristicas morfolégicas e fisiologicas similares
foram submetidos a analise molecular, por meio de PCR fingerprinting
utilizando-se o iniciador EI1, conforme descrito por de Barros Lopes e
colaboradores (1996). Com base no perfil da eletroforese dos produtos
amplificados pela PCR, os isolados que apresentaram padrdes de banda
idénticos foram agrupados, e considerados como pertencentes a mesma
espécie (de BARROS LOPES et al., 1996). Isolados representativos de cada
grupo molecular formado pelo PCR-fingerprinting tiveram os dominios D1/D2
da subunidade maior do gene do rRNA sequenciados. Linhagens
fisiologicamente distintas e com padrées Unicos (apenas um isolado com
determinado perfil molecular) apdés a analise do PCR-fingerprinting também
foram selecionadas para a identificacdo direta pelo sequenciamento dos
dominios D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA. Quando necessario, a
regido espacadora transcrita interna (ITS) do gene do rRNA também foi

sequenciada.

4.3.1 — Extracdo de DNA
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Para extracdo do DNA total, os isolados de leveduras foram crescidos
em agar YM por 24 a 48 horas a 25°C. Apds crescimento, as colbnias foram
ressuspendidas em tubos contendo 100 pL de tampéo de lise e incubadas a 65
°C por um tempo minimo de 30 minutos. Apds este periodo, foram adicionado
100 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) seguida de agitacdo em vortex
por 3 — 4 minutos. Os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 15 minutos e
0 sobrenadante foi transferido para tubos aos quais adicionou-se isopropanol
(v/v). Os tubos foram deixados a temperatura ambiente por 15 minutos, para a
precipitacdo do DNA. Decorrido o tempo, foram acrescentados 200 pL de
etanol 70% gelado seguida de uma centrifugacédo a 13.000 rpm por 15 minutos.
O sobrenadante foi descartado por inversdo e ao pellet formado foram
acrescentados 200 pL de etanol 70%. Efetuou-se novamente uma
centrifugacéo a 13.200 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado por
inversdo. Os tubos foram colocados para secar overnight a temperatura
ambiente para total evaporacdo do alcool. ApOs essa etapa, o pellet foi
ressuspendido em 100 pL de tampéao TE (Tris-HCL 10 Mm, EDTA 1 Mm, pH 8)
e incubado em estufa a 37°C por aproximadamente uma hora. O DNA obtido
foi entdo dosado em Nano Drop ND 1000 (NanoDrop Thechnologies), diluido
para atingir a concentracdo de aproximadamente 200 ng/uL e estocado a — 20
°C.

4.3.2 — PCR fingerprinting com iniciador EI1

A reacdo de PCR com o iniciador EI1 (5- CTGGCTTGGTGTATG - 3)
foi realizada em um volume final de 25 uL, contendo 2,5 pL de tampao 10X
(MBI Fermentas, EUA), 1,5 pl de MgCl, 1,5M (MBI Fermentas), 1 pL de dNTPs
0,05Mm (Invitrogen, EUA), 2 pL do iniciador (EI1) 10 pmol/uL (Invitrogen, EUA),
1 pL de DNA (200 ng/uL), 0,2 uL de Taq DNA Polimerase 1,25 U/ uL (MBI
Fermentas) e o volume final completado com agua deionizada esterilizada. A
reacao foi realizada utilizando-se termociclador Mastercycler (Eppendorf). O
programa de ciclagem consistiu em uma desnaturacdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguido por 40 ciclos de 45 segundos de desnaturacdo a 95°C,

1minuto de anelamento do iniciador a 50°C e 1 minuto de extensao a 72°C, e
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uma extensdo final por 6 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose (Pronadisa, Espanha) a 1,5%
em tampao Tris-Borato-EDTA 0,5X (TBE — 54g de Tris Base, 27,59 de &cido
borico, 20 puL de EDTA 0,5M, pH 8,0) durante aproximadamente uma hora e
meia a 80V. Os géis foram corados com GelRed™ (Biotium, USA), visualizados
sob luz ultravioleta e fotografados por sistema de foto-documentacao (Vilber

Lourmat, Franca).

4.3.3 — Amplificacéo utilizando os iniciadores NL1, NL4, ITS1 e ITS4

A partir dos agrupamentos das leveduras em perfis moleculares, um
isolado de cada perfil molecular diferente teve a regidao D1/D2 da subunidade
maior do gene do rRNA sequenciada, conforme descrito por Lachance e
colaboradores (1999). Para a reacdo de PCR utilizou-se os iniciadores NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'). A reacdo de PCR foi realizada em um
volume final de 50 pL contendo 5 pL de tampé&o de PCR 10X (MBI Fermentas),
3 pL de MgCl, 1,5M (MBI Fermentas), 2 pL de dNTPs 0,05 Mm (Invitrogen,
EUA), 1 uL dos iniciadores NL1 e NL4 a 10 pmol/uL (Invitrogen, EUA), 1 uL de
DNA (200 ng/pL) e 0,2 puL de Tag DNA Polimerase 1,25 U/uL (MBI Fermentas),
sendo o restante do volume completado com agua deionizada esterilizada. As
reacoes de PCR foram realizadas utilizando-se o termociclador Mastercycler
(Eppendorf). O programa de ciclagem consistiu de uma desnaturagao inicial a
95°C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de 15 segundos de desnaturagéo a
95°C, 25 segundos de anelamento do iniciador a 54°C e 20 segundos de
extensdo a 72°C, e uma extensao final por 10 minutos a 72°C. Os produtos de
PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TBE
0,5X durante aproximadamente 30 minutos a 120V. Os géis foram corados com
GelRed™, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados por sistema de foto-
documentacéo (Vilber Lourmat).

Para a confirmagdo de potenciais novas espécies foram utilizados,
adicionalmente, os iniciadores ITS1 (5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e

ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3), para amplificacéo e
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sequenciamento da regido espacadora transcrita interna (ITS1-5.85-ITS2) do
gene do rRNA, conforme descrito por White e colaboradores (1990). A reacéo
de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 5 pL de tampéao de
PCR 10X (MBI Fermentas), 3 puL de MgCl, 1,5M (MBI Fermentas), 2 uL de
dNTPs 0,05 Mm (Invitrogen, EUA), 1 puL dos iniciadores ITS1 e ITS4 a 10 pmol
(Invitrogen, EUA), 1 pL de DNA (200 ng/uL) e 0,2 uL de Tag DNA Polimerase
1,25 U/uL (MBI Fermentas), sendo o restante do volume completado com &gua
deionizada. As reagbes de PCR foram realizadas utilizando-se o termociclador
Mastercycler (Eppendorf). O programa de ciclagem consistiu de uma
desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de
desnaturacao a 94°C, 1 minuto de anelamento a 55°C, 1 minuto de extensao a
72°C, e uma extenséo final por 5 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TBE 0,5X
durante aproximadamente 30 minutos a 120V. Os geéis foram corados com
GelRed™, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados por sistema de foto-
documentacéao (Vilber Lourmat).

4.3.4 — Purificacdo dos produtos de PCR e reacdo de sequenciamento

Os amplicons gerados pela reagédo de PCR com os iniciadores NL1/NL4
e ITS1/ITS4 foram purificados adicionando-se ao produto de PCR, 11,75 uL de
EDTA e 141 pL de etanol absoluto. O conteudo dos tubos foi homogeneizado e
0S mesmos entdo centrifugados a 13.000 rpm por 25 minutos. O sobrenadante
foi retirado e descartado com auxilio de pipeta. A seguir, foram adicionados 120
uL de etanol 70% gelado aos tubos, e os mesmos foram homogeneizados por
inversao e centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos; o etanol foi retirado e
descartado com auxilio da pipeta. Os tubos foram deixados overnight a
temperatura ambiente para total evaporagédo do etanol e apds, 10 pL de agua
deionizada esterilizada foram adicionados para ressuspender o DNA.

O produto obtido foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop
Technologies). As reacOes de sequenciamento foram realizadas utilizando-se o
kit Big Dye versdo 3.1 (Applied Biosystems, EUA) em combinagdo com o

sistema de sequenciamento automatizado ABI 3730. A reacdo de
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sequenciamento foi realizada em microplacas de 96 pocos (Applied
Biosystems, EUA) preparada para um volume final de 10 pL, os quais foram
colocados: 1 pL do inciador a5 pmol™®, 1 uL de tamp&o (presente no kit de
sequenciamento), 1 uL de Big Dye, 1 a 5 uL de DNA (de modo que a reacao
final contivesse entre 5 e 20 ng/uL) e o restante de agua deionizada
esterilizada para completar o volume, se necessario. O programa de ciclagem
utilizado consistiu de uma desnaturacgéo inicial a 36°C por 1 minuto, 36 ciclos
de anelamento a 96°C por 15 segundos, seguido por 15 segundos de extenséo
a 50 °C e 4 minutos de extenséo final a 60 °C.

Os produtos do sequenciamento foram submetidos ao processo de
precipitacdo com o acréscimo de 1 pL de EDTA a 125 Mm, 1 pL de acetato de
amonio e 50 pL de etanol 96% (Merck) em cada pocgo. A placa foi centrifugada
em vortex brevemente e entdoincubada por 15 minutos a temperatura
ambiente, protegida da luz. Apos incubacdo, as amostras foram centrifugadas
por 45 minutos a 3.700 rpm a temperatura ambiente e o sobrenadante
descartado por inversdo. Em seguida, foram acrescentados 100 uL de etanol
70% (Merck) e as amostras novamente centrifugadas por 15 minutos a 3.700
rom a temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado por inversdao e em cada pogo foram acrescentado 10 pL de
Formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA). A placa foi armazenada a 4°C,

protegida da luz, até injecdo das amostras no sistema automatizado ABI 3730.

4.3.5 — Analise das sequéncias

As sequéncias de DNA foram analisadas utilizando-se o programa
BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool — versdo 2.215 do BLAST 2.0)
disponivel no portal NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) desenvolvido pelo
National Center For Biotechnology (ALTSCHUL et al., 1997). Para o
alinhamento das sequéncias nucleotidicas foi utilizado o programa CLUSTALW
software package (EMBL-EBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). A analise
filogenética foi conduzida utilizando o programa Mega — Molecular Evolutionary
Genetic Analysis versao 6 (TAMURA et al., 2013).
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4.4 — Andlises estatisticas

As andlises de agrupamento foram conduzidas utilizando-se o indice de
diversidade beta de WHITTAKER (1960), que mede a mudanca ou taxa de
substituicbes na composicdo de espécies de um substrato ao outro, com
algoritmo de agrupamento UPGMA (método hierarquico das meédias da
dissimilaridade ponderada) e indice de similaridade de Bray-Curtis com
algoritmo de agrupamento Paired Group. Em ambos o0s casos 999
aleatorizacGes foram empregadas. O ajuste entre as matrizes 3 de Whittaker e
de Bray-Curtis e seus respectivos dendrogramas foram estimados pelo
coeficiente de correlacdo cofenética. A correlacdo cofenética € uma andlise que
estabelece uma correlagéo entre a matriz de similaridade com o dendrograma
gerado através desta, ou seja, compara as reais distancias obtidas entre os
acessos com as distancias representadas graficamente. Os valores de f
variam de 0 a 1, e nesse caso, numeros tendendo a zero indicam maior
semelhanca na composicao de espécies (MAGURRAN, 2004).

O indice de Simpson (E1/D) foi utilizado para estimar a equitabilidade
(MAGURRAN, 2004). A dominancia de espécies (WHITTAKER 1965) foi usada
para obter a distribuicdo da abundancia e para selecionar o melhor modelo de
critérios de informacdo Bayesiano de Schwarz (BIC) de acordo com a
probabilidade. O esforco amostral foi avaliado utilizando-se curvas de
acumulacao de espécies. Além disso, os indices Jackknife 1 e Bootstrap foram
empregados para estimar a riqgueza de espécies (KINDT et al. 2006). Todas as
analises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote R “vegan” (OKSANEN
et al. 2012).
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5 — RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 — Identificacao e diversidade das leveduras isoladas dos fitotelmos

Um total de 491 isolados de leveduras foi obtido, sendo 166 a partir de
fitotelmos de B. karatas e 94 isolados de Encholirium sp. em Aurora do
Tocantins; e 137 isolados de fitotelmos de P. bromelioides e 94 isolados de
fitotelmos de V. minarum na Serra do Cipdé. Oitenta e oito espécies de
leveduras foram identificadas, sendo que representantes de 45 espécies foram
encontradas nos fitotelmos de B. karatas, 29 espécies nos fitotelmos de
Encholirium sp., 40 espécies nos fitotelmos de P. bromelioides e 24 espécies
em fitotelmos de V. minarum (Tab. 1). O elevado nimero de espécies de
leveduras encontrado no presente trabalho pode estar associado a um
ambiente rico em nutrientes, além da presenca de vetores (BENZING, 2000).

Landell e colaboradores (2009) obtiveram 174 leveduras a partir do
filoplano, agua e flores de diferentes espécies de bromélias no Parque Estadual
de Itapud/Viaméao — RS. Gomes e colaboradores (2015) obtiveram 359 isolados
de leveduras coletadas de fitotelmos da bromélia V. minarum na Serra da
Piedade — MG.

Algumas espécies de leveduras, no presente trabalho, ocorreram
somente em um tipo de fitotelmo (Tab. 2). Os fitotelmos de B. karatas
apresentaram maior numero de isolados (33,80%), e 19 espécies das 45
encontradas ocorreram somente nos fitotelmos desta bromélia, incluindo seis
espécies novas. As especies que ocorreram apenas nesta bromélia foram B.
complexa, Bullera dendrophila, C. albicans, C. duobushaemulonii, C. leandrae,
Candida sp. 1, Candida sp. 2, Candida sp. 3, Hagleromyces aurorensis,
Hanseniaspora guilliermondii, H. opuntiae, Microbotryozyma collariae, O.
brasiliensis, Pichia sp., Sporisorium elionuri, S. everhartii, Torulaspora
delbueckii, Tremella sp. e Ustilago sparsa. Ja as espécies C. buenavistaensis,
Erythrobasidium hasegawianum, Pseudozyma brasiliensis, Rhodosporidium
toruloides, Rhodotorula calyptogeneae e Sporidiobolus ruineniae foram

observadas somente nos fitotelmos de Encholirium sp.
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Tabela 1 — Identificacdo e ocorréncia das leveduras nos fitotelmos amostrados de Bromelia karatas e Encholirium sp. no estado do
Tocantins e Paepalanthus bromelioides e Vriesea minarum no estado de Minas Gerais.

Leveduras B. karagas Encholirium sp. P. bromelioides V. minarum Classificacao
n=60 n=60 n=60 n=60
Anomalomyces panici 0 0 5° 11 B¢
Anomalomyces yakirrae 0 0 19 3 B
Aureobasidium pullulans 1 0 1 0 A
Bandoniozyma complexa 1 0 0 0 B
Bullera dendrophila 1 0 0 0 B
Candida albicans (Clado Lodderomyces) 1 0 0 0 A
C. buenavistaensis (Clado Lodderomyces) 0 1 0 0 A
C. duobushaemulonii (Clado Metschinikowia) 3 0 0 0 A
C. edaphicus (Sacchoromycetales) 1 1 0 0 A
C. glabrata (clado Nakaseomyces) 10 11 0 0 A
C. heveicola (clado Metschinikowia) 0 0 1 1 A
C. intermedia (clado Metschinikowia) 8 3 0 0 A
C. leandrae (clado Kodamae) 1 0 0 0 A
C. melibiosica (clado Metschinikowia) 0 0 1 0 A
C. nivariensis (clado Lodderomyces) 1 2 0 0 A
C. orthopsilosis (clado Lodderomyces) 17 6 1 0 A
C. parapsilosis (clado Lodderomyces) 5 1 0 0 A
C. pseudointermedia (clado Metschinikowia) 19 5 0 0 A
Candida sp.1 (clado Phaffomyces)® 3 0 0 0 A
Candida sp.2 (clado Metschinikowia) 1 0 0 0 A
Candida sp.3 (clado Barnettozyma) ° 1 0 0 0 A
C. ubatubensis (clado Metschinikowia) 0 0 1 4 A
Cryptococcus flavescens 1 2 0 1 B
Cr. Flavus 0 0 1 3 B
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Cr. Heveanensis

Cr. Laurentii

Cr. Nemorosus

Cr. Podzolicus

Cr. Rajasthanensis
Cryptococcus sp.1°¢
Cryptococcus sp. 2 °

Cr. Terrestris

Endosporium aviarium
Erythrobasidium hasegawianum
Exophiala alcalophila

E. nigra

E. placitae

Gymnocintractia samanensis
Hagleromyces aurorensis ©
Hannaella luteola

Hannaella pagnoccae ©
Hannaella zeae
Hanseniaspora guilliermondii
Hanseniaspora opuntiae
Kwoniella mangroviensis
Meira geulakonigii

Meira sp.1°

Meyerozyma caribbica

M. guilliermondii
Microbotryozyma collariae
Myriangium sp.1®
Neobulgaria pura

\IOOCDI—‘I—‘I—‘I—‘CDCAJOOOOOOU'IOOI—‘I—‘U'IOOS

=
(o]

o O

N
=

O OO ~NNOOMNOOWPAPUIOOOOORFRPROWOOEFrOoOoONMNZAN

© O

=
N

NP OOONOUIOOOOOOORFRPRONDNOOOOWER M

=
-bl\)

cNeoNoBoNoNoNeoloNoNoloNoNoNoll i NolloNoll el ielNelNo)

>r>WO>>O0O0E>I>POOET>PE>I>I>EO>OOOOHODEED

36



Ocecultifur brasiliensis

O. externus

Pichia sp. ®

Pseudozyma aphidis

P. brasiliensis

P. graminicola

P. hubeiensis

P. jejuensis

P. rugulosa

Pseudozyma sp.1°

P. vetiver
Rhodosporidium paludigenum
R. toruloides

Rhodotorula calyptogenae
Rh. dairenensis

Rh. foliorum

Rh. Lactosa

Rh. Marina

Rh. Mucilaginosa

Rh. Nothofagi
Rhodotorula sp.1°®

Rh. taiwanensis
Sporidiobolus ruineniae
Sporisorium andropogonis
S. elionuri

S. everhatrtii

S. trachypogonis-plumosi
Sporobolomyces elongatus
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Sp. Japonicus
Tilletiopsis minor

T. oryzicola
Torulaspora delbruecki
Tremella globispora
Tremella sp.1°
Ustilago sparsa

U. spermophora
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Legenda:

a — numero da quantidade de fitotelmos coletados por espécies de bromélias;
b — frequéncia da ocorréncia das leveduras isoladas nas amostras;

¢ — B = espécies classificadas no filo Basidiomycota;

d — A = espécies classificadas no filo Ascomycota.

e — novas espécies encontradas

f — novo género encontrado
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As espécies de leveduras Cryptococcus sp.1, Exophiala alcalophila, E.
nigra, E. placitae, Meira geulakonigii, Meira sp., Myriangium sp., Neobugaria
pura, P. graminicola, P. rugulosa, P. vetiver, Rh. dairenensis, Rh. foliorum, Rh.
lactosa, S. andropogonis, S. trachypogonis-plumosi, Sporobolomyces
elongatus, Sp. japonicus, Tilletiopsis oryzicola e U. spermophora foram
encontradas somente nos fitotelmos de P. bromelioides. Apenas seis espécies
de leveduras ocorreram somente nos fitotelmos de V. minarum: Cryptococcus
sp. 2, Endosporidium aviarium, Pseudozyma sp., Rhodosporidium
paludigenum, Rh. marina e Rh. taiwanensis.

Dentre as 88 espécies encontradas no presente trabalho, somente
quatro foram compartilhadas entre os quatros fitotelmos: Cryptococcus
laurentii, Cr. nemorosus, P. hubeiensis e Rh. mucilaginosa (Fig. 4). Estas
espécies ja foram registradas associadas a fitotelmos de V. minarum coletados
na Serra da Piedade em Minas Gerais (GOMES et al., 2015).

A levedura Cr. laurentii tem sido relatada como capaz de inibir o
crescimento de fungos fitopatogénicos (ROBIGLIO et al., 2011), sendo utilizada
como agente de controle biolégico na agricultura (SILVA-BEDOYA et al., 2014).
Esta levedura é generalista, podendo ser encontrada associada ao solo
(CLOETE et al.,, 2009; BOTHA, 2011), agua do mar (KUTTY et al., 2013),
vinhedos, madeira em decomposicdo, excrementos de pombos, plantas, entre
outros (FONSECA et al., 2011, CADETE et al., 2012). Landell e colaboradores
(2006) isolaram Cr. laurentii associado a folhas das bromélias B. antiacantha,
Tillandsia crocata, T. germiniflora, V. friburgensis, V. gigantaea e V. procera,
além de flor de T. crocata, em trabalho realizado no Parque Itapud (RS). A
espécie Cr. nemorosus € descrita como ocorrendo associada a plantas
herbaceas em floresta de carvalho na Russia (FONSECA et al., 2011). Gomes
e colaboradores (2015) também isolaram Cr. nemorosus associada ao fitotelmo
da bromélia V. minarum nos periodo chuvoso e seco, no ecossistema de
campo rupestre da Serra da Piedade em Minas Gerais.

A espécie P. hubeiensis foi descrita incialmente como isolada em folhas
de Quercus mongolica na China (WANG et al., 2006). Esta espécie de levedura
também ja foi isolada em fitotelmos de bromélia (GOMES et al., 2015), o que
também ocorreu no presente trabalho. Ja a espécie Rh. mucilaginosa, isolada
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no presente trabalho, possui uma distribuicdo cosmopolita, sendo encontrada
tanto em ambientes terrestres quanto de agua doce e marinhos (NAGAHAMA,
2006; KURTZMAN et al., 2011; SAMPAIO, 2011).

Nos fitotelmos de B. karatas e P. bromelioides foram encontrados os
maiores numeros de espécies de leveduras (Tab 2). Durante as coletas,
visualmente estes fitotelmos continham uma maior quantidade de agua, e
maior presenca de insetos e outros organismos (aranhas, gafanhotos e ras). As
bromélias Encholirium sp. e V. minarum sao rupicolas, ou sejam, séo fixas as
rochas. Uma hipdtese seria que estas bromélias acumulariam menor
guantidade de matéria organica nos fitotelmos devido ao habitat rupicola, que é
mais inospito. Ja as plantas terrestres (B. karatas e P. bromelioides)
apresentariam uma quantidade maior de nutrientes, possivelmente proveniente
de particulas do solo, o que favorece uma maior ocorréncia de leveduras.
Contudo, outros estudos devem ser realizados para confirmar esta hipotese.

No presente trabalho, 19% das espécies foram identificadas como
pertencentes ao género Candida. Dentre estas, foram encontradas espécies
reconhecidamente como oportunistas, como C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. orthopsilosis (KURTZMAN et al., 2011). A espécie C. albicans
€ um patdégeno oportunista presentes nas fezes, no entanto, pode ser
encontrada em aguas naturais (MEDEIROS et al., 2008). Candida glabrata, C.
parapsilosis e C. krusei tém sido relatadas como agentes etioldégicos de
candidiases (KURTZMAN et al., 2011). A ocorréncia destas espécies nos
fitotelmos estudados pode estar vinculada a utilizacdo destes ambientes por
pequenos animais de sangue quente (como pequenos roedores), que
deixariam ali fezes contaminadas por estas leveduras.

Cryptococcus foi 0 segundo género com maior ocorréncia de espécies
(12%). Espécies deste género estdo distribuidas em quatro ordens:
Tremellales,  Thichosporonales, Filobasidiales e  Cystofilobasidiales
(KURTZMAN et al. 2011). Representantes dessas ordens sao encontrados nos
mais variados ambientes (FONSECA et al.,, 2011). Na superficie foliar existe
uma predominancia de espécie nao pigmentas de Cryptotoccus (principalmente
Cr. laurentii) (FONSECA e INACIO, 2006). Espécies dos géneros Rhodotorula
(11%) e Pseudozyma (9%) também foram representativas neste trabalho,

40



sendo que espécies desses géneros sao facilmente isoladas como associadas
ao filoplano (FONSECA e INACIO, 2006).

Aproximadamente 65% das leveduras identificadas neste trabalho sao
de afinidade basidiomicética e 35% de afinidade ascomicética. Gomes e
colaboradores (2015) também encontraram predominancia de leveduras
basidiomicéticas associdas com fitotelmo de V. minarum na Serra da Piedade.
Outros trabalhos também relatam que as populacbes de leveduras do
fitotelmos de bromélias sdo dominadas por basidiomicetos (HAGLER et al.,
1993; AZEVEDO, 1998; LANDELL, et al.,, 2006). Fonseca e Inacio (2006)
descrevem que comunidades obtidas de superficie de plantas como folhas,
flores, frutos imaturos ou intactos foram dominadas por leveduras
basidiomicéticas. Landell e colaboradores (2009) observaram que 94% dos
isolados de leveduras de bromélias do Parque do Itapud, Rio Grande do Sul
apresentaram afinidade basidiomicética. Uma hip6tese para a maior ocorréncia
de leveduras basidiomicéticas em fitotelmos seria a maior resisténcia destes
micro-organismos a radiacdo solar (HAGLER, 1993). Araujo e colaboradores
(1998) verificaram que as comunidades de leveduras nos fitotelmos expostos a
luz solar intensa foram dominadas por espécies de basidiomicetos, enquanto
que as bromélias localizadas em habitats sombreados apresentavam
predominantemente leveduras ascomicéticas. As leveduras basidiomicéticas
geralmente produzem polissacarideos extracelulares em abundancia o que as
protegeria contra a dissecacédo e radiacdo solar (STARMER e LACHANCE,
2011). Outra hipétese seria o perfil nutricional destas leveduras, muito mais
amplo do que de leveduras ascomicéticas, o que facilitaria a utilizacdo dos

nutrientes disponiveis nos fitotelmos, muitos deles polissacarideos complexos.

Tabela 2. Numero de espécies exclusivas e total de leveduras de cada comunidade de
cada fitotelmo estudado e compartiihamento de espécies entre duas ou mais
comunidades.

Bromelia Paepalanthus Encholirium Vriesea
karatas bromelioides sp. minarum
Exclusivas 19 20 6 7
Total 45 40 29 24
%Compartilhamento 57.8 50.0 79.3 70.8
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As espécies C. edaphicus, C. glabrata, C. intermedia, C. nivariensis, C.
orthopsilosis, C. parapsilosis, C. pseudointermedia, Cr. flavescens, Cr.
heveanensis, Cr. laurentii, Cr. nemorosus, Cr. rajasthanensis, Cr. terrestris, H.
luteola, H. pagnoccae, H. zeae, K. mangroviensis, M. caribbica, M.
guilliermondii, O. externus, P. hubeiensis e Rh. mucilaginosa ocorreram em
ambos os fitotelmos das brémelias coletadas no Tocantins. As espécies de
leveduras que ocorreram em ambos fitotelmos em Minas Gerais foram:
Anomalomyces panici, An. yakirrae, C. heveicola, C. ubatubensis, Cr. flavus,
Cr. laurentii, Cr. nemorosus, Gymnocintractia samanensis, P. hubeiensis, P.
jejuensis, Rh. mucilaginosa, Rhodotorula sp., Tilletiopsis minor e T. globispora.
Andlise de diversidade beta de Whittaker (Bw) mostrou que ocorreu uma
relacdo significativa entre localidade e plantas amostradas que podem ser
melhor visualizadas na tabela 3 e figura 5. Este indice mostra o quao similares
ou diferentes sdo duas comunidades, variando de 0, para comunidades

similares, a 1, para comunidades bastante heterogéneas.

B. karatas
45
V. minarum Encholirium sp.
8 21
7
24 5 4 6 29
14 8
40
U=88 P. bromelioides

Figura 4. Diagrama de Venn mostrando o numero total de espécies de
leveduras e o compartilhamento de espécies entre comunidades de leveduras dos
fitotelmos estudados.
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No presente trabalho, os resultados mostraram que houve um
compartilhamento maior de espécies de leveduras entre os fitotelmos coletados
na mesma regido do que em regides diferentes (Fig. 5). Esta similaridade entre
ambientes mais proximos pode estar relacionada a maior probabilidade de
colonizacdo dos fitotelmos pelas leveduras por meio de vetores que utilizem
ambos os substratos (RECHE et al., 2005). No geral, fatores locais ou pontuais
tém grande influéncia na riqgueza e composi¢cao da comunidade (RECHE et al.,
2005). Fatores regionais (exemplo, distancia entre os ambientes) também
podem influenciar na estruturacdo de diferentes comunidades microbianas
(MARTINY et al., 2006). Fatores locais como caracteristicas do solo, ou a
vegetacao local préxima aos fitotelmos podem também estar influenciando as

comunidades de leveduras nestes ambientes.

Tabela 3 — Diversidade beta de Whittaker (Bw) para as comunidades encontradas nos
quatros fitotelmos.

Bromelia Encholirium  Paepalanthus Vriesea
karatas sp. bromelioides minarum
B. karatas 0
Encholirium sp. 0.413 0
P. bromelioides 0.765 0.771 0
V. minarum 0.768 0.704 0.563 0

Valores variam de 0 a 1 e representam compartilhamento de espécies. Quanto maior o valor de
Bw, menor o nimero de espécies compartilhadas entre duas comunidades, analisadas par a
par.

*A medida de Whittaker (By) € obtida pela equacédo: By = (S/a) — 1, em que S= nimero total de
espécies; a = nimero médio de espécies.
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Figura 5. Dendograma a partir da (a): diversidade beta de Whittaker (8) com algoritmo
de agrupamento UPGMA (Correlagéo cofenética* = 0.933; P<0.001; ver Tabela 3 para
valores par-a-par) e (b): indice de similaridade de Bray-Curtis com algoritmo de
agrupamento Paired Group (Correlagdo cofenética* = 0.995; P < 0.001). Em ambos os
casos 999 aleatoriza¢gfes foram empregadas.

*O ajuste entre as matrizes B de Whittaker e de abundancia e seus respectivos dendrogramas

foram estimados pelo coeficiente de correlacdo cofenética.
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No presente trabalho foram analisados os indices de Dominéancia (D) e
Simpson (1-D) que expressam a diversidade das comunidades levando em
consideracdo a riqueza e equitabilidade (Fig. 6). A distribuicdo das espécies
nos fitotelmos amostrados foi similar com relacdo a diversidade, pois estes
apresentaram valores muitos proximos, ndo havendo diferencas significativas
no padrédo de distribuicdo das espécies. Os valores do indice de equitabilidade
de Simpson (Eyp) foram muito similares, 1/D=0,943, 1/D=0,934, 1/D=0,921
para os fitotelmos de B. karatas, P. bromelioides, Encholirium sp.,
respectivamente. Este resultado sugere que ocorreu uma distribuicdo similar
das comunidades de leveduras nestes fitotelmos. Ja4 no fitotelmo de V.
minarum, o valor do indice de equitabilidade foi de 1/D=0,814. Neste fitotelmo
ocorreu uma dominancia da espécie de levedura P. jejuensis (35 isolados),
sendo este o valor mais baixo encontrado mostra que quanto maior a
dominancia, menor sera a equitabilidade. A espécie P. jejuensis foi isolada
incialmente de folhas de laranja na Coréia do Sul (SEO et al.,, 2007), e foi
isolada em alta frequéncia, no presente trabalho, tanto em fitotelmo de V.
minarum quanto de P. bromeliodes. Algumas espécies do género Pseudozyma
séo reladas por serem usadas na industria farmacéutica e médica (WANG et
al., 2006), e como produtores de biosurfactantes (MORITA et al., 2006). As
espécies M. guilliermondii (19 isolados), C. pseudointermedia (19), C.
orthopsilosis (17 isolados) e Cr. heveanensis (16 isolados) apresentaram a
maior taxa de dominancia nos fitotelmos de B. karatas; ja as espécies Cr.
heveanensis (21 isolados) e C. glabrata (11 isolados) foram dominantes nos
fitotelmos da bromélia Encholirium sp. Em P. bromelioides, as espécies que
apresentaram uma maior dominancia foram Anomalomyces yakirrae (19
isolados), P. jejuensis (19) e Cr. nemorosus (12 isolados).

A heterogeneidade ambiental pode exercer uma grande influéncia na
diversidade e composicdo das comunidades, no entanto, ambientes muito
similares podem apresentar comunidades microbianas mais homogéneas
(RECHE et al., 2005; SHADE et al., 2008). Este fato pode explicar a maior
similaridade observada no presente trabalho entre as comunidades de
leveduras de uma mesma regido. A importancia da heterogeneidade ambiental
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em promover o aumento da rigueza de espécies € conhecida, entretanto a

observacéo deste padrdao em micro-organismos ainda € pouco estudada.

Bromelia karatas

Encholirium sp.

Paepalanthus bromelioides

Vriesea minarum

o
Meyerozyma guilliermondii o _|o Cryptococcus heveanensis N Anomalomyces yakirrae O Pseudozyma jejuensis
«
) Cryptococcus heveanensis
Cryptococcus nemorosus o _|
§ «
Candida glabrata Candida glabrata o
S — Cryptococcus nemorosus
Meyerozyma guilliermondii Rhodotorula mucilaginosa 3 i Anomalomyces panici
o Hannaella luteola
0w - oo Hannaella luteola 0 Meira geulakonigii
0 -
Sporisorium everhartii Candida intermedia Sporobolomyces elongatus Candida ubatubensis
0o Anomalomyces yakirrae
Jremella globispora C. nivariensis Neobulgaria pura
N+ 00 N A Cryptococcus laurentii
N 0000
Eyp=0.943 Ey;p=0.921 Eyp=0.934 E,p=0.814
BIC = 149.52 BIC = 94.60 BIC=124.79 BIC=84.14

— 00000000 - - - - 00000000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 0 5 10 15 20 25 30 0 10 20 30 40 5 10 15 20

Species Species Species Species

Figura 6. Padréo de distribuicdo da abundancia das espécies de leveduras associadas
com fitotelmos (Bromelia karatas, Encholirium sp., Paepalanthus bromelioides, e
Vriesea minarum). Em cada caso, os valores do indice de equitabilidade de Simpson
(E1p), os valores do critério de informacao bayesiana (BIC) do modelo com melhor
ajuste, e alguns taxons de leveduras foram representados. Em todos os casos, o
padrdo de distribuicdo da abundancia foi log-normal.

Neste trabalho também foram analisadas as curvas de acumulagéo de
espécies, que permitem comparar os dados obtidos com métodos e esforgos
de coletas diferentes. Tais medidas possibilitam estimar o numero total de
espécies numa determinada comunidade a partir dos dados amostrados. As
curvas de acumulacdo das espécies de leveduras mostram que em todas as
comunidades de fitotelmos, a estabilizacdo das curvas ndo foi obtida. Além
disso, a riqueza de espécies, baseada nas estimativas de incidéncia, reforca
que o esforco amostral ou método de isolamento empregado néo foi suficiente
para conhecer toda a diversidade de leveduras presente nestes substratos. Em
sintese, os resultados sugerem que outras espécies de leveduras poderiam ser

encontradas com o aumento do nimero amostral (Fig. 7).
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Figura 7. Curva de acumulacéo de espécies usando a curva de rarefacdo de individuo
(a esquerda) e extrapolagéo de riqueza (S,) com erros-padréo de especies, com base
em dois estimadores: primeiro jackknife (Spjacki) € de bootstrap (Sp soor) (direita). (a) —
comunidades de Bromelia karatas, (b) — Encholirium sp., (c) — Paepalanthus
bromelioides e (d) — Vrisea minaraum.
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5.2 — Densidade populacional das leveduras

As densidadesdas espécies de leveduras nos fitotelmos amostrados
variaram de 0,70 a 4,03 Log.UFC/mL em fitotelmos de B. karatas (Fig. 8); de
0,70 a 3,73 Log.UFC/mL em fitotelmo de Encholirium sp. (Fig. 9). Para os
fitotelmos de P. bromelioides, as densidades variaram de 0,70 a 4,25
Log.UFC/mL (Fig. 10); e nos fitotelmos de V. minarum variaram de 0,70 a 3,82
Log.UFC/mL (Fig. 11).
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Figura 8 — Densidade populacional, em log de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) por volume (mL) de éagua dos fitotelmos, das espécies de leveduras
identificadas em Bromelia karatas, coletadas no Municipio de Aurora do Tocantins.
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Figura 9 — Densidade populacional, em log de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) por volume (mL) de éagua dos fitotelmos, das espécies de leveduras
identificadas em Encholirium sp., coletadas no Municipio de Aurora do Tocantins.

48



4,50

4,00
3,50
_, 300
£
= 2,50
]
o 2,00
i=)
1,50
1,00
0,00
R R R S I T C T S L Y S C R S SR s (I IR BT SR
& \Q\o(‘ -\o‘)‘o o c}\“\) oR & oﬂ\‘q &"Q. & O o & \o"Q & & o QG“\} &
g‘:Q Q\‘} \‘:0 0\_&) \0\} 051’ ('C} _O\O ‘3\0\'{' Q'\Q ‘1\\ (gl\\{\ '\6\} Q\\ Olo \0\0 (\0@ OQO \0{\ ;')\5 ((QQ
N P 9 O 3 @Y 08 Y @ @ gY@ AL )
06*“‘ 6“’0 20 oS & & +0Q. oY -\“‘ S 1}.,.6‘ o & (&0 & @ \Q}\n ¥
O o I W & W g P A {0 O & @A P
PO, P A o C ¥ L NG ) O° ¥ N A0
PO S G P\ ISR ST 2 P &
LS ¢t & ° ® @ o Y
Q <R R

Figura 10 — Densidade populacional, em log de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) por volume (mL) de &gua dos fitotelmos, das espécies de leveduras
identificadas nos fitotelmos de Paepalanthus bromelioides, coletadas na Serra do
Cipo.
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Pseudozyma sp.

Cryptococcus flavus I —
Cryptococcussp.? I
Rhodotorula sp. ————
Tilletiopsis minor m—

Tremella globispora T ——
Rhodotorula marina

Candida heveicola
Exophiala placitae  m—
Occultifur externus

Pseudozyma hubeiensis E—

Anomalomyces panici
Candida ubatubensis I
Cryptococcuslaurentii I
Pseudozyma jejuensis I —

Endosporium aviarium -

Anomalomyces yakirrae I
Cryptococcusnemorosys I ——

Cryptococcusflavescens —
Rhodotorula taiwanenss I——

Rhodotorula mucilagino sa I —

Cryptococcusheveanensis I —

Gymnocintractia samanenss I

Rhodo sporidium paludigenum =

Figura 11 — Densidade populacional, em log de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) por volume (mL) de agua dos fitotelmos, das espécies de leveduras
identificadas nos fitotelmos de Vriesea minarum, coletadas na Serra do Cip6.

Nos fitotelmos de B. karatas, a espécie C. pseudointermedia apresentou
a maior contagem populacional, e as espécies A. pullulans, C. nivariensis e
Hanseniaspora guilliermondii apresentaram as menores densidades. Nos

fitotelmos de Encholirium sp. a espécie que apresentou maior densidade foi C.
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glabrata e as menores densidades foram de Rh. calyptogenae e E.
hasegawianum. A espécie P. jejuensis apresentou maiores densidades nos
fitoteImos de P. bromelioides e V. minarum. Nos fitotelmos de P bromeliodes as
especies de leveduras com menores densidades foram A. pullulans, Cr.
rajasthanesnsis, G. samanensis, P. graminicola, P. rugulosa e Sp. japonicus. Ja
nos fitotelmos de V. minarum, as espécies de leveduras que ocorreram em

menor densidade E. placitae, O. externus, R. paludigenum e T. minor.

5.3 — Espécies novas

Algumas espécies de leveduras identificadas ndo apresentaram
sequencias dos dominios D1/D2, identidades igual ou acima de 99% com as
espécies depositadas no GenBank, podendo representar possiveis novas
espécies. No presente trabalho foram isoladas 13 possiveis espécies novas,
sendo duas j& descritas formalmente, Hannaella pagnoccae (Anexo 1) e
Hagleromyces aurorensis (Anexo ).

5.3.1 — Candida sp.1

A espécie Candida sp.1 (nUmero de acesso no GenBank KM527112)
apresentou diferenca de 33 pares de bases na regidao D1/D2 do gene do rRNA
e 32 pares de bases na regido ITS-5.8S em relacdo a C. bromeliacearum (Fig.
12). Trés isolados desta espécie foram obtidos dos fitotelmo de B. karatas, e
um de flor desta espécie de bromélia (dado ndo mostrado). Possivelmente esta
levedura pertence ao clado Metschnikowia, no entanto, outros genes devem

ser sequenciados para confirmar a posicéo filogenética desta espécie.
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34 Candida deformans EF405984
52 Candida galli AY 116080
Candida oslonensis AM268476
—] Candida hollandica AM268482
Candida alimentaria EU194450

Candida hispaniensis AY 789654
Candida incommunis U62303
Candida anutae AJ549821

93

62

53

a9 Candida orba AF229034
Candida magnoliae U45722

96 Candida stellata U45730

Candida sorboxylosa U62314

Candida sp KM527112
92 Candida bromeliacearum AY695394

—
0.02

Figura 12: Arvore filogenética da espécie Candida sp.1 construida pelo método de
“neighbor-joining” baseado no sequenciamento da regido D1/D2 no gene do rRNA. Foi
utilizado um bootstrap de 1000 interacfes e a barra de escala mostra a proporcéo de
divergéncia na sequéncia.

5.3.2 — Candida sp.2

Candida sp.2 (GenBank KF678435.1) apresentou diferenca de 27 pares
de bases na regido D1/D2 do gene do rRNA com Candida sp. BCC 7771 e 40
ou mais pares de bases na regido ITS-5.8S com as espécies C. intermedia, C.
pseudointermedia e C. flosculorum (Fig.13). Esta espécie foi representada por
apenas um isolado obtido de B. karatas. Esta nova espécie também pertence

ao clado Metschnikowia.
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100 ¢ Candida pseudointermedia U44816
58 E Candida intermedia U44809

a7 | L—— Candida floscularum EF 137918
Candida sp. ABTE7 KFETE435
_E'Bfﬂanlida sp. BOC 7717 AYZ28431
Candida melibiosica U44813
Candida oregonensis U44815
Candida asparagi AY450820
o || Candida fuctus U44810

77! Candida musas 44814
Candida hawailana AF514293

37 g‘{ Candida tormesii L5731
B4 Candida rancensis AJS08580

49 Candida haesmulonii U44812
Candida silanorum U7T1068

63 Candida mogii U44820

_9:1| Candida tolerans AF092281

Candida ubatubensis YB25305

00— Candida picinguabensis AYS56407

L Candida sacpaulonensis AYE95308

Candida ipomosas AFO50148

a9 Candida kipukas AF514284

Hl_l_

.oz

Figura 13: Arvore filogenética da espécie Candida sp.2 construida pelo método de
“neighbor-joining” baseado no sequenciamento da regido D1/D2 no gene do rRNA. Foi
utilizado um bootstrap de 1000 interacfes e a barra de escala mostra a proporcéo de

divergéncia na sequéncia.

5.3.3 — Candida sp.3

A espécie Candida sp.3 (GenBank KF678436) apresentou 97 pares de
bases diferentes nos dominios D1/D2 com a espécie C. stellimalicola (Fig. 14).
No entanto, o valor de bootstrap € muito baixo, e a posicéo filogenética esta
espécie ainda precisa ser melhor estudada. Esta espécie, representada por um
isolado, foi obtida do fitotelmo de B. karatas. Possivelmente esta nova espécie

pertence ao clado Barnettomyza
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o3 — Candida nivaniensis EF056323
100 Candida bracarensis AYS82572

65| Candida glabrata LI44808
57 Candida castelli UGI8TE
Candida milleri U94923
41:1:{ Candida humilis UBS878
3z Candida freyschussii AFD17242

Candida vini LU70247
Candida galis AF322055
Candida montana UG2305

&7 —|——Eal1d|da nonegica FJ753580
oE Candida ginlingensis AY 450916

_[ Candida sp. KFET84356
3 Candida stellimalicola U84234

—:andida dendrica U§2301
L) Candida berthetii US2238

= Candida gotoi AY488112

a7 _|_— Candida pseudorhagii AY TEIE5E
88 L Candida rhagii LM5729

Candida sihanomum U7T1068

"
ooz

Figura 14: Arvore filogenética da espécie Candida sp.3 construida pelo método de
“neighbor-joining” baseado no sequenciamento da regido D1/D2 no gene do rRNA. Foi
utilizado um bootstrap de 1000 interacfes e a barra de escala mostra a proporgcéo de
divergéncia na sequéncia.

5.3.4 — Cryptococcus sp.1

A espécie Cryptococcus sp.1 (GenBank KM527122) apresentou
diferenca de 1 par de base na regido D1/D2 do gene do rRNA para a linhagem
Cryptococcus sp. CBS 11770 (Fig. 15), e 17 pares de bases na regiao ITS-5.8S
com Cryptococcus sp. SN-82. Esta nova espécie pertence ao grupo
Filobasidiales. Trés isolados desta espécie foram obtidos dos fitotelmos de P.

bromelioides.
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gg | Cryplococcus sp. 1 KM527T122
71[‘ Cryplococcus FMN824499
Cryptococeus sp. NBRC 105037AB462336
49 L Cryptococcus sp. EF621562

100

—— Cryplococcus fuscescans AFOTS4T2
a0 77 _r Cryptococeus termeus AFOT54T9

95 L Cryptococcus phenolicus AF 181523
40 L Cryptococcus temicolus AF 181520
Cryptococcus arabidensis AF181535
Filobasidium uniguttulatum AFOT5468

Cryptococcus wieringae AF 181541

B 4 Cryptococcus chemodi AF 181530

81 Cryplococcus magnus AF181851
72 L Cryptococcus osirensis AF181519

[ Cryplococcus gastricus AF 137600
w00 L— Cryptococcus gihvescans AF 181547

Cryptococcus cylindricus AF181534
67 Cryptococcus heveanensis AFO7S467

0.0

Figura 15: Arvore filogenética da espécie Cryptococcus sp. 1 construida pelo método
de “neighbor-joining” baseado no sequenciamento da regido D1/D2 no gene do rRNA.
Foi utilizado um bootstrap de 1000 interacGes e a barra de escala mostra a proporcao
de divergéncia na sequéncia.

5.3.5 — Cryptococcus sp. 2

Cryptococcus sp.2 apresentou 66 pares de bases diferentes nos
dominios D1/D2 em relacdo a espécie Cryptococcus flavus, mas também foi
proxima de Cr. skinneri (Fig. 16). Esta espécie pertence ao grupo Tremellales e

foi representada por um isolado obtido do fitotelmo da bromélia V. minarum.
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45 Cryptococcus sp.2
33 Cryptococcus skinneri AF 189835
3 Cryptococcus flaws AF075497

Cryptococcus podzolicus AF075481

Cryptococcus luteolus AF075482

88— Cryptococcus surugaensis AB100440
100 — Cryptococcus bestiolae FJ534903
62 L Cryptococcus dejecticola FJ534904

Cryptococcus heveanensis AFQ075467

86 Cryptococcus terreus AF075479
97 Filobasidiella neoformans AF335984
100 L—— Cryptococcus amylolentus AF105391

Figura 16: Arvore filogenética da espécie Cryptococcus sp. 2 construida pelo método
de “neighbor-joining” baseado no sequenciamento da regido D1/D2 no gene do rRNA.
Foi utilizado um bootstrap de 1000 interacdes e a barra de escala mostra a propor¢ao
de divergéncia na sequéncia.

5.3.6 — Pichia sp.1

A espécie Pichia sp. apresentou 100% de identidade com a espécie
Pichia cf. insulana TO4.2.1 (Fig.17), coletada de tecidos necrosados dos cactos
Cereus saddianus e de Micranthocereus dolichospermaticus em Aurora do
Tocantins. Esta nova espécie apresentou nove diferencas na regido D1/D2 em
relacédo a linhagem tipo de P. insulana. No presente trabalho, um isolado desta

espécie foi obtido de B. karatas.
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gg | ABT459
99| Pichia cf. insulana TO4.2.1 KJ410155
89 Pichia insulana KM252825
Pichia cactophila EF550241
100 ¥|_— Candida inconspicua EF550240
Pichia norvegensis EF550239

E‘— Pichia pseudocactophila EF550242

Pichia heedii EF550252
gg | Pichia barkeri EF550247
Pichia barkeri EF550247(2)

Pichia kluyweri var. eremophila EF550249

89

a3 |: Pichia kluyveri var. cephalocereana EF550250
65 Pichia kluyveri var. kluywveri EF550251

f—
0.01

Figura 17: Arvore filogenética da espécie Pichia sp. construida pelo método de
“neighbor-joining” baseado no sequenciamento da regido D1/D2 no gene do rRNA. Foi
utilizado um bootstrap de 1000 interacBes e a barra de escala mostra a proporcéo de
divergéncia na sequéncia.

5.3.7 — Pseudozyma spl.

Para a espécie Pseudozyma sp. foram obtidos dois isolados do fitotelmo
de V. minarum, e esta espécie apresentou 100% de identidade nas regides
D1/D2 e ITS com a espécie Pseudozyma sp. UFMG-BRO110B (Fig. 18),
também obtida de fitotelmo de bromélia V. minarum. Esta espécie
possivelmente representa o estagio leveduriforme de um fungo Ustilaginales

parasita de planta.
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44 Pseudozyma thailandica AB089355

Pseudozyma tsukubaensis AJ235297
Pseudozyma antarctica AB089359
Pseudozyma parantarctica AB089357
Pseudozyma aphidis KM555204
83 L Pseudozyma rugulosa AJ235300
Pseudozyma hubeiensis DQ008953
Pseudozyma fusiformata AB089367

55 Pseudozyma shanxiensis DQ008955

AFM332 Pseudozyma sp.

98 | Pseudozyma sp. UFMG-BRO110B JX280390
Rhodosporidium diobovatum AF070421

Figura 18: Arvore filogenética da espécie Pseudozyma sp. construida pelo método de
“neighbor-joining” baseado no sequenciamento da regidao D1/D2 no gene do rRNA. Foi
utilizado um bootstrap de 1000 interacBes e a barra de escala mostra a proporcéo de
divergéncia na sequéncia.

5.3.8 — Tremella sp.

A Tremella sp. (GenBank KM527118.1) apresentou 11 pares de bases
diferentes na regido do gene D1/D2 e 44 pares de bases diferente na regido
ITS com a espécie Tremella globispora (Fig. 19). Esta espécie foi representada

por apenas um isolado obtido do fitotelmo de B. karatas.

Tremella mesenterica AFMM2252
Tremella tropica AFOM2251

Tremella brasiliensis AF 185864

Tremella taiwanensis AFD42230
Tremella flava AFD42221

100 L Tremalla cinnabarina AF 189866

Tremella fuciformis JNO43571

Tremella sp. UFMG-ABTE18 KME&27118

Tremella globispora AF 189869

Tramella resupinata AFD42239
Rhodospordium dicbowatum AFOTO421

[
0.0z

Figura 19: Arvore filogenética da espécie Tremella sp. construida pelo método de

“neighbor-joining” baseado no sequenciamento da regido D1/D2 no gene do rRNA. Foi
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utilizado um bootstrap de 1000 interacfes e a barra de escala mostra a proporcéo de
divergéncia na sequéncia.

5.3.9 — Hannaella pagnoccae

Uma espécie nova do género Hannaella foi obtida nos fitotelmos de B.
karatas e Encholirium sp. Descrita como Hannaella pagnoccae sp. nov.
(LANDELL et al., 2014). Isolados da espécie Hannaella pagnoccae (Anexo I)
foram obtidos a partir de estudos independentes de leveduras associadas com
diferentes materiais vegetais e solo em diferentes partes do mundo. A
descricdo da espécie foi baseada nos resultados obtidos para 32 isolados
obtidos nos estados de Tocantins, Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Rio de
Janeiro, no Brasil, e ainda em Oklahoma (EUA), Hsinchu (Taiwan) e Bangkok
(Tailandia). No Tocantins foram obtidos sete isolados pertencentes a esta
espécie, sendo trés isolados de fitotelmos da bromélia Encholirium sp., um
isolado do fitotelmo de B. karatas e trés isolados de agua acumulada em rocha
(dado ndo mostrados). O género compreende sete espécies reconhecidas: H.
coprosmaensis, H. kunmingensis, H. luteola, H. oryzae, H. sinensis, H.
surugaensis e H. zeae. Espécies deste género ocorrem na superficie das
folhas das plantas e sédo consideradas habitantes do filoplano (BOEKHOUT et
al.,, 2011, LANDELL et al., 2014).

5.3.10 — Hagleromyces gen, nov.

Um novo género foi identificado, Hagleromyces gen. nov., a partir do
fitotelmo de B. karatas (SOUSA et al., 2014). Este género foi descrito a partir
de trés isolados obtidos de B. karatas, e que apresentaram contagens
populacionais de aproximadamente 2,28 Log.UFC.mL. Analises das
sequéncias combinadas da regido SSU (subunidade menor do gene do rRNA)
e dos dominios D1/D2 do gene do rRNA mostraram que os isolados obtidos
pertencem ao clado Saccharomycetacae (Fig. 20), porém estes nao

apresentaram nenhuma relacéo proxima com quaisquer espécies descritas em
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Saccharomycotina. Sendo assim, foi proposto o género Hagleromyces gen.
nov., descricdo com a espécie Hagleromyces aurorensis sp. nov. (SOUSA et
al., 2014) (Anexo Il). A nova espécie tem um perfil fisiologico restrito, somente
assimilando sete fontes de carbono dos 41 testados, o0 que é tipico de algumas

leveduras do clado Saccharomycetaceae. Este resultado sugere que a nova

7z

espécie é provavelmente copiotréfica e reside em habitats com altas
concentracOes de fontes de carbono simples.

96 Hagleromyces aurorensis UFMG-CM-Y311T (KF898353)
Cyniclomyces guttulatus NRRL Y-17561T (JOB698886 JQ689012)
Tetrapisispora phaffii NRRL Y-8282T (JQ698887 JO689013)
Nakaseomyces delphensis CBS 21707 (AY198400)

Zygotorulaspora mrakii NRRL Y-12654T (JO698888 JQ689015)

Zygosaccharomyces rouxii NRRL Y-2297 (AY046251 JO689016)

Vanderwaltozyma polyspora NRRL Y-82837 (JQ698890 AY0481609)

Torulaspora delbrueckii NRRL Y-866T (X98120 U72156)

Kazachstania viticola NRRL Y-272067 (JO698889 AF398482)

Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632T (275578 AY048154)

Naumovozyma dairenensis CBS 4217 (275579 HEG80273)

Lachancea thermotolerans NRRL Y-82847T (F1153136 U69581)

Eremothecium cymbalariae NRRL Y-17582T (JO698891 JQ689024)

Kluyveromyces marxianus NRRL Y-8281 T(X89523 U94924)

Hanseniaspora valbyensis NRRL Y-1 6267 (J0698893 JQBBL028)

Saccharomycodes ludwigii NRRL Y-12793T (JO98892 JQ689025)

67 Ascoidea rubescens NRRL Y-17699T (JQ698885 U76195)
_b Saccharomycopsis capsularis NRRL Y-176397T (EU057522 JQ689010)
8 Cyberlindnera americana NRRL Y-21567 (EF550328 JQ698878)

Schizosaccharomyces pombe NRRL Y-127967 (EU916982 1Q698936)

0.02
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Figura 20 — Arvore filogenética usando o método Maximum Likelihood obtida das
sequéncias combinadas da regido SSU e dominio D1/D2 da LSU do gene rRNA de H.
aurorensis sp. nov. (SOUSA et al.,, 2014). O modelo Kimura 2-parametros com
distribuicdo Gama foi usado para calcular a distancia filogenética. Valores bootstrap
séo de >50% s&o mostrados.

5.3.11 — Outras possiveis novas espécies

A espécie Meira sp.1 apresentou 15 pares de bases diferentes na regiao
D1/D2 e 51 pares de bases diferentes para a regido ITS com a espécie Meira
sp. UFMG-BRO-101B, também isolada de fitotelmos da bromélia V. minarum
(GOMES et al., 2015). Dois isolados desta nova espécie foram obtidos dos
fitotelmos de P. bromelioides. A espécie Myriangium sp. apresentou 14 pares
de bases diferentes em relagdo a Myriangium sp. UFMG-BRO197, outra

linhagem também isolada de fitotelmos de bromélias (GOMES et al., 2015).
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Apenas um isolado desta espécie foi obtido a partir de amostras de P.
bromelioides. A espécie Rhodotorula sp. apresentou 24 pares de bases
diferentes em relacdo a Rhodotorula cycloclastica. Dois isolados desta nova
espécie de Rhodotorula foram obtidos no presente trabalho, sendo um P.
bromeliodes e outro de V. minarum.

60



6. — CONCLUSOES

* Os fitotelmos de B. karatas apresentaram a maior diversidade de leveduras
dentre os substratos pesquisados. Isto pode estar relacionado a uma maior
disponibilidade de matéria organica e nutrientes disponiveis neste substrato,
em relacdo aos outros fitotelmos estudados;

* Fitotelmos das plantas estudadas apresentaram uma alta riqueza de
espécies de leveduras, sendo algumas espécies consistentemente isoladas
destes substratos. Portanto, sugere-se que estas comunidades de leveduras
sejam tipicas destes habitats. Estas comunidades seriam compostas em sua
maioria por espécies generalistas.

» Espécies de leveduras capazes de causar infec¢des oportunistas no homem
também foram encontradas, como C. parapsilosis, C. orthopsilosis e C.
albicans. Estas espécies podem estar associadas com animais de sangue
guente que visitam estes substratos;

* Além das setenta e cinco espécies de leveduras identificadas ja conhecidas
na literatura, foram identificadas treze possiveis novas espécies de leveduras,
indicando que os fitotelmos representam uma fonte potencial para a descoberta
de novas espécies destes micro-organismos. Destas espécies, duas ja tiveram
a descricdo publicada, Hannaella pagnoccae sp. nov., que foi isolada dos
fitotelmos de B. karatas e de Encholirium sp.; e Hagleromyces aurorensis gen.
nov., que foi isolada somente do fitotelmo de B. karatas;

* A composicéo de espécies de leveduras das comunidades dos fitotelmos de
bromélias foi mais similar entre as bromélias da mesma localidade, sugerindo
que a heterogeneidade regional pode influenciar na composicado das especies;
e que vetores similares poderiam estar carreando as leveduras entre os

diferentes fitotelmos na mesma regiao.
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Anexo |
Anexo | — Hannaella pagnoccae sp. nov., a tremellaceous yeast species

isolated from plants and soil



Anexo I
Hagleromyces gen. nov., a yeast genus in the Saccharomycetaceae, and
description of Hagleromyces aurorensis sp. nov., isolated from water tanks of

bromeliads.





